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RESUMO

A mancha bacteriana da alface, causada por Xanthomonas campestris pv. vitians, pode resultar
em perdas significativas para a cultura. O uso de nanoparticulas oferece uma nova abordagem
para o controle da doenca. Este trabalho teve como objetivo investigar a utilizagdo de
nanoparticulas no controle da mancha bacteriana e no tratamento de sementes de alface. A
toxicidade das nanoparticulas foi avaliada por meio da determinagdo da inibicao do crescimento
bacteriano in vitro. As sementes de alface foram inoculadas com a bactéria e tratadas com
nanoparticulas de CuO, NiO, ZnO:1Ag e ZnOCIl:5Ag. Foi avaliada a deteccdo da bactéria nas
sementes, bem como a germinagdo e emergéncia das plantulas. Para o controle da mancha
bacteriana, as nanoparticulas de CuO, NiO, ZnO:1Ag e ZnOCIl:5Ag foram pulverizadas em
plantas de alface, em aplicacdo preventiva e curativa. Na aplicagdo preventiva, CuO, NiO,
Zn0O:1Ag, ZnOCl:5Ag, agua e Kocide foram pulverizados, e 3 dias apos, as plantas foram
inoculadas com suspensao bacteriana (108 UFC/mL). Na aplicagdo curativa, as plantas foram
inoculadas com a bactéria e, 3 dias depois, pulverizadas com as nanoparticulas. A severidade
da doenga foi avaliada e a area abaixo da curva de progresso da doenga foi calculada. Dezessete
nanoparticulas inibiram o crescimento bacteriano in vitro. No entanto, as nanoparticulas nao
reduziram a presenca da bactéria nas sementes, e NiO reduziu a germinacao das sementes e a
emergéncia das plantulas. A aplicagdao preventiva das nanoparticulas CuO, NiO, ZnO:1Ag e
ZnOCl:5Ag reduziu a severidade da mancha bacteriana da alface. As nanoparticulas CuO, NiO,
Zn0O:1Ag e ZnOCl:5Ag sdao uma alternativa promissora para o manejo da mancha bacteriana

na alface.

Palavras-chave: bactéria; detec¢do; emergéncia; germinacgdo; Lactuca sativa; sementes.



ABSTRACT

Bacterial spot of lettuce caused by Xanthomonas campestris pv. vitians can result in significant
losses for the crop. The use of nanoparticles offers a new approach to controlling the disease.
This study aimed to investigate the use of nanoparticles in the control of bacterial spot and in
the treatment of lettuce seeds. The toxicity of the nanoparticles was assessed by determining
the inhibition of bacterial growth in vitro. Lettuce seeds were inoculated with the bacteria and
treated with CuO, NiO, ZnO:1Ag and ZnOCIl:5Ag nanoparticles, and the detection of the
bacteria in the seeds, germination and emergence of the seedlings were evaluated. To control
bacterial spot, CuO, NiO, ZnO:1Ag and ZnOCl:5Ag nanoparticles were sprayed on lettuce
plants as preventive and curative application. In the preventive application, CuO, NiO,
Zn0O:1Ag, ZnOCl:5Ag, water and Kocide were sprayed, and 3 days later, the plants were
inoculated with a bacterial suspension (108 CFU/mL). In the curative application, the plants
were inoculated with the bacteria and, 3 days later, sprayed with the nanoparticles. Disease
severity was assessed and the area under the disease progress curve was calculated. Seventeen
nanoparticles inhibited bacterial growth in vitro. However, the nanoparticles did not reduce the
presence of the bacteria in the seeds, and NiO reduced seed germination and seedling
emergence. The preventive application of the nanoparticles CuO, NiO, ZnO:1Ag and
ZnOCl:5Ag reduced the severity of bacterial spot on lettuce. The nanoparticles CuO, NiO,

Zn0O:1Ag and ZnOCIl:5Ag are alternatives for the management of bacterial spot on lettuce.

Keywords: Bacteria. Detection. Emergence. Germination. Lactuca sativa. Seeds.
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1. INTRODUCAO

A olericultura ¢ um dos setores que mais gera empregos no agronegocio brasileiro,
movimentando R$25 bilhdes e criando 7 milhdes de vagas de trabalho (Associagdo Brasileira
do Comércio de Sementes e Mudas, 2019) e a alface ¢ a principal folhosa do setor e a oitava
hortalica mais consumida no Brasil (CEPEA, 2024), ocupando 86,8 mil hectares e envolvendo
mais de 670 mil produtores no pais (IBGE, 2017). A regido Sudeste lidera a produgdo, com
aproximadamente 429.905 toneladas (Associacdo Brasileira do Comércio de Sementes e
Mudas, 2019).

A mancha bacteriana da alface, causada por Xanthomonas campestris pv. vitians, € a
principal doenga bacteriana que ocorre na cultura, principalmente nos meses de dezembro a
fevereiro, associada ao ambiente com elevada umidade (Suinaga et al., 2013), no entanto, até o
momento ndo hé informagao sobre as perdas causadas pela doenga na cultura.

Os sintomas caracteristicos da infec¢ao incluem lesdes necréticas nas folhas, manchas
marrons encharcadas de dgua e translucidas, de forma angular, que posteriormente escurecem,
tornando-se finas (Wang et al., 2013). Em casos mais severos, essas lesdes podem se fundir e
se estender ao longo das nervuras das folhas, resultando em manchas necroticas.
Consequentemente, a qualidade e o rendimento da alface afetada sdo reduzidos, o que pode
levar a perdas significativas apos a colheita (Wang et al., 2013).

A bactéria pode ser transmitida por sementes infectadas (Ohata et al., 1982; Pernezny et
al. 2001; Umesh et al. 1996), sendo facilmente disseminada em casas de vegetacao (Wellman-
Desbians, 1999).

Um conjunto de estratégias para preveng¢do, mitigagdo e/ou supressdo de doencas ¢
recomendado, incluindo a redu¢do da dispersdo do patégeno, o uso de agentes quimicos e de
biocontrole, além do desenvolvimento de variedades resistentes (An et al., 2020).

Recentemente, o uso de nanoparticulas surgiu como uma alternativa promissora no
controle de doencas bacterianas. Devido ao seu tamanho reduzido e as propriedades fisico-
quimicas, as nanoparticulas podem penetrar de forma eficiente nas células bacterianas,
exercendo um efeito biocida direcionado (Hou et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que nanoparticulas de prata, cobre, 6xido de zinco e silica
possuem atividade antimicrobiana contra uma variedade de patdgenos vegetais (Wang et al.,

2013). Além disso, a funcionalizagdo de nanoparticulas com compostos bioativos pode
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aumentar sua eficacia e seletividade no controle de doengas, minimizando potenciais efeitos

adversos ao meio ambiente e a saide humana (Casiano-Muiiiz, 2024).

2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos: i) avaliar o uso de nanoparticulas puras e dopadas
com diferentes elementos na inibi¢ao do crescimento de Xanthomonas campestris pv. vitians
in vitro; i) avaliar a eficiéncia das nanoparticulas no tratamento de sementes para o controle da
bactéria, e seu efeito na germinagdo das sementes e na emergéncia de plantulas de alface; iii)
avaliar a eficacia das nanoparticulas em aplicagdes preventivas e curativas para o controle da

mancha bacteriana da alface.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae (Compositae), a maior familia
de dicotiledoneas do reino vegetal; neste grupo também estdo a chicoéria, escarola, fuki e planta
ostra (Ryder, 1999 apud Robinson, 2003). Dosmesticada na regido do Mediterraneo, ¢
possivelmente derivada da espécie silvestre Lactuca serriola L, utilizada como forrageira e
oleaginosa (Suinaga, 2013). Seu consumo ocorre ha mais de quatro milénios, com evidéncias
arqueoldgicas indicando a presenca da alface cerca de 4.500 anos antes de Cristo (Ryder, 1999
apud Suinaga, 2013). Durante os impérios Grego e Romano, a disseminagdo dessa planta foi
intensificada, expandindo sua presenga para mais areas do continente europeu. No Brasil, a
alface foi introduzida por volta do ano 1650 pelos colonizadores europeus (Suinaga, 2013).
Atualmente, ¢ considerada a principal folhosa (CEPEA, 2024) consumida em todo territdrio
brasileiro (Favarato et al., 2017).

A alta demanda pelo consumo da alface esta associada ao potencial de compra da
populagdo, ao baixo custo, a ampla utilizacdo em redes de fast food, aos fatores nutritivos, ao

sabor e a possibilidade de producdo em larga escala, especialmente devido as cultivares bem
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adaptadas ao clima tropical. Seu valor nutricional inclui vitaminas, mineirais, fibras e agua,
além de vitamina A, célcio e 4cido ascorbico (Tindall, 1983 apud Robinson, 2003). O Brasil ¢
um grande produtor e consumidor de alface. No ano de 2022, a area plantada foi de 86.799
hectares (Luengo e Vilela, 2022 apud Associacdo Brasileira do Comércio de Sementes e
Mudas, 2023).

Sala e Costa (2012) apontam os principais tipos de alface produzidos como sendo
crespa, americana, lisa e romana; atualmente o mercado também contempla os tipos mimosa e
frisée (Lana e Tavares, 2010).

A alface apresenta uma raiz principal com raizes laterais que compdem todo o
comprimento do sistema radicular. Suas folhas sdo dispostas em espiral e fixas em uma haste
curta, formando uma roseta (Robinson, 2003). A roseta ¢ uma das caracteristicas que
diferenciam as cultivares de alface. As flores contém cinco pétalas amarelas e crescem em
conjuntos adensados (Ryder, 1999; Tindall, 1983 apud Robinson, 2003). A florag¢ao, também
conhecida como ‘“aparafusamento”, ¢ induzida por acréscimos na temperatura noturna
(Robinson, 2003), sendo um fenémeno indesejado no padrao comercial.

A cultura da alface apresenta desenvolvimento ideal em temperaturas entre 15° e 25°C
(EMBRAPA, 2019). As condi¢des edafoclimaticas de um pais tropical como o Brasil fazem
com que o pendoamento seja induzido pelas altas temperaturas (Sala e Costa, 2012), resultando
na producdo de latex nas folhas, alongamento do caule e redu¢do do numero de folhas
(EMBRAPA, 2019).

As principais doencas que acometem a cultura da alface sdo causadas por fungos,
incluindo mildio, septoriose, cercosporiose, fusariose € mofo branco (Tofoli e Domingues,
2015), além de patologias causadas por bactérias, como mancha-cerosa, queima-lateral-das-

folhas e a mancha-bacteriana (EMBRAPA, 2010).

3.2. Mancha bacteriana

A mancha bacteriana da alface, causada pela bactéria Xanthomonas campestris pv.
vitians, apresenta como sintomas lesdes encharcadas, translicidas e marrons, que tornam-se
negras, podendo coalescer e expandir-se ao longo do nervura da folha, depreciando sua
qualidade (Tebaldi et al., 2015). Trata-se de uma bactéria Gram negativa, com

oxidagdo/fermentacdo, aerobia estrita, que forma colonias mucdides, convexas, brilhantes, de
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coloracdo amarela em meios de cultura 523 e YDC. Apresenta crescimento a 40 °C e resultados
negativos para oxidase, hidrélise do amido, asparagina como Unica fonte de carbono e
nitrogénio, ¢ produgdo de acidos a partir do arabinose. Por outro lado, apresenta resultados
positivos para levan, catalase, utilizacdo de glicerol como fonte de carbono e reacdo de
hipersensibilidade em tomate, fumo e couve (Tebaldi et al., 2015).

Danos causados pela bactéria na cultura da alface foram relatados na Italia durante a
estacao fria dos anos de 1988 e 1989 (Pennisi e Pane, 1984 apud zoina, 1994), no estado da
Florida de novembro a marco nos anos de 1992 e 1993 (Robinson et al., 2005), e em Ohio em
1995 (Sahin et al., 2002). No Brasil, essa doenca foi relatada nos estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Distrito Federal ¢ em Minas Gerais (Malavolta Junior et al., 2008). Em 2013, no
municipio de Uberldndia, MG (Tebaldi et. al., 2015).

O desenvolvimento da mancha bacteriana ocorre em temperaturas em torno de 25 °C e
umidade alta (Wierzbicki, 2004). Sementes (Kimura et al., 1989; Salles et al., 1991) e mudas
infectadas sdo um veiculo de disseminacao do patdogeno (Lopes e Reis, 2024), podendo-se
disseminar a médias e longas distancias com a ajuda do homem, apesar de sua disseminagao
em campo ocorrer a curtas distancias.

Sob condi¢des controladas de umidade e temperatura, Toussaint et al. (2012)
demonstraram que populacdes de Xanthomonas campestris pv vitians podem sobreviver por 30
dias em elevadas populagdes, mesmo em plantas ndo hospedeiras. A bactéria sobrevive em
hospedeiros suscetiveis ou em folhas secas no solo por pelo menos 30 a 60 dias (TOUSSAINT
et al., 2012), mas ndo persiste em restos de cultura incorporados ao solo por mais de dois ou
trés meses, devido a baixa competitividade com microrganismos antagonistas ou com aqueles
que possuem maior habilidade saprofitica no solo.

O patdgeno também pode sobreviver como residente na rizosfera e nas folhas de plantas
ndo hospedeiras (KIMURA et al., 1989). Seu desenvolvimento como epifita em folhas de
plantas hospedeiras e sua multiplicagdo sob condi¢des de baixa umidade ou ambiente
desfavoravel permitem que o patégeno sobreviva sem causar sintomas aparentes da doenca,
com epidemias ocorrendo quando as condi¢cdes ambientais tornam-se favoraveis (BASHAN et
al., 1982). A infec¢do pela bactéria pode ocorrer através de ferimentos ocasionados pela ruptura
de tricomas ou pelo ataque de pragas, além de ocorrer através dos estomatos (KIMURA, 1984).

BARAK (et al., 2002) sugerem que Xanthomonas campestris pv. vitians pode entrar e
translocar dentro dos caules de plantas de alface e que estas possivelmente se movem no sistema

vascular. Ao recuperar a bactéria apos 16 h de introdugdo no caule, entendeu-se que a bactéria
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pode ser transportada por todo o comprimento do caule da planta. Presumidamente, esse
transporte ocorre via sistema vascular, pois ¢ improvavel que a bactéria tenha se movido tal
distancia, em um periodo tao curto de tempo, via crescimento epifitico na superficie do caule.
Em até 9 semanas foi possivel recuperar Xanthomonas campestris pv. vitians de se¢des de caule
desinfestadas na superficie. Evidenciou-se, apos os testes de prensa, que as bactérias se movem
dentro dos vasos do xilema, uma vez que os didmetros dos poros das placas crivadas dos
elementos crivados do floema sdao muito pequenos para permitir a passagem livre de células
bacterianas (Barak et al., 2002).

A mancha bacteriana da alface possui sintomas tipicos, que incluem lesdes necroticas
nas folhas, manchas marrons encharcadas de dgua e de formato angular, em casos severos
podem ocorrer a queda prematura de folhas e apodrecimento das plantas atacadas (Wang et al.,
2020). Em estagios avancgados, essas lesdes podem coalescer e se estender ao longo das nervuras
foliares, resultando em manchas necroticas que comprometem a qualidade e o rendimento da
cultura (Wang et al., 2013). Os sintomas iniciais da doenga sao comumente confundidos com
outras doencas como a pinta-bacteriana, ou doengas fungicas, como a mancha-de-estenfilio,
septoriose ou a pinta-preta, devido a semelhanga (Lopes e Reis, 2024).

Todos os 6rgaos da parte aérea da planta podem ser atacados, promovendo o secamento
das folhas mais baixas e mais velhas, além de causar a queda prematura (EMBRAPA, 2010).
Quando a doenca acomete a planta durante a floragdo, pode provocar queda das flores,
resultando em diminuig@o da produtividade (Pernezny, 2005).

Estratégias eficazes de controle sdo importantes para minimizar os prejuizos causados
por bacterioses (Costa et al., 2022). Para isso, a reducao ou controle da doenga deve ser feita
analisando a conjuntura do manejo integrado que inclui a utilizagdo de sementes sadias,
tratamento de sementes, evitar a semeadura em épocas de alta temperatura e incidéncia de
chuvas, cultivo protegido, manejo de irrigacdo (especialmente se for por aspersao), eliminagao
de restos culturais € manejo com defensivos agricolas (Yazid et al., 2024).

No entanto, o controle quimico ainda ¢ predominante, sendo os produtos a base de cobre
os mais eficientes para controlar doencas bacterianas (Lamichhane et al., 2018). No entanto, a
resisténcia das Xanthomonas ao cobre tem se tornado cada vez mais prevalente no campo para
diferentes culturas e locais de cultivo. Essa resisténcia ¢ atribuida a aquisi¢ao do cluster de
genes de resisténcia ao cobre por meio da transferéncia horizontal de genes - HGT (Bender et
al., 1990; Cooksey 1994; Behlau et al., 2008). A resisténcia ao cobre ¢ geralmente codificada

por plasmideo, e acredita-se que o plasmideo seja facilmente conjugado a outras bactérias
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(Basim et al., 1999).

No entanto, nas ultimas décadas, muitas preocupacdes surgiram em relacdo a
sustentabilidade e aos efeitos ambientais do cobre, levando a busca por outros métodos de
controle (Lamichhane et al., 2018). Além disso, os regulamentos sobre qual composto pode ser
usado variam entre os paises e a introdug¢do de novos agentes antimicrobianos no campo esta
sujeita a testes extensivos antes da aprovagdo (An et al., 2020). Diferentes antibioticos ja foram
recomendados contra doengas causadas por Xanthomonas com aceitavel potencial de uso (An

et al., 2020), porém, nem todos sao utilizados em larga escala.

3.3. Nanoparticulas

Vindo do grego, a termonologia “nano” significa “um ando”, sendo esta a definicdo mais
sucinta para a sua elucidagdo (Joudeh, 2022). Em 1947, durante a 14* conferéncia da Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), o prefixo nano foi oficialmente adotado
para descrever a bilionésima parte (10 —9) de uma estrutura (Buzea, 2007), seja ela aplicada na
nanociéncia, nanotecnologia, nanorrobds, nanoimds, nanoeletronica, nanoencapsulamento
(Buzea, 2007) ou em qualquer outro setor em que esse prefixo possa ser usado. A Royal Society
e a Royal Academy of Engineering descrevem ‘“nanociéncia” como o estudo de fendmenos e
manipulagdo de materiais em escalas atomica, molecular e macromolecular, enquanto a
“nanotecnologia” foi definida como o design, caracterizacdo, produgdo e aplicacdo de
estruturas, dispositivos e sistemas controlando a forma e o tamanho em escala nanométrica
(Aslan, 2005).

Os nanomateriais tém propriedades unicas em relacdo a contraparte em massa, o que
lhes conferem caracteristicas benéficas; como mecanismos unicos de toxicidade. Em geral,
acredita-se que a toxicidade se origine do tamanho e da 4rea de superficie dos nanomateriais,
composicao e formas (Gatoo, 2014). As nanoparticulas possuem tamanho nanométrico (1 x 10
® m) e, embora tenham proximidades com os elementos quimicos das moléculas maiores,
possuem propriedades fisico-quimicas distintas, como coloracdo, condutividade elétrica e
propriedades termodinamicas (Lv, 2022), logo tem efeitos diferentes no ambiente (Assis et al.,
2012). As mudangas no tamanho das particulas modificam a natureza das interacdes das forcas
das moléculas, fazendo variar sua performance.

O tamanho das particulas e a 4rea de superficie desempenham um papel importante na
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interacdo dos materiais com o sistema bioldgico. Aparentemente, a diminui¢ao do tamanho dos
materiais leva a um aumento exponencial na area de superficie em relagdo ao volume, tornando
assim a superficie do nanomaterial mais reativa em si mesma ¢ em seu meio contiguo (Gatoo,
2014). A toxicidade dependente do tamanho das nanoparticulas pode ser atribuida a sua
capacidade de entrar nos sistemas bioldgicos (Lovri¢ et al., 2005) e entdo modificar a estrutura
de varias macromoléculas (Aggarwal et al., 2009), interferindo assim em fun¢des biologicas
criticas.

Risom (2005) descreve a proporcionalidade em relacdo as particulas, ou seja, com a
diminui¢do do tamanho das nanoparticulas, a area de superficie aumenta, o que provoca um
aumento dependente da dose na oxidagdo e nas habilidades de danificar o DNA do alvo.

Um dos principais mecanismos para toxicidade das nanoparticulas em organismos in
vivo ¢ através da geracdo de respostas oxidativas pela formacao de radicais livres, nos quais o
tamanho tem um papel decisivo a desempenhar, conforme destacado por muitos autores, que
quanto menor o tamanho, mais capaz ele ¢ de formar ROS. Esses radicais livres sdo conhecidos
por transmitirem riscos aos sistemas bioldgicos, principalmente através de danos ao DNA,
através da oxidacdo de lipidios e por consequentes respostas inflamatdrias (Gatoo, 2014).

A carga de superficie também desempenha um papel importante na toxicidade das
nanoparticulas, pois define amplamente suas interagdes com os sistemas bioldgicos. E
importante notar que as nanoparticulas carregadas positivamente mostram captacao celular
significativa em comparacdo com as nanoparticulas carregadas negativamente e neutras (Gatoo,
2014).

As nanoparticulas sao produzidas a partir de métodos bioldgicos, fisicos e quimicos,
estes ultimos exigem maior gasto de energia e producao de particulas toxicas (Ferreira, 2021).
O potencial antibacteriano das nanoparticulas metélicas tem sido investigado para combater o
aumento da resisténcia microbiana contra os atuais agentes antimicrobianos (Ahmed et al.,
2016). Diferentes metais como ouro, prata, platina, paladio, cobre, aluminio, ferro e titanio t€ém
sido usados para sintetizar nanoparticulas (Sekhon, 2014).

Existem vdrias aplicagcdes das nanoparticulas na satide humana e no meio ambiente
(Arfan et al., 2022). No meio agricola, as nanoparticulas representam uma inovagao
tecnologica, devido ao seu potencial de melhorias na produtividade e qualidade dos produtos
(Aragjo et al., 2015). Existem algumas opgdes promissoras para seu uso, como a producao de
nanoparticulas para liberacdo controlada de nutrientes (Matos, 2017), nanossensores para

monitoramento agricola (Granziera, 2012), nanofertilizantes (Astaneh, 2021), nanotubos de
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carbono na prote¢ao de cultivos (Balandran-Quintana, 2008), nanomateriais para melhorar a
qualidade do solo (Karn, 2011), nanotecnologia na entrega de agua e nutrientes para plantas,
nanocidas ou pesticidas encapsulados (Benicio, 2015).

As nanoparticulas possuem efeito positivo no controle de fitopatogenos, atuando sobre
fungos (Villamizar-Gallardo et al., 2016) e fitobactérias, como o uso de nanoparticulas de ZnO,
ZnS ou MgO no controle de doengas de plantas causadas por Liberibacter crescens (Naranjo et
al., 2020), Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis e Pseudomonas syringae (Maxwell et al.,
2020), Xanthomonas perforans (Liao et al., 2019), Xanthomonas campestris pv. campestris
(Zancan 2018), Pantoea ananatis (Mamede et al., 2022; 2023), Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Ballottin et al., 2017), e Xanthomonas citri subsp. citri (Graham et al., 2016), no controle
da mancha bacteriana do tomateiro (Ocsoy et al., 2013; Paret et al., 2013 ; Makarovsky et al.,
2018; Liao et al., 2019; Fraga et al., 2021; Oliveira et al., 2023, Santos et al., 2024 ), e em
aplicagdes na medicina, para controlar Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Bacillus
cereus (Brintha; Ajitha 2016), Candida parapsilosis (Ballottin et al., 2017) e Escherichia coli
(Nair et al., 2009; Li et al., 2011; Brintha e Ajitha 2016; Maxwell et al., 2020).

4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal (LABAC), no
Laboratdrio de Sementes (LASEM) e na casa de vegetagdo, do Instituto de Ciéncias Agrarias
(ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Campus Umuarama. As
nanoparticulas foram sintetizadas no Laboratério de Novos Materiais Isolantes e
Semicondutores, do Instituto de Fisica, da Universidade Federal de Alagoas.

O isolado bacteriano UFU E125 de Xanthomonas campestris pv. vitians, pertencentes a
colecao de trabalho do LABAC, foi recuperado e multiplicado em meio de cultura 523 (KADO;
HESKETT, 1970) por 24-48 horas a 28 °C.

A suspensdo bacteriana foi preparada em agua filtrada autoclavada, ajustada em

espectrofotdometro para OD550=0, 1, correspondendo aproximadamente a 1x109 UFC mL"!.

4.1. Nanoparticulas na inibi¢ao do crescimento X.c. pv v. in vitro
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Para a inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro foram avaliadas as nanoparticulas de

Zn0 dopados com ouro (Ag), prata (Au), cobre (Cu), ferro (Fe), potassio (K), magnésio (Mg),

manganés (Mn), molibdénio (Mo) e niquel (Ni), ZnOCl dopados com prata (Ag) e cobre (Cu)

em diferentes concentragdes do elemento dopante e nanoparticulas puras CuO, FeO, NiO, K,

Zn0O, ZnOCl (Tabela 1). A nanoparticulas foram preparadas em agua filtrada esterilizada na

concentragio de 10 mg/mL e diluidas em série (107" a 107%).

Tabela 1. Concentragdes de Nanoparticulas puras e dopadas, diluidas ou diluidas 10! e 102,

agua e cefalaxina, utilizados nos ensaios para avaliar o potencial de nanoparticulas no controle

de Xanthomonas campestris pv. vitians, UFU - Uberlandia — MG, 2023.

Tratamentos

Nao Diluidas

10"

102

Cuo

FeO

MnO

NiO

Zn0O

Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:

0,07 Ag
0,3 Ag
0,7 Ag
1,0 Ag
3,0Ag
7,0 Ag
9,0 Ag
11,0 Ag

Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:

0,1 Au
0,5 Au
1,0 Au
3,0 Au
5,0 Au
10,0 Au

ZnO:
Zn0:

0,1 Ca
1,0 Ca

Zn0:
Zn0:
Zn0:

0,4 Cu
1,0 Cu
4,0 Cu

Continuagao.




Continuagao.

Zn0O:
Zn0O:

8,0 Cu
12,0 Cu

ZnO:
Zn0O:
ZnO:
ZnO:
ZnO:
Zn0O:
ZnO:
ZnO:

0,1 Fe
0,5 Fe
1,0 Fe
3,0 Fe
5,0 Fe
7,0 Fe
9,0 Fe
11,0 Fe

Zn0:
ZnO:
Zn0:

0,50 K
1,0K
10,0 K

Zn0O:
Zn0O:
ZnO:
Zn0O:

0,5 Mg
1,0 Mg
5,0 Mg
10,0 Mg

Zn0O:
ZnO:
Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:

0,02 Mn
0,4 Mn
0,8 Mn
0,2 Mn
12,0 Mn

Zn0O:
Zn0O:
Zn0O:
ZnO:

0,5 Mo
1,0 Mo
5,0 Mo
10,0 Mo

Zn0O:

0,3 Ni

ZnO: 0,7 Ni

ZnO:
ZnO:
ZnO:

1,0 Ni
7,0 Ni
11,0 Ni

ZnOCl (Sw)

ZnOClL: 0,1 Ag
ZnOCIL: 1,0 Ag
ZnOCl: 5,0 Ag
ZnOCl: 10,0 Ag

ZnOCI: 0,1 Cu
ZnOCl: 1,0 Cu
ZnOCl: 5,0 Cu
ZnOCIl: 10,0 Cu

Agua

Cefalaxina

2,00

20

ZnO: (6xido de zinco) dopado com: Ag (prata), Au (ouro), Cu (cobre), Fe (ferro), K (potassio), Mg (magnésio),
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Mn (manganés), Mo (molibdénio), ZnOCI (hidréxido de cloreto de zinco monohidratado ou Simonkolleite)
dopado com: Ag (prata), Cu (cobre); Ni (niquel), AgO (6xido de prata), CuO (6xido de cobre), FeO (6xido de
ferro), NiO (6xido de niquel), Ca (calcio), ZnO (Oxido de zinco), ZnOCI (hidroxido de cloreto de zinco

monohidratado ou Simonkolleite).

Em placas de Petri (8 cm) foi colocada uma camada basica composta de meio agar-agua
2% e outra camada contendo meio nutriente semi-solido (0,8%) acrescido de 10% da suspensao
bacteriana (109 UFC mL™!). Em seguida, 6 discos de papel filtro estéril, de 6 mm de diadmetro,
foram colocados sobre o0 meio de cultura e embebidos com 10 pL de solug¢ao de nanoparticulas.
Como controle negativo foi utilizada a 4gua e como controle positivo a cefalaxina, com 3
repetigdes para cada concentragdo e para cada produto. O didmetro do halo de inibi¢do (cm) foi
avaliado ap6s 48 horas de incubag@o em estufa a 28°C, usando um paquimetro.

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 64 tratamentos
(64 nanoparticulas puras e dopadas) e dois adicionais (dgua e cefalaxina), com 3 repeti¢cdes. Os
dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade e pelo teste de Dunnett, utilizando o software R (R CORE
TEAM, 2020).

4.2. Detecgao de Xanthomonas campestris pv. vitians em sementes de alface

Sementes de alface crespa cv. Vera foram desinfetadas com alcool a 70% por 30
segundos, e posteriormente em uma solucao de hipoclorito de sodio a 1% por 3 minutos. Em
seguida, as sementes foram lavadas em agua filtrada esterilizada e secas em papel filtro estéril,
sob fluxo laminar.

Para a inoculagao das sementes, a bactéria foi cultivada em meio de cultura 523 a 28°C
por 48 horas. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de glicerol estéril e 2,5 mL de gelatina a
2,4% sobre o crescimento bacteriano, € homogeneizada usando uma al¢a de Drigalski. Em
seguida, 100 sementes foram colocadas em cada placa, por 10 minutos. As sementes foram
removidas e colocadas para secar sobre papel de filtro estéril sob fluxo laminar. No total 2.500
sementes foram inoculadas.

Sementes inoculadas e ndo inoculadas foram imersas por 10 minutos em solucdo das
nanoparticulas ZnO:1,0Ag; ZnOCl:5,0Ag; CuO e NiO a 2,5 mg/mL e agua (controle), em

seguida secadas sobre papel de filtro estéril em fluxo laminar. As nanoparticulas foram
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selecionadas de acordo com o resultado do halo inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro, o
critério utilizado foi a maior capacidade de formacdo de halo de controle da bactéria.

Sementes inoculadas foram analisadas para confirmar a presenca da bactéria por meio
do teste de dete¢ao da bactéria. Foram utilizadas 100 sementes de cada tratamento, com 4
repeticdes de 25 sementes, colocadas sobre o meio de cultura 523 com adi¢do de cicloheximide
(0,1 mg/mL), em placa de Petri e incubadas em estufa a 28 °C por 48 horas. Em seguida, foi
avaliada a porcentagem de contaminacdo das sementes, com a presenca da bactéria com a
caracteristica das colonias: mucodides, convexas, brilhantes, de coloragao amarela.

O teste de germinacao foi realizado de acordo com as Regras de Analises de Sementes
(RAS) (BRASIL, 2009), com 4 repeti¢des de 50 sementes cada. As sementes foram colocadas
sobre duas folhas de papel mata borrdo em caixas tipo gerbox (11x11x5cm), e o papel embebido
com agua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel. As sementes foram levadas ao germinador,
em temperatura de 20° C e fotoperiodo de 24 h. A primeira contagem da germinagdo foi no 4°
dia e a contagem final ao 7° dia, e o resultado expresso em porcentagem de germinagao.

Na avaliagdo da porcentagem de contaminagdo das sementes inoculadas e no teste de
germinagdo (sementes armazenadas ou ndo) o ensaio foi em delineamento inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial (4 + 1 adicional), com 4 repeti¢des. Sendo o 1° fator sementes
inoculadas e ndo inoculadas, e o 2° fator composto por 4 nanoparticulas e agua, no total de 10
tratamentos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade e pelo teste de Dunnett, utilizando o software
R (R CORE TEAM, 2020).

No teste de emergéncia em areia foram utilizadas 200 sementes, distribuidas em 4
repeticoes de 50 sementes e semeadas em bandeja de isopor sem células (25 cm x 25 cm)
contendo areia estéril. Aos 9 dias apds a semeadura, foi feita a contagem das plantulas
emergidas. O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, em esquema fatorial
2x4+1, com 4 repeticdes. Sendo o 1° fator sementes inoculadas e ndo inoculadas, e o 2° fator
composto por 4 nanoparticulas e o controle, no total de 10 tratamentos. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade e pelo teste de Dunnett, utilizando o software R (R CORE TEAM, 2020).

Sementes inoculadas e ndo inoculadas, tratadas com nanoparticulas, avaliadas na
deteccao da bactéria nas sementes, germinacao das sementes e emergéncia de plantulas, como

descrito anteriormente.



23

4.3. Aplicagdes preventiva e curativa de nanoparticulas no controle da mancha bacteriana
da alface

Para a avaliagio da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD), parte das
sementes, inoculadas ou ndo, e tratadas com nanoparticulas foram armazenadas em camara fria
a 15°C por um periodo de 20 dias. Dois ensaios foram conduzidos na casa de vegetacao do
Instituto de Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Campus
Umuarama. O primeiro ensaio foi iniciado em agosto e o segundo em setembro de 2023. Os
dados de temperatura e umidade relativa do ar durante a conducdo dos ensaios sdo apresentados
no Anexo L.

Uma muda de alface crespa, cv. Vera foi transplantada para cada vaso de 500 mL de
capacidade, contendo substrato de areia, vermiculita e substrato solo (1:1:3).

Aplicacdo preventiva consistiu em pulverizacdo de solu¢do de nanoparticulas na
concentragdo de 2,5 mg/ML, e dos tratamentos controle Hidroxido de cobre (2 mg/mL) e 4gua;
3 dias antes da inoculagdo da suspensdo bacteriana (10® UFC/mL). J4 o tratamento curativo
consistiu em inoculagdo prévia da suspensdo bacteriana, e apds 3 dias procedeu-se a
pulverizacdo das tratamentos com nanoparticulas, hidroxido de cobre e 4gua. Para a inoculagdo
da bactéria nas plantas de alface a suspensdo bacteriana foi pulverizada diretamente sobre as
folhas.

A severidade da doenca foi avaliada aos 3, 6, 9, 12 e 15 dias ap6s a inoculagdo, usando
uma escala diagramatica (MELLO et al., 1997). A Area Abaixo da Curva de Progresso de
Doenca (AACPD) foi calculada usando a formula: AACPD =)’ ((Yi + Yi+l) /2) (ti+] — ti),
onde: Y = intensidade da doenca; t = intervalo entre avaliagdes; i = numero de avaliagdes no
tempo (SHANER e FINNEY, 1977).

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial
5 x 2+1, sendo 5 produtos (4 nanoparticulas e cobre, 4gua — adicional), 2 aplica¢des (preventivo
e curativo), com 5 repeti¢des. Cada unidade experimental foi composta de dois vasos contendo
1 planta cada. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e suas médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia e pelo teste de Dunnett, pelo

software estatistico R (R CORE TEAM, 2020).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1. Nanoparticulas na inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro

Nanoparticulas de ZnO e de ZnOCl, quando dopadas com diferentes concentragdes de
Ag e Au apresentaram maior efeito de inibicdo no halo de crescimento de Xanthomonas
campestris pv. vitians, principalmente quando nio diluidas ou diluidas até 107!

As nanoparticulas de ZnO dopadas com diferentes concentracdes de prata (Ag): 0,07,
0,3,0,7,1,3,7,9 e 11; ouro (Au): 0,5, 1, 3, 5; ZnOCI dopado com Ag: 1, 5 e 10, CuO e NiO
inibiram o crescimento de Xanthomonas campestris pv. vitians in vitro em concentracdes nao
diluidas (10 mg/mL). As nanoparticulas de ZnO: 0,07 Ag, ZnO: 0,3 Ag, ZnO: 3,0 Ag, ZnO: 7,0
Ag, Zn0: 9,0 Ag, ZnO: 11,0 Ag, ZnOCl: 5,0 Ag e ZnOCIl: 10,0 Ag formaram halo na dilui¢ao
10" (1 mg/mL). As nanoparticulas ZnO: 7,0 Ag e ZnO: 9,0 Ag inibiram o crescimento
bacteriano na diluigdo 102 (0,1 mg/mL).

As nanoparticulas de ZnO pura ¢ dopadas com Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo e Ni; ¢
ZnOCl pura e dopada com Cu, FeO, MnO, NiO e K ndo formaram halo, ou seja, ndo inibiram

o crescimento de Xanthomonas campestris pv. vitians.

Tabela 2. Halo de inibigdo de crescimento (cm) de Xanthomonas campestris pv. vitians,
tratadas com diferentes nanoparticulas nio diluidas, diluidas a 10" e 10, Universidade Federal

de Uberlandia, Uberlandia — MG2024.

Tratamentos Nio Diluidas 101 102

Cuo 1,06 dA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
FeO 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
MnO 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
NiO 0,80 fA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
ZnO 0,00 gA* 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,07 Ag 1,10 dA *+ 0,83 dB *+ 0,00 bC *
Zn0: 0,3 Ag 1,16 cA *+ 1,06 cA *+ 0,00 bB *
Continuagao.

Continuagao.

Zn0: 0,7 Ag 1,20 cA*+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 1,0 Ag 1,40 bA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 3,0 Ag 1,80 aA + 1,43 aB *+ 0,00 bC *
Zn0: 7,0 Ag 1,16 cA *+ 1,23 bA *+ 0,86 aB *+



Zn0: 9,0 Ag 1,03 dA *+ 1,00 cA *+ 0,86 aB *+
Zn0: 11,0 Ag 1,23 cA *+ 1,06 cB *+ 0,00 bC *
Zn0: 0,1 Au 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,5 Au 1,03 dA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 1,0 Au 1,33 bA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 3,0 Au 1,40 bA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 5,0 Au 0,93 eA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
Zn0: 10,0 Au 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,1 Ca 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Ca 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,4 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 4,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 8,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 12,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,1 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,5 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 3,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 5,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 7,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 9,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 11,0 Fe 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,50 K 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 1,0K 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 10,0 K 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,5 Mg 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Mg 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 5,0 Mg 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 10,0 Mg 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 0,02 Mn 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,4 Mn 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnQO: 0,8 Mn 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 0,2 Mn 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnQO: 12,0 Mn 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 0,5 Mo 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Mo 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 5,0 Mo 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 10,0 Mo 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Continuagao.

Continuagao.

Zn0: 0,3 Ni 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0O: 0,7 Ni 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Zn0: 1,0 Ni 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnQO: 7,0 Ni 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
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ZnO: 11,0 Ni 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCl (Sw) 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCL: 0,1 Ag 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCl: 1,0 Ag 0,80 fA *+ 0,00 eB * 0,00 bB *
ZnOClL: 5,0 Ag 0,80 fA *+ 0,86 dA *+ 0,00 bB *
ZnOCl: 10,0 Ag 0,90 eA *+ 0,93 dA *+ 0,00 bB *
ZnOCl: 0,1 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCl: 1,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCl: 5,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
ZnOCl: 10,0 Cu 0,00 gA * 0,00 eA * 0,00 bA *
Agua 0,00

Cefalaxina 2,00

Médias seguidas por letras maitisculas na linha e minasculas na coluna diferem pelo teste de Scott-Knott a 5%.
* Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com Cefalaxina (controle positivo) a 5%;

+ Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com agua (controle negativo) a 5%.

A maior zona de inibicdo foi observada ao utilizar nanoparticulas de ZnO: 3,0Ag
formando halo de 1,8 cm, enquanto o controle positivo (antibidtico) formou halo de 2,0 cm,
valor estatisticamente semelhante.

A analise de diferentes nanoparticulas para diferentes espécies de bactérias ¢
fundamental para compreender a atividade antimicrobiana desses nanomateriais (Fraga et al.,
2021). Resultados semelhantes foram observados na inibi¢do do crescimento de Xanthomonas
campestris pv. campestris (Zancan, (2018) e Pantoea ananatis (Mamede, 2022) utilizando
nanoparticulas de ZnO dopadas com Ag, Au, Fe Ni.

A atividade antimicrobiana das nanoparticulas de CuO foi avaliada por meio de ensaios
de difusdo em disco e determina¢do da concentragdo inibitoria minima (MIC) contra diversas
cepas bacterianas de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia,
Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Salmonella typhimurium (Ahamed et al., 2014),
Proteus vulgaris e Staphylococcus aureus (Ahamed et al., 2014; Azam et al., 2012).

Os efeitos antibacterianos das nanoparticulas tém sido associados a desestabilizacao,
degradacdo ou dissolugdo de membranas celulares e biofilme bacteriano (Mcquillan et al., 2011;
Ahamed et al., 2014; Duréan et al., 2016; Ballottin et al., 2017; Wang et al., 2020).

Os resultados da atividade antimicrobiana das nanoparticulas de prata sdo influenciados
por diversos fatores. Marambio-Jones € Hoek (2010) destacaram que essa atividade varia de
acordo com o tipo de microrganismo, pH e temperatura do ambiente em que as nanoparticulas
sdo aplicadas. Além disso, Zhou et al. (2012) observaram que diferentes tamanhos e formatos

das nanoparticulas de prata também afetam sua eficacia antimicrobiana.
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A interacdo das nanoparticulas com a membrana externa dos microrganismos inicia uma
sequéncia de eventos que compromete a integridade do envelope celular, resultando em
perturbacdes na estabilidade estrutural da parede celular e mudancas na permeabilidade,
levando eventualmente a desintegracao da estrutura (SILVA et al., 2023).

Li et al. (2013) ressaltaram a importancia da concentragdo de nanoparticulas dopadas
com prata e do potencial zeta na determinacdo da atividade antimicrobiana, assim como o
tamanho e a forma das nanoparticulas de prata sdo caracteristicas cruciais que influenciam
significativamente sua atividade contra bactérias patogénicas (Marambio-Jones e Hoek, 2010;

Zhou et al., 2012).

5.2. Detecgdo de Xanthomonas campestris pv. vitians em sementes de alface

A bactéria foi detectada em 100% das sementes inoculadas e ndo tratadas (dgua -
controle) (Tabela 3), ndo diferindo significativamente das sementes tratadas com as

nanoparticulas CuO, NiO, ZnO:1Ag e ZnOCl:5Ag, variando de 88 a 98%.

Tabela 3. Detec¢ao de Xanthomonas campestris pv. vitians em sementes de alface inoculadas

e tratadas com diferentes nanoparticulas.

Tratamentos Deteccao (%)
CuO 88 a*
NiO 98 a
Zn0O:1Ag 95a
ZnOCl:5Ag 96 a
Agua 100 a
Agua sem inoculagao 0,0b
Coeficiente de variacao (%) 8,07%

Meédias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem significativamente, de acordo com o teste
de Scott-Knott (P = 0,05).

* Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com agua (controle negativo) a 5%.

Sementes de alface inoculadas com a bactéria e tratadas com NiO (93%) tiveram a
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germinagdo reduzida, indicando efeito deletério da nanoparticula na qualidade fisioldgica
(Tabela 4). Para as sementes ndo inoculadas o tratamento com ZnOCIL:5Ag reduziu a
germinagdo (88%), diferindo dos demais tratamentos. A germina¢do das sementes inoculadas
e ndo inoculadas nao diferiram estatisticamente entre si, quando tratadas com CuO, NiO ¢ o
controle (adgua).

Apesar da nanoparticula ZnOCIL:5Ag ter apresentado efeito fitotoxico para as sementes
ndo inoculadas, 88%, na presenca da bactéria o seu uso aumentou a porcentagem de germinacao
para 99%. A nanoparticula ZnO:1Ag, na presenc¢a da bactéria, elevou a germinacao para 100%,
comparado com as nao inoculadas (95%).

Estes resultados apresentam similaridade com o trabalho realizado por Fraga et al.
(2020), onde as nanoparticulas de ZnO:1K a 0,1 mg/mL apresentaram atividade antibacteriana
sobre Xanthomonas gardneri; assim como os resultados encontrados por Liao et al. (2019),
usando nanoparticulas de MgO, CuO e ZnO a 0,1 mg/mL para a inibi¢cdo de Xanthomonas

perforans.

Tabela 4. Germinac¢do de sementes de alface inoculadas com Xanthomonas campestris pv.

vitians e tratadas com diferentes nanoparticulas.

Tratamentos Inoculada Nao Inoculada
CuO 100.0 aA 96.0 aA
NiO 93.0 bA* 95.0 aA*
Zn0O:1Ag 100.0 aA 95.0 aB
ZnOCl:5Ag 99.0 aA* 88.0 bB*
Agua 100.0 a 100.0 a

Coeficiente de variagdo (%) 3,10%

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna e letras maitsculas na linha diferem significativamente
de acordo com o Teste de Scott-Knott (P = 0,05)

* Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com agua (controle negativo) a 5%.

Pokhrel et al. (2013) observaram que o efeito das nanoparticulas, em concentragdes de
0,01 a 1000 mg L-1, ndo inibiram a germina¢do de sementes de milho, mas que em sementes
de repolho (Brassica oleracea) apresentaram a germinagao. Da mesma forma, que para Lee et

al. (2008) o uso nanoparticulas de Cu nao prejudicaram a germinagao de sementes de feijao-
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mungo e trigo em concentragdes de até 1000 mg L', embora tenham reduzido o crescimento
radicular. ZnO e CuO nao tiveram redu¢ao na sua germinagao ¢ ainda de acordo com Souza et
al. (2011), sementes de feijao-caupi tratadas com nanoparticulas tiveram o mesmo resultado.

Na germinagdo das sementes inoculadas, tratadas e armazenadas nao houve diferenca
significativa entre as nanoparticulas (96 a 98%) e a agua (controle) (98%) (Tabela 5). No
entanto, houve diferenca significativa na germinacao das sementes inoculadas e ndo inoculadas,
ocorrendo um incremento na germinagdo das sementes inoculadas. As nanoparticulas nao
foram fitotoxicas para as sementes tratadas e armazenadas, podendo ser utilizadas no tratamento
das sementes e armazenadas por 20 dias.

Quando as sementes foram armazenadas apos o tratamento e, independente de estarem
inoculadas ou ndo, observou-se as nanoparticulas NiO (97%) e ZnOCIl (95%) apresentaram a

melhor germinacao.

Tabela 5. Germinagdo de sementes de alface inoculadas com Xanthomonas campestris pv.

vitians e tratadas com diferentes nanoparticulas, apds armazenamento, a 15°C por 20 dias.

Tratamentos Inoculada (%) Nao Inoculada (%) Médias
CuO 96 90 93 b
NiO 98 96 97 a
ZnO:1Ag 96 90 93 b
ZnOCl:5Ag 96 94 95a
AGUA 98 96 97 a
Médias 97 A 93 B

Coeficiente de variagdo (%) 2,76(%)

Meédias seguidas por letras diferentes minusculas na coluna e maiisculas na linha, diferem significativamente, de

acordo com o teste de Tukey (P = 0,05).

Novamente, observou o efeito protetor das nanoparticulas nas sementes inoculadas
(97%) em relagdo as nao inoculadas (93%), independente de qual nanoparticula foi utilizada.

Fraga (2021) em um estudo sobre os efeitos das nanoparticulas de ZnO no controle de
Xanthomonas gardneri, na cultura do tomate, demonstrou a viabilidade do uso de nanocristais
no tratamento de sementes.

Segatto et al. (2018) demonstraram que algumas nanoparticulas sdo adsorvidas nas
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células fibrosas do pericarpo da semente e se ancoram formando aglomerados nas cavidades
celulares. Essa caracteristica, combinada com o tempo de armazenamento, facilita a migragao
das nanoestruturas para o endosperma da semente, transformando esses aglomerados em
reservas viaveis de magnésio que ficam disponiveis durante as fases de desenvolvimento e
germinagdo da semente. Os aglomerados sdo formados por particulas de oxido de zinco
menores que 100 nm, e os poros entre as cé€lulas do pericarpo t€m entre 1 e 2 um (Segatto et
al., 2018).

De La Rosa et al. (2013) relataram um aumento de até 10% na germinagdo de sementes
de pepino expostas a 1.600 mg. L-1 de nanoparticulas de ZnO. No entanto, observaram uma
reducdo de 40% e 20% na germinagdo de sementes de alfafa e tomate, respectivamente. A
aplicacdo de nanoparticulas de SiO2 aumentou significativamente a germinacdo de sementes
de tomate (Siddiqui e Al-Whaibi, 2014). Sementes de trigo (Triticum aestivum) tratadas com
nanoparticulas de oOxido de grafeno apresentaram uma diminui¢do na porcentagem de
germinagdo (Vochita et al., 2019).

Feizi et al. (2013) observaram que a exposi¢io de sementes de trigo a 100 mg. L™! de
nanoparticulas de 0xido de ferro resultou na maior taxa de germinagdo, aumentando-a em 41%
em comparagdo ao controle. Nanoparticulas de MgO a 100 mg estimularam a germinagao de
sementes de milho.

Resultados de Segatto et al. (2018) usando concentragdes de nanoparticulas de ZnO
proximas a 50 mg. L' (0,05 mg/mL) indicaram um aumento de aproximadamente 3% no
nimero de mudas normais de milho. O tratamento de sementes de Lupinus termis L. com
concentragdes de 100 mg. L' de nanoparticulas de prata melhorou a germinacio e o
crescimento. No entanto, a exposi¢ao a altas concentracdes de nanoparticulas (300 e 500 mg.
L-7) resultou em uma reducdo significativa em todos os pardmetros de crescimento (Alhugailet
al., 2018).

Lee et al. (2010) observaram que cerca de 94% das sementes de Arabidopsis thaliana
ndo germinaram na concentragiio de 400 mg. L' de nanoparticulas de ZnO, e a exposi¢do das
sementes ao Zn, adicionado com ZnCla, causou fitotoxicidade a partir da concentragdo de 250
mg. L. Corroborando os resultados de Segatto et al. (2018), usando concentragdes de
nanoparticulas de ZnO superiores a 240 mg. L', o efeito foi negativo e a porcentagem de
plantulas normais foi reduzida.

Nas sementes inoculadas e tratadas com as nanoparticulas também houve diferenca,

ZnOCl:5Ag foi estatisticamente superior aos tratamentos CuO e ZnO:1Ag. Para as sementes
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ndo inoculadas e tratadas, NiO (64%) foi superior aos tratamentos testados.

As nanoparticulas de 6xido de zinco ndo interferiram na emergéncia das plantulas trigo

(Nicodemos, 2021). O bom desempenho do ZnOCIl:5Ag infere que na emergéncia essa

nanoparticula ¢ dissipada na areia, enquanto no germinagao o produto fica muito proximo da

semente levando a fitotoxidez, sendo recomendado como quimico de tratamento de sulco e ndo

de tratamento de sementes.

Tabela 6. Emergéncia em areia (%), de sementes de alface inoculadas e ndo inoculadas com

Xanthomonas campestris pv. vitians, ¢ tratadas com diferentes nanoparticulas.

Tratamentos Inoculada Nao Inoculada
CuO 70,0 aA 50 bB

NiO 44 bB 64 aA
Zn0O:1Ag 66 aA 32 cB*
ZnOCIl:5Ag 81 aA 28 cB*

Agua 58a 48 a

Meédias 64 45

Coeficiente de variagdo (%) 17,06 (%)

Médias seguidas por letras diferentes mintsculas na coluna e maitisculas na linha sio significativamente diferentes,

de acordo com o teste de Tukey (P = 0,05).

* Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com agua (controle negativo) a 5%.

5.3. Aplicacdes preventiva e curativa de nanoparticulas no controle da mancha bacteriana

da alface

As Tabelas 7 e 8 mostram a severidade da mancha bacteriana na alface a partir do

calculo da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) em aplicagdes preventivas e

curativas de diferentes nanoparticulas, em dois ensaios conduzidos no ano de 2024.

No ensaio 1, a AACPD da mancha bacteriana na alface ndo apresentou diferenga

significativa entre as aplicagdes preventivas e curativas (Tabela 7).
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Tabela 7. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha bacteriana da

alface, em aplicagdo preventiva e curativa de diferentes nanoparticulas, ensaio 1, 2024.

Tratamentos Preventiva Curativa MEDIAS
CuO 33 % 3,6 * 345a
NiO 4,2 * 8,7 * 6,45b
Zn0: 1,0 Ag 3,0 % 2,1 % 2,55a
ZnOCl: 5,0 Ag 2,4 * 2,7 * 2,55a
Hidroxido de Cobre 3,0 % 3,0 % 30a
Agua 11,0 15,0

Médias 3,18 4,02

Coeficiente de variagdo (%) 44,52 (%)

Meédias seguidas por letras diferentes minusculas na coluna, diferem significativamente, pelo teste de Scott-Knott (P = 0,05).

* Difere pelo teste de Dunnett quando comparadas com agua (controle positivo) a 5%.

No segundo ensaio (Tabela 8), na aplicagdo preventiva, as nanoparticulas e o hidroxido
de cobre (30,6) reduziram significativamente a severidade da doenga quando comparadas com
o controle (dgua) (252.,9). Na aplicacdo curativa as nanoparticulas de CuO, ZnO: 1,0Ag e
ZnOCl: 5,0Ag e o hidroxido de cobre reduziram significativamente a severidade da mancha
bacteriana da alface.

A aplicagdo preventiva apresentou menor gravidade da doenga quando comparada com
a aplicacdo curativa, possivelmente pela formag¢do de uma barreira protetora criada pelas

nanoparticulas no tecido foliar, antes da inoculacao, dificultando a penetracao da bactéria.

Tabela 8. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) da mancha bacteriana da
alface, Xanthomonas campestris pv. vitians, em aplicagdo preventiva e curativa com diferentes

nanoparticulas, ensaio 2, 2024.
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Tratamentos Preventiva Curativa Médias
CuO 54,6 aA * 68,4 aA * 61,5
NiO 64,2 aA 205,2 bB 134,7
Zn0: 1,0 Ag 69,0 aA * 76,8 aA * 72,9
ZnOCI: 5,0 Ag 34,8 aA * 71,4 aA * 53,1
Hidréxido de cobre 30,6 aB * 107,4 aA * 69,0
Agua 2529b 2499 b

Médias 50,6 105,8

Coeficiente de variagdo (%) 44,61(%)

Médias seguidas por letras diferentes minusculas na coluna e maiusculas na linha, diferem significativamente, pelo

teste de Scott-Knott (P = 0,05).

Além disso, as nanoparticulas de ZnO aplicadas na aplicacdo preventiva podem induzir
o mecanismo de defesa da planta, o que foi observado no controle de manchas bacterianas
causadas por Pseudomonas syringae pv. tomate; plantas de tomate tratadas com nanoparticulas
de ZnO apresentaram maior atividade enzimatica de autodefesa e consequentemente o
desenvolvimento de resisténcia sistémica (Elsharkawy et al. 2020), protegendo as plantas contra
0 patogeno.

Similaridades foram encontradas no trabalho de Fraga et al. (2020), onde a aplicagdo
preventiva de nanocristais de Zn0O:0,5Mo, ZnO:1K, e ZnO:1Mg na concentragdo de 2,5 mg/mL
foi suficiente para reduzir a gravidade da doenca e mostrou potencial para uso no manejo da
mancha bacteriana do tomateiro, corroborando com os dados encontrados neste trabalho.

Doengas bacterianas sao consideradas dificeis de controlar, especialmente quando ja
estabelecidas no campo, o que ressalta a importancia das medidas preventivas. Essas medidas
sdo as abordagens mais eficazes e sustentaveis para evitar a infec¢@o inicial ou controlar os
patdgenos nos primeiros sintomas da infec¢do, prevenindo, assim, sua ampla disseminagdo
(Potnis et al. 2015).

Além disso, o uso de sementes livres de patdgenos se tornou uma parte importante da
estratégia para o controle bacteriano. No entanto, até agora ndao ha produtos quimicos eficazes

para tratar as sementes contaminadas com bactérias (Fraga, 2020).
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Nanoparticulas tém mostrado efeitos benéficos em plantas, ativando mecanismos de
defesa e absor¢do de micronutrientes (Cartwright et al., 2020). As nanoparticulas de ZnO
podem interagir com a superficie ou o nucleo bacteriano, exibindo mecanismos bactericidas
distintos: alterando a viscosidade e a estrutura da membrana celular, aumentando sua
permeabilidade (Hou et al., 2018; Siddiqi et al., 2018), danificando a parede celular e
permitindo a entrada de compostos toxicos no citoplasma (Czyzowska; Barbasz, 2020) e
induzindo resisténcia nas plantas (Elsharkawy et al., 2020).

As nanoparticulas de NiO ja foram utilizadas com sucesso como bactericidas contra
bactérias Gram-positivas e o Gram-negativas e no controle de fungos, como Colletotrichum e
Fusarium em culturas de pimenta, alface e tomate (Fatima et al., 2021).

E importante ressaltar que, embora os resultados sejam promissores, é necessario
realizar estudos adicionais para avaliar a estabilidade, a seguranca e a eficicia dessas
nanoparticulas. Além disso, a compreensdo dos mecanismos subjacentes a atividade
antibacteriana dos nanoparticulas de ZnO dopados ¢ fundamental para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes no controle das doencgas bacterianas.

Apesar da importancia da detecg¢ao de bactérias, ha uma escassez de estudos na literatura
que explorem essa abordagem, especificamente no contexto da fitossanidade e nanoparticulas.
Ao explorar as propriedades fisicas e quimicas dessas estruturas em escala nanométrica, abre-
se a possibilidade de desenvolver agentes de controle mais eficientes e sustentaveis (Zhang,
2024). A utilizagdo de nanoparticulas no combate a mancha bacteriana na cultura da alface
representa um campo de pesquisa inovador e promissor, cujos resultados podem contribuir

significativamente para a seguranc¢a alimentar e a sustentabilidade da agricultura (Lv, 2022).

6. CONCLUSAO

As nanoparticulas de ZnO dopadas com diferentes concentracdes de prata (Ag): 0,07,
0,3, 0,7, 1,0, 3,0, 7,0, 9,0 e 11,0 e ouro (Au): 0,5, 1,0, 3,0; ZnOCI dopado com Ag: 1,0, 5,0 e

10,0 CuO e NiO, inibiram o crescimento bacteriano de Xanthomonas campestris pv. vitians in
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vitro.
As nanoparticulas CuO, ZnO:1Ag e ZnOCl:5Ag reduziram a presenca da bactéria nas
sementes de alface, mantendo a germinacao das sementes e emergéncia de plantulas de alface.
As nanoparticulas avaliadas sdo alternativa para o manejo da mancha-bacteriana na

alface.
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