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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma das principais hortalicas produzidas no Nordeste
brasileiro. Apesar do clima propicio para a cultura, o meloeiro é acometido por muitos
problemas sanitérios, sendo o oidio (Podosphaera xanthii) a principal doenca foliar da
cultura. Considerando estas informacdes, o presente estudo objetivou verificar o efeito de
produtos alternativos no manejo do oidio em meloeiro. Foi utilizado o delineamento de blocos
casualizados (DBC), com oito tratamentos e oito repeticbes. Os tratamentos foram: 1=
Controle; 2= Amistar Top®; 3= Supress-L™; 4= Agro Mos®; 5= Cooper crop®; 6= Soil set®;
7= Fertisilicio® e 8= Leite cru. Foram analisados: periodo de incubacgdo, incidéncia e
severidade da doenca, area abaixo da curva de progresso da doenca, crescimento do meloeiro,
qualidade dos frutos e andlises bioquimicas. Os dados foram submetidos a anédlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de comparacdo de médias de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. O Leite cru foi o melhor método de controle alternativo para o oidio, sendo
equivalente ao controle quimico (Amistar Top®), reduzindo a severidade da doenca em
48,94% e aumentando em 19,49% o °brix do meldo. O Copper Crop® também foi eficiente no
controle do oidio e reduziu a severidade em 29,79%. O presente estudo indicou que a
atividade da polifenoloxidase, peroxidase, quitinase e -1,3-glucanase estdo envolvidas com o
mecanismo de defesa do meloeiro, uma vez que o0s tratamentos com maiores atividades
enzimaticas promoveram menor severidade do oidio. Dentre os produtos estudados, o Leite

cru foi 0 que promoveu maiores atividades das enzimas.

Palavras-chave: Cucumis melo L. Doengas foliares. Enzimas. Fungo.



ABSTRACT

The melon (Cucumis melo L.) appears as one of the main vegetables produced in the Brazilian
Northeast. Despite the favorable climate for the crop, melon is still affected by sanitary
problems, being powdery mildew (Podosphaera xanthii) the main leaf disease of the crop.
Considering this information, this study aimed to verify the effect of alternative products in
the management of powdery mildew in melon. A randomized block design (DBC) was used,
with eight treatments and eight repetitions. The treatments were: 1= Control; 2= Amistar
Top®; 3= Suppress-L™; 4= Agro Mos®; 5= Cooper crop®; 6=Soil set®; 7= Fertisilicio® and 8=
Raw milk (20%). The following were analyzed: incubation period (Pl), incidence (INC) and
disease severity (SEV), area under the disease progress curve (AUDPC), melon growth
(height, stem diameter, number of leaves and leaf area, physicochemical quality of the fruits
and biochemical analysis. The data were subjected to analysis of variance (ANOVA),
followed by the Scott-Knott mean comparison test at 5% probability. Raw milk was the best
alternative control method for powdery mildew, being equivalent to chemical control
(Amistar Top®), reducing the SEV by 48.94% and increasing the °brix of the melon by
19.49%. Copper Crop® was also efficient in controlling powdery mildew and reduced the
SEV by 29.79%. The present study indicated that the activities of polyphenoloxidase,
peroxidase, chitinase and B-1,3-glucanase are involved with the melon defense mechanism,
since treatments with higher enzymatic activities promoted lower powdery mildew severity.
Among the products studied, raw milk is the one that promoted the greatest activities of the

studied enzymes.

Keywords: Cucumis melo L. Leaf diseases. Enzymes. Fungus.
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1. INTRODUCAO
O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma cucurbitdcea economicamente importante em

todo o mundo. Sua producdo € potencializada em condi¢cdes de altas temperaturas e baixa
umidade, gerando frutos de alta qualidade (PANDEY et al., 2016; LI et al., 2017). Em 2019, a
producdo global desta fruta atingiu aproximadamente 27,3 milhdes de t, sendo a China,
principal produtora, responsavel por 46,5% da produgdo mundial (FAO, 2021). No Brasil, a
regido Nordeste se destaca com 95,8% (563.378 mil t) (IBGE, 2021).

Entretanto, o aumento das areas de producdo, os cultivos intensivos e sucessivos
favorecem o aumento da incidéncia e severidade de patdgenos, causando perdas de
produtividade em todo o mundo (PORTO et al., 2019; SALES JUNIOR et al., 2019). O oidio
¢ apontado como a principal doenca de parte aérea do meloeiro (LI et al., 2017).
Normalmente, esta doenca € causada pelos fungos Podosphaera xanthii (Castag.) U. Braun &
N. Shish.) (anteriormente Sphaerotheca fuligenea (Schlecht.Ex.Ft.) Pollacci e Golovinomyces
cichoracearum (S. Blumer) (RUR et al., 2018).

As colbdnias brancas produzidas por esses fungos na superficie foliar reduzem a
atividade fotossintética das plantas (DALLAGNOL et al., 2015), e com 0 agravamento da
doenca, os tecidos tornam-se cloréticos e senescem precocemente, reduzindo a produtividade
e a qualidade de frutos (WANG et al., 2016; HE et al., 2017). Em virtude das estruturas serem
bastante leves, sua disseminag&o normalmente acontece pelo vento (WANG et al., 2016).

Podosphaera xanthii é o patdgeno predominante em meloeiro (WANG et al., 2021).
Essa espécie se adapta a altas temperaturas, clima seco e ndo necessita de umidade na
superficie foliar para que a infeccdo ocorra (RAMOS et al., 2013). Embora a aplicacdo de
fungicidas reduza a severidade da doenca (WANG et al., 2016), esta pratica possui
agravantes, como 0s possiveis surgimentos de P. xanthii resistentes a pesticidas, além das
restricdes impostas pelos paises importad///ores de meldo, quanto ao Limite Maximo de
Residuos (LMR) quimicos nos frutos. Além disso, estes produtos quimicos sdo danosos para
0 meio ambiente e para 0os seres humanos, especialmente nos alimentos consumidos sem
processamento (in natura), como é o caso do meldo (ABDEL-MONAIM et al., 2012;
DALLAGNOL et al., 2015).

Diante disso, alternativas sustentaveis que sejam eficientes para reduzir a influéncia
deste patdogeno em meloeiro podem ser adotadas, como o controle bioldgico, uso de
fertilizantes e leite cru. O controle biologico inclui a utilizacdo de diferentes microrganismos,

destacando-se o Trichoderma, que possui notavel sucesso na supressdo de patdégenos por meio
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de mecanismos como antibiose, competicdo, parasitismo e predagdo, podendo o antagonista
agir por um ou mais mecanismos de interacbes (MARTINEZ et al., 2016; BEZERRA et al.,
2019; SARHAN et al., 2020).

Outra abordagem atrativa é o fornecimento de silicio (silicato de potassio) via foliar,
agindo diretamente no patdgeno flngico, devido a expressdo de enzimas relacionadas a defesa
da planta, produzindo compostos fendlicos e fitoalexinas no local da infec¢do (DALLAGNOL
et al., 2012). Este elemento também possui a capacidade de atuar indiretamente, formando
uma barreira fisica em decorréncia do aumento do pH e do potencial osmotico apos a
evaporacao da dgua (DALLAGNOL et al., 2015).

Outra opcdo seria 0 uso do leite cru, que possui na sua composicdo sais de calcio,
fosfato, ferro, magnésio, proteinas, vitaminas, aminoacidos e microrganismos, que apds a sua
aplicacdo aumentam e permanecem estaveis nas folhas, garantindo protecdo contra o oidio
(HAMAN; KROMKER, 1997). Este produto possui relagdo custo/beneficio satisfatoria,
acessibilidade pelos produtores, além de ser ambientalmente aceitavel (MEDEIROS et al.,
2012). A aplicacdo de leite cru vem apresentando protecdo contra oidio em cucurbitaceas
como pepino, abobora e meldo (FARIA et al., 2011).

A defesa das plantas pode ser induzida com fertilizantes como o Agro Mos®, Copper
Crop®, Soil Set® e Fertisilicio®, os quais possuem na sua composicdo nutrientes e
aminoacidos ativadores de enzimas. As reducdes na severidade do oidio estdo acompanhadas
do aumento das enzimas quitinase (QUI), B-1,3-glucanase (GLU), peroxidase (PO) e
polifenoloxidase (PPO), dentre outras relacionadas a patogenicidade (SOLIMAN e EL-
MOHAMEDY, 2017). Estes compostos agem a partir da inibicdo da germinagdo dos conidios
e do crescimento micelial, proporcionando menor éarea foliar afetada pelo patégeno
(SARHAN et al., 2020).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi verificar a eficiéncia de produtos alternativos

no manejo do oidio (P. xanthii) em meloeiro.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1  CULTURA DO MELOEIRO E PRODUCAO
Originario da Asia central e da Africa, 0 meloeiro pertence a familia cucurbitacea,
sendo considerado um fruto tropical de alto valor comercial, apreciado por suas caracteristicas

peculiares e de grande popularidade no mundo (MULLER et al., 2013).
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Nos Ultimos anos, o Brasil aumentou expressivamente sua producdo, passando de
350.000 t em 2003 para cerca de 587.692 mil t anuais em 2019, produzidos em uma &rea
equivalente a 21.000 ha (FAO, 2021).

Ainda na safra de 2019, o pais ocupou a décima posicdo no ranking dos maiores
produtores mundiais, estando grande parte da produgdo situada na regido Nordeste,
responsavel por cerca de 95,8% da producdo brasileira, sendo os estados do Rio Grande do
Norte — RN (356.705 t), Ceard — CE (68.866 t) e Bahia — BA (56.888 t) os maiores produtores
nacionais (IBGE, 2021). Dentre os municipios do RN, destacam-se Mossord, Tibau e Apodi
(IBGE, 2021). Nesses municipios, a cadeia produtiva do meldo é responsavel pela geracdo de
empregos diretos e indiretos, contribuindo significativamente para a mudanca social desta
regido (ANSELMO et al., 2021). Sua producdo € potencializada em condicGes de altas
temperaturas e baixa umidade, produzindo frutos de alta qualidade (PANDEY et al., 2016; LI
etal., 2017).

A produgdo agricola no Rio Grande do Norte é maximizada pelas condicdes
edafoclimaticas favoraveis (altas temperaturas com baixa umidade relativa do ar) a producéo
de frutos de qualidade (BARDIVIESSO et al., 2015). De modo geral, o0 meloeiro se adapta a
regides com clima quente e seco, com temperatura entre 18 e 39 °C, intensa luminosidade e
baixa umidade relativa do ar, necessitando, porém, de irrigacdo para suprir a demanda hidrica
da cultura, sendo a floracdo e frutificacdo as fases mais sensiveis (BLANCO et al., 1997,
ALVES et al., 2018). Boa parte dessa producdo ¢ direcionada a exportacdo, o que gerou um
montante de US$ 147,934 milhdes em 2020 (ABHF, 2021). Apesar dos expressivos valores
supramencionados, o meloeiro tem sua qualidade e produtividade reduzidas pelas doencas
foliares (RUR et al., 2018).

2.2 DOENCAS FOLIARES

Os fungos sdo conhecidos por possuirem grande diversidade e desempenharem
importantes funges nos ecossistemas, como, por exemplo, no processo de decomposic¢do da
matéria organica (RENNO et al., 2016). S0 organismos eucariontes ou heterotréficos,
unicelulares (leveduras) ou constituidos por um sistema de filamentos ramificados
denominados hifas, que atuam na absor¢do de nutrientes e s&o maioritariamente aerobicos
(AZEVEDO; BARATA, 2018).

Alguns fungos sdo denominados biotroficos (parasitas obrigatorios) porque necessitam

do tecido do hospedeiro vivo para integrar seu ciclo de vida, a exemplo de patégenos que
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causam doencas como mildio, oidio e ferrugem (LEITE et al., 2020). Dentre as enfermidades
que acometem o meloeiro, as doencas foliares tém a capacidade de limitar o potencial
produtivo, devido ao ataque da parte aérea, que culmina na reducdo da éarea foliar e,
consequentemente, menor capacidade de producéo de fotoassimilados (VIANA et al., 2001).

Estas doencas podem ser favorecidas por temperaturas elevadas (16 a 32° C) e
condicGes ambientais secas, caracteristicas encontradas nas regides semiaridas do Brasil. No
entanto, em regides amenas com alta umidade relativa do ar, os patdgenos podem reduzir a
producdo e o periodo produtivo das culturas (LU et al., 1982; SANTOS et al., 2011; TERAO
etal., 2019).

Dentre os fitopatogenos que afetam economicamente a producdo do meldo, se
destacam o fungo P. xanthii (anteriormente S. fuliginea) e G. cichoracearum, causadores do
oidio (RAMOS et al.,, 2013; RUR et al.,, 2018). No Nordeste brasileiro, as condicdes
climéaticas sdo favoraveis ao desenvolvimento desta doenca, e a maioria dos materiais
cultivados € suscetivel ao fungo (GRANGEIRO, COSTA, 2016; TERAO et al., 2016).

O Oidio é uma das principais doencas foliares que acometem a producdo de meldo
(GAO et al., 2020). Os sintomas da doenca caracterizam-se pela presenca de uma
eflorescéncia branca pulverulenta, formada por micélio, conidiéforos e conidios do pat6geno,
podendo ocorrer em todos os tecidos foliares, hastes e peciolos. No inicio da patogénese,
areas restritas na superficie abaxial das folhas sdo colonizadas, mas gradualmente a superficie
adaxial pode ser. Os primeiros sinais sdo mais evidentes com o surgimento de manchas
amareladas nas folhas, evoluindo para marrom até secarem completamente. Em alguns casos,
toda a folhagem € necrosada, levando a planta a morte (ZATARIM et al., 2005).

Nesses casos, além da producdo que pode ser seriamente comprometida, os frutos
também tém sua qualidade afetada (VIANA et al., 2001). O oidio é considerado um parasita
obrigatdrio e ndo necessita da presenca de dgua na superficie das folhas para que a infeccao
ocorra (RAMOS et al., 2013).

O in6culo priméario constitui-se de conidios que podem ser dispersos a longas
distancias pelo vento (KUROZAWA,; PAVAN 1997). Sob condi¢des favoraveis, os conidios
permanecem viaveis por 7 a 8 dias. Em cultivares suscetiveis e ambientes favoraveis, a
doenca desenvolve-se rapidamente e seu ciclo completo ocorre de trés a sete dias, produzindo
durante esse tempo elevada quantidade de esporos em cada lesdo. O cultivo adensado, baixa

intensidade luminosa e umidade relativa baixa favorecem a infecgdo e sobrevivéncia dos
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conidios, possibilitando, assim, 0 aumento da doenca. A temperatura ideal para ocorréncia
severa da doenca acontece entre 20 e 27 °C (ZITTER et al., 1996; STADNIK, 2001).

Anteriormente, a0 menos seis agentes causais eram relatados em cucurbitaceas, a
espécie G. cichoracearum e a antiga S. fuliginea, que atualmente sdo divididas em duas outras
espécies (P. xanthii e P. fusca), que sdo o0s agentes causais predominantes em climas tropicais
e subtropicais como o Brasil (REIFSCHNEIDER et al., 1985; STADNIK, 2001).

2.3  METODOS DE CONTROLE DE DOENCAS FOLIARES

O controle é realizado comumente por meio de pulveriza¢cdes com fungicidas oidicidas
registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuériaria e Abastecimento (MAPA), tais como:
Amistar Top® (azoxistrobina e difenoconazol), Band 500 SC® (flutriafol) e Cabrio Top®
(metiram e piraclostrobina), dentre outros, como medida de controle quimico desse fungo
(AGROFIT, 2021). No entanto, quando utilizados de forma indiscriminada, aumentam as
chances do surgimento de individuos resistentes aos agroguimicos, além de causar danos ao
meio ambiente a medida que sdo aplicados continuamente (RAMOS et al., 2013).

Outro método bastante utilizado é o controle genético, utilizando materiais resistentes
no controle do oidio (RABOU et al., 2021). No entanto, os programas de melhoramento séo
normalmente demorados e nem sempre respondem rapidamente a necessidade dos produtores;
além disso, em razdo da variabilidade na populacdo do patdgeno, € necessario um trabalho
continuo em busca de novas fontes de resisténcia nos bancos de germoplasma do mundo todo
para trazer materiais resistentes para 0 mercado (HOSOYA et al., 1999). A utilizacdo de um
manejo alternativo com baixo impacto ambiental, simples e de fécil aplicacdo, também vem
ganhando espaco no Brasil, devido a eficiéncia e sustentabilidade (SOARES, 2006; NUNES,
2008; JUNG, 2012; CHAGAS et al., 2016a).

Diante disto, a busca por um manejo alternativo para o controle do oidio no meloeiro,
atendendo as exigéncias do mercado externo, é observada no emprego de produtos bioldgicos,

indutores de resisténcia, dentre outros, que proporcionem melhor estado nutricional da planta.

2.3.1 Trichoderma spp.

O fungo Trichoderma spp. vém sendo usado ha mais de 70 anos como agente de
biocontrole de fitopatdgenos e como simbiontes (BROTMAN et al., 2010). Este género
possui ampla possibilidade de aplicacdo, podendo ser efetivo no controle de patogenos
foliares e radiculares (KAMBLE et al., 2021; OSZAKO et al., 2021).
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Além disso, é um dos principais microrganismos de importancia para 0 aumento do
crescimento vegetal, que pode influenciar positivamente na germinagdo de sementes, no
desenvolvimento e rendimento da cultura devido a producdo de substancias promotoras de
crescimento como, por exemplo, o acido indol-3-acetico, auxina e, principalmente, pela
solubilizacdo de fésforo, melhorando a nutrigdo das plantas (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA
et al., 2012; CHAGAS et al., 2016b; ZHAO et al., 2020). Além do suprimento de minerais,
aumentando a producdo de auxina, que sdo substancias capazes de induzir o alongamento
celular nos vegetais superiores (TAIZ e ZEIGER, 2006; OLIVEIRA et al., 2012).

Estes fatores demonstram a importancia do Trichoderma, principalmente no controle
de fitopatdgenos foliares, a partir da inducdo da resisténcia por meio da nutricdo mineral,
evitando o desenvolvimento de patdgenos, aumentando a espessura da parede celular,
proporciona maior rigidez dos tecidos, aléem de promover a rapida recuperacdo apos injurias
(BASSETO et al., 2007).

No meloeiro e na videira, o T. asperelloides reduziu a severidade do oidio, além de ter
aumentado a atividade de enzimas como a quitinase, -1,3-glucanase, polifenoloxidase e
peroxidase (SAWANT et al., 2020; RUANGWONG et al., 2021).

2.3.2 Produtos comerciais alternativos no controle de patdégenos

Produtos alternativos tém sido amplamente pesquisados para controle de doencas. A
utilizacdo de fertilizantes como estratégia indutora de resisténcia pode trazer diversos
beneficios, pois estimula o crescimento e a producdo por acles indiretas, maior taxa
fotossintética, maior rigidez estrutural dos tecidos, melhor penetracdo no solo pelas raizes,
reducdo da transpiracdo e resisténcia ao estresse hidrico, resisténcia a salinidade e a
toxicidade de metais (FAUTEAUX et al., 2005; MA e YAMAJI, 2006). Além disso, sinaliza
a planta contra os estresses bidticos, sendo eficiente no controle de doencas causadas por
fungos e bactérias em diferentes espécies de plantas (MA & YAMAII, 2006).

Esses produtos podem ter na sua composi¢do bioativos, residuo final da fermentacéo
de compostos orgéanicos, celulas vivas ou latentes de microrganismos (bactérias, leveduras,
algas e fungos filamentosos) ou seus metabolitos, alem de quelatos organominerais bastante
efetivos no controle de doengas foliares (MAGRO, 1994). Esses compostos sdo ricos em
enzimas que atuam diretamente na resisténcia da parede celular & penetracdo do patdgeno,
além de conter antibioticos, vitaminas, toxinas, fendis, ésteres e acidos de acdo hormonal que
atuam no combate destes microrganismos (ROEL et al., 2007; STANGARLIN et al., 2010).
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O controle satisfatorio de oidio em muitas espécies, incluindo o meloeiro, também
pode ser obtido via aplicacdo de silicio (Si) e do leite cru. Estes produtos atuam induzindo a
expressao de genes de funcdo metabolica contra os patogenos, além de formar uma barreira
fisica na superficie foliar. No caso do Si, normalmente a inducdo ocorre apenas na presenca
do patégeno (BOCKHAVEN et al., 2013).

Doengas como mancha marrom foliar e brusone do arroz, ocasionadas por Bipolaris
oryzae e Pyricularia oryzae, respectivamente, e folhas de ervilha inoculadas com
Mycosphaerella pinodes apresentaram menores lesbes ap0s aplicacdo de Si, quando
comparadas ao controle (DATNOFF et al. 1992; DANN e MUIR, 2002). Além disso,
trabalhos manejando o oidio da cevada, trigo, pepino, dentre outras culturas de menor
expressao econdmica, com o Si sdo relatados em trabalhos atuais (AHAMMED e YANG,
2021).

O Leite cru, anteriormente e atualmente, vem sendo bastante estudado no manejo de
doencgas e como indutor de resisténcia. Diversos trabalhos como Bettiol e Astiarraga (1998) e

pesquisas mais recentes com Kamel et al. (2017) comprovam a importancia deste produto.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCALIZACAO DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada em casa de vegetacdo, na Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, Brasil. De acordo com a classificagdo climatica de
Koppen, o clima da regido ¢ do tipo BSwh’, ou seja, quente e seco, caracteristico do
semiarido. A temperatura média anual é de 27 °C e a precipitacdo pluviométrica anual é
irregular, com média de 673,9 mm e umidade relativa do ar de 68,9% (ALVARES et al.,
2013).

3.2 OBTENCAO, MANUTENCAO DO INOCULO E INOCULACAO

O isolado de P. xanthii foi coletado em folhas de meloeiro do tipo hibrido goldex,
oriundo da fazenda Agricola Salutaris, localizada no municipio de Afonso Bezerra-RN. Por se
tratar de parasita obrigatorio, o material foi encaminhado em sacos de papel para casa de
vegetacdo com o objetivo de preservar o isolado in vivo.

Plantas com 18 dias apds a semeadura (DAS) foram inoculadas artificialmente,
depositando pequena quantidade de conidios (dois lados equidistantes da nervura principal da
folha) na segunda folha verdadeira de cada planta de meldo, com auxilio de pincel com cerdas
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de camelo n° 2, desinfestado superficialmente (&lcool 70%, hipoclorito de sodio 1% e
lavagem em &gua destilada e esterilizada) (YUSTE-LISBONA et al., 2010). O in6culo em
plantas de meldo foi mantido em casa de vegetacdo, utilizando vasos de 1,0 dm® com
Tropstrato® HT Hortalicas (Casca de pinus, turfa, vermiculita, N-nitrico 5,5%, N-amonicacal
8,5%, P20s 16%, superfosfato simples, KO 18%, KNOs, Mg 0,48%, B 0,03%, Cu 0,15%,
Mn 0,16%, Mo 0,20%, Fe - quelatizado por DTPA 0,09% e Zn 0,04%) visando a posterior
utilizacdo nos ensaios.

As mudas de meloeiro do tipo hibrido goldex foram obtidas na empresa TopPlant®, e
com 10 DAS foi realizado o transplantio para vasos contendo 14,3 dm? de solo de uma area
produtora de Barauna-RN. Aos 18 dias apds a semeadura, quando as plantas apresentavam
trés folhas verdadeiras, realizou-se a inoculacdo de acordo com a metodologia de Yuste-
Lisbona et al. (2010).

Foi utilizado o sistema de irrigacdo por gotejamento, apresentando maior eficiéncia no
uso da agua na cultura (BATISTA et al., 2009). Os macronutrientes e micronutrientes foram
aplicados durante o ciclo de acordo com as necessidades nutricionais das plantas (CURY et
al., 2014).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O ensaio foi realizado em blocos casualizados (DBC), compostos por oito tratamentos
e oito repeticdes, 1= Controle; 2= Amistar Top®; 3= Supress-L™; 4= Agro Mos®; 5= Copper

crop®; 6= Soil set®; 7= Fertisilicio® e 8= Leite cru, com uma planta por repetic&o.

3.4 PREPARO E APLICA(}AO DOS TRATAMENTOS

Foi utilizado como biocontrole o Supress-L™, multiplicado em grdos de arroz na
concentragio de 10° conidios mL? e na dosagem de 5 kg/ha, como preconizado pelo
fabricante. Amistar Top® (300 mL/ha), Agro Mos® (900 mL/ha), Copper crop® (300 mL/ha),
Soil set® (300 mL/ha) e Fertisilicio® (600 mL/ha) foram diluidos em &agua e administrados
como preconizado pelos fabricantes. O Leite cru foi diluido em agua e aplicado na
concentracéo de 20% (ZATARIM et al., 2005). Supress-L™ e Fertisilicio® foram aplicados no
intervalo de cinco dias, ao passo que 0os demais tratamentos foram aplicados semanalmente.
As aplicagdes foram iniciadas um dia apés a inoculagdo do oidio. Nas aplicaces, foi utilizado
um pulverizador de compressdo e o volume aplicado alterou-se de acordo com o

desenvolvimento da cultura, a fim de promover a cobertura integral da parte aérea.
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3.5 AVALIAQAO DOS COMPONENTES EPIDEMIOLOGICOS E DA PLANTA

As avaliacOes foram realizadas semanalmente, sendo a primeira ap6s a observagdo das
primeiras estruturas de P. xanthii visiveis (seis dias apds a inoculacdo), tomando como base
para a leitura toda a planta. Os seguintes componentes epidemiologicos foram avaliados:
Periodo de Incubacdo (PI); incidéncia da doenca (INC); severidade da doenca (SEV) e area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD).

O PI foi marcado pelo numero de dias entre a inoculagdo e o aparecimento dos
primeiros sintomas da doenca. A INC foi estimada a partir do percentual de plantas
sintométicas dentro de cada tratamento. A SEV da doenca foi determinada utilizando uma
escala proposta por He et al. (2017) e adaptada, na qual: 0= nenhum sintoma visivel; 1= até
5% das folhas cobertas com oidio; 3= 6-10% das folhas cobertas com oidio; 5= 11-20% das
folhas cobertas com oidio; 7= 21-40% das folhas cobertas com oidio; 9= 41-60% das folhas
cobertas com oidio; 11= 61-80% das folhas cobertas com oidio; 13= 81-100% das folhas com
oidio. A SEV foi integralizada como AACPD, através da formula ASCPD = X [((y1 +
y2)/2)*(t2 -t1 ))], na qual y1 e y2 sdo duas avaliagdes consecutivas realizadas nos tempos t; e tz,

respectivamente.

3.6  ANALISE DE CRESCIMENTO DO MELOEIRO
As variaveis analisadas foram: altura da planta (AP), didametro do caule (DC) e nimero
de folhas (NF), avaliadas semanalmente. Ao fim do ensaio, avaliou-se a area foliar (AF),

obtida pelo método do disco (LINS et al., 2018), massa seca da raiz, caule, folhas e total.

3.7  ANALISES POS-COLHEITA

As variaveis pos-colheita analisadas foram: firmeza da polpa (FP), peso do fruto (PF),
diametro longitudinal (DL), diametro transversal (DT) ° Brix e firmeza. O ponto de colheita
adotado foi a coloracéo do fruto (CAMARA et al., 2007).

3.8  ANALISES BIOQUIMICAS

Folhas de meloeiro completamente expandidas foram coletadas de todas as plantas de
cada tratamento, 12 horas apds a ultima aplicacdo dos produtos. Estas amostras foram
acondicionadas em caixa térmica contendo gelo e transportadas ao laboratério de
Biotecnologia Vegetal da UFERSA para pesagem e processamento, visando ao
armazenamento em freezer (-43 °C) para posterior analise.

As amostras de folhas (0,5 g) foram homogeneizadas mecanicamente em 4 mL de

tampdo acetato de sédio 100 mM (pH 5,0), com auxilio de almofariz. O homogenato ficou
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durante 25 minutos na temperatura de 4 °C na centrifuga a 20.000g, e o sobrenadante obtido
foi considerado como extrato enzimético para a determinacao da atividade da quitinase (QUI)
e B-1,3-glucanase (GLU) (BEZERRA NETO e BARRETO, 2011).

Avaliou-se a atividade da quitinase pela liberagdo de fragmentos solaveis de “CM-
chitin-RBV?”, a partir de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (CM-
Quitin-RBV 4 mg mL"1, Loewe Biochemica GmbH). Para tanto, 200uL do extrato protéico
foram misturados com 600 pL do mesmo tampao de extragdo e 200 uL de “CM-chitin-RBV”
(2,0 mg mL1). Ap6s incubacio por 20 minutos a 40 °C, a reacdo foi paralisada com a adicdo
de 200 pL de solugéo de HCI 1 M, seguida de resfriamento em gelo e centrifugacdo a 10.000g
/'5 min. A absorbancia a 550 nm do sobrenadante foi determinada tendo-se o tampéo de
extracdo na cubeta de referéncia. Os resultados foram expressos em unidade enzimatica mg™
de proteina, descontando-se os valores de absorbancia do controle (800 pL de tampédo de
extragdo + 200 pL de “CM-chitin-RBV”’) (STANGARLIN et al., 2000).

Para a determinacdo espectrofotométrica da atividade de p-1,3-glucanase nos extratos,
foram transferidos 25 pL do extrato enzimatico para cada tubo de ensaio. Em seguida, foram
acrescentados 200 pL da solucdo tampao acetato (0,1 M, pH 5,0) e 200 pL de laminarina (15
mg.mL7). A mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C, ap6s o que foi determinado o teor
de glicose produzido com a hidrélise da laminarina (BEZERRA NETO e BARRETO, 2011).
Apo0s o periodo de incubacdo, os aglcares redutores formados foram quantificados. A leitura
das absorbéancias foi realizada a 410 nm, em espectrofotdmetro. A concentracao de proteinas
foi analisada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Os resultados foram expressos
em unidades enzimatica min® mL™,

No preparo do extrato da polifenoloxidase, as folhas congeladas foram
homogeneizadas a temperatura maxima de 4 °C em 10 mL de tampdo fosfato 0,05 M (pH
7,0), contendo 1 mg de polivinilpirrolidona-10. O homogeneizado foi centrifugado a 4.000 g
por 20 minutos, sob refrigeracdo, e o precipitado foi descartado. O sobrenadante foi
conservado em gelo e usado nas determinacGes da enzima (CAMPOS et al.,, 2004). A
atividade da polifenoloxidase foi determinada de acordo com a técnica descrita por Hyodo e
Yang (1971), com as modificacdes descritas a seguir. Em tubo gelado, foram colocados 3,6
mL de tampé&o fosfato 0,05 M, pH 6,0, ImL do extrato enzimatico, 0,1 mL de catecol 0,1 M, e
a mistura foi agitada em vortex por 15 segundos. O tubo com a mistura foi incubado a 30°C
por 30 minutos e transferido para um banho de gelo. A mistura, foram adicionados 0,2 mL de

acido perclorico a 1,4% e, apés agitacdo em vortex, o tubo foi deixado em repouso por 10
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minutos. A absorbancia foi lida a 395 nm em espectrofotdmetro. No controle, o extrato
enziméatico foi substituido por &gua. A atividade da enzima foi expressa em unidade
enzimatica (UE) min™ de amostra. Uma unidade da enzima foi definida como a quantidade de
enzima que causou um aumento de 0,001 unidade de absorbancia por minuto (CAMPOS et
al., 2004).

No procedimento para o preparo do extrato da peroxidase, as folhas foram pesadas (19
de amostra) e maceradas em almofariz com 50 mg de PVP e cerca de 10 mL de nitrogénio
liquido. Durante a maceracdo, foram acrescentados 3 mL da solugdo tampéo de acetato de
sodio (50 mM, pH 5,0) e 1 mM de EDTA. Em seguida, 0 homogeneizado foi centrifugado a
10.000g por 10 minutos a 4 °C (BEZERRA NETO e BARRETO, 2011). O sobrenadante foi
transferido para tubos de Eppendorf para realizacdo das analises. A atividade da peroxidase
foi determinada de acordo com a técnica descrita por Bezerra Neto e Barreto (2011). Em tubo
gelado, foram adicionados 1 mL de tampéo fosfato (0,2 M) pH 6,0 e 100 pL do extrato
enzimatico. Apoés isso, os tubos foram colocados em banho termostatico a 25 °C até a
estabilizacdo da temperatura. Em seguida, foram adicionados 100 pL de guaiacol (0,5%) e
100 pL de peroxido de hidrogénio (0,08%), sendo a mistura agitada em vortex e,
imediatamente, realizadas seis leituras espectrofotométricas a 470 nm em intervalos de 30
segundos. A atividade enzimatica foi estimada com base na diferenca de absorbancia por
minuto e por peso da amostra fresca. No controle, o extrato enzimético foi substituido por

agua destilada. As analises foram realizadas em duplicata.

3.9  ANALISES ESTATISTICAS

O ensaio foi conduzido duas vezes. Uma ANOVA preliminar foi realizada para
determinar se havia diferengas significativas entre os dois ensaios e se os dados poderiam ser
combinados. Conforme atendidos os pressupostos, foi realizada a anélise de variancia e foi
aplicado o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. O software utilizado foi o R (R Core
Team 2017) (WEl et al., 2017).
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4 RESULTADOS
Verificou-se efeito significativo para os tratamentos avaliados nas variaveis Pl, SEV e

AACPD (p > 0,001), de acordo com o teste F (Tabela 1).

Tabela 1. Teste ‘F’ para as varidveis periodo de incubacdo (PI), severidade (SEV) e area

abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) do meloeiro apds a inoculacao do oidio.

p-valor
Fontes de variacdo GL Pl SEV AACPD
Tratamento 70,0001 0,0000 0,0000

Bloco 7 0,4250 0,0530 0,0045
Erro 49
CV (%) 2999 2296 19,58

GL — graus de liberdade; CV — coeficiente de variagéo

O PI foi maior nas plantas que receberam aplicagdes do tratamento Amistar Top®
(média de 16 dias), retardando o surgimento dos sintomas em 9,25 dias, com relacdo ao
tratamento controle (6,75 dias) (Figura 1A). Para a INC, ndo houve diferenca entre os
tratamentos de acordo com o teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, uma vez que todas

as plantas apresentaram sintomas (100%) (Figura 1B).
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Figura 1. Periodo de incubacgdo (A), Incidéncia (B), Severidade (C) e Area abaixo da curva
do progresso da doenca (AACPD) (D) no meloeiro ap6s inoculacdo do oidio. As barras de
erro representam o desvio padrdo das médias. Médias com letras distintas diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A menor SEV foi observada nas plantas tratadas com o Amistar Top® (4,5). Apesar
disso, o referido produto ndo diferiu do Leite cru (6,0). Estes tratamentos proporcionaram
reducdes de 61,70 e 48,94%, respectivamente, em relagdo ao Controle (11,75). Copper Crop®
(8,25) e Agro Mos® (9,25) reduziram a SEV em 29,79 e 21,28%, respectivamente, em relacio
ao Controle. Além disso, também apresentaram menor SEV quando comparados ao Soil Set®
(12,00), Fertisilicio® (12,50) e Supress-L™ (13,00) (Figura 1C).

A maioria dos tratamentos reduziu a AACPD, exceto o Supress-L™ (Figura 1D). O
Amistar Top® foi o mais eficiente e proporcionou uma AACPD de 756,00. Este fungicida

promoveu reducéo de 81,60% em relagdo ao Controle (3115,00). O Leite cru, Copper Crop® e
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Agro Mos® apresentaram AACPD de 1561,00; 2009,00 e 2072,00 e reducdes de 49,77%,
35,61 e 33,18%, respectivamente (Figura 1D).

Nas varidveis de crescimento da planta (AP, DC e AF), verificou-se efeito
significativo apenas para os tratamentos na variavel AF (p < 0,05) (Tabela 2). No tocante aos
parametros de qualidade dos frutos, foi verificada diferenca significativa para os tratamentos
(p < 0,05) apenas para o ° Brix.

Tabela 2. Teste ‘F’ para as variaveis altura da planta (AP), didametro do caule (DC), area
foliar (AF) e ° Brix do meloeiro ap6s a inoculacdo do oidio.

Fontes de variagdo GL AP DC AF  °Brix
Tratamento 3 0,3117 0,1023 0,0422 0,0220

Bloco 4 0,1646 0,5266 0,6902 0,3298
Erro 12
CV (%) 16,38 8,31 47,96 9,17

GL — graus de liberdade; CV — coeficiente de variagdo

O Leite cru e Amistar Top® diferiram dos demais tratamentos testados de acordo com
0 teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, proporcionando os melhores resultados para a
AF, com valores médios na ordem de 1865,50 e 1606,01 cm?, correspondendo a incrementos
de 48,43 e 27,78% em relacdo ao controle, respectivamente (Figura 2A). A média dos sélidos
soltveis nos frutos para todos os tratamentos superou o valor de 9 °Brix, com o Leite cru

diferindo dos demais tratamentos, apresentando media de 11,8 ° Brix (Figura 2B).
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Figura 2. Area foliar (A) e o ° Brix (B) do meloeiro ap6s a inoculagio do oidio. As barras de
erro representam o desvio padrdo das médias. Médias com letras distintas diferem entre si

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Teste ‘F’ para as variaveis polifenoloxidase (PPO), peroxidase (POX), quitinase
(QUI) e B-1,3-glucanase do meloeiro ap6s a inoculagdo do oidio.

Fontes de variacdo GL PPO POX QUI GLU
Tratamento 7 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

Bloco 7 0,6056 0,1706 0,7491 0,2211
Erro 49
CV (%) 47 1278 1295 6,41

GL — graus de liberdade; CV — coeficiente de variacdo

Todos os tratamentos proporcionaram aumento na atividade da polifenoloxidase
(PPO) em relacdo ao controle (Figura 3), diferindo de acordo com o teste de Scott-Knott a 1%
de probabilidade. Ademais, o Leite cru (8,61 U.E min? mg de amostra) proporcionou maior
atividade enzimética em relacdo aos demais tratamentos, apresentando incremento de 45,90%

em comparacdo ao Controle (Figura 3A).
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Figura 3. Atividade da polifenoloxidase (PPO) (A), peroxidase (POX) (B), quitinase (QUI)
(C) e B-1,3-glucanase (GLU) (D) ap6s aplicacdo de produtos e inoculacdo do oidio no
meloeiro. As barras de erro representam o desvio padrdo das médias. Médias com letras

distintas diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Na atividade da peroxidase (POX), a maioria dos tratamentos proporcionou maiores
atividades em relagdo ao controle, exceto Supress-L™ (Figura 3B). A POX foi superior no
tratamento Leite cru (8,31 U.E min? mg de amostra), seguida do Copper Crop® (7,25 U.E™*
min"t mg de amostra), Agro Mos® (4,92 U.E"* min't mg de amostra) e Fertisilicio® (4,54 U.E*
min mg de amostra), que incrementaram em 4055; 3525; 2360 e 2170%, respectivamente
(Figura 3B).

Os tratamentos com Fertisilicio® (1,27 U.E™ mg de proteina), Copper Crop® (1,39 U.E-
1 mg de proteina) e Leite cru (1,03 U.E** mg de proteina) aumentaram a atividade da quitinase
(QUI) em 159,70; 107,46 e 53,73%, respectivamente, em relagdo ao controle (0,67 U.E mg
de proteina) (Figura 3C).
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A atividade maxima da p-1,3-glucanase (GLU) foi obtida com Leite cru (5,14 U.E*
min™t mL), porém Supress-L™ (4,21 U.E™ min mL), Copper Crop® (4,00 U.E* minimL) e
Fertisilicio® (3,95 U.E' min! mL) também foram eficientes na promocio da enzima
supracitada em relagcdo ao controle. Os aumentos produzidos pelos tratamentos mencionados
foram de 45,61; 19,26; 13,31 e 11,90%, respectivamente (Figura 3D).

5. DISCUSSAO

O presente estudo respalda o uso do Leite cru como alternativa potencial para
controlar a principal doenca foliar do meloeiro sem o uso de pesticidas, além de induzir
mecanismos de defesa da planta, uma vez que este tratamento promoveu maior atividade em
trés (PPO, POX e GLU) das quatro enzimas estudadas. Os resultados demonstraram que, além
do Leite cru, o outro produto alternativo que proporcionou maior protegdo foi o Copper
Crop®, produto ja utilizado no mercado agricola.

O periodo de incubagdo foi influenciado pelo Amistar Top®, que retardou o
aparecimento dos sintomas, diferentemente da incidéncia da doenca, que ndo foi afetada por
nenhum dos tratamentos, devido a répida propagacdo deste fungo. A capacidade deste
fungicida em atrasar o inicio da doenca tem relacdo com suas propriedades protetoras e
curativas, tendo acdo inibitoria na atividade enzimatica da respiracdo mitocondrial fungica,
além de paralisar a biossintese de ester6is em membranas por meio da atividade da C-14
desmetilase (KRAMAR e SCHIRMER, 2007; SOUDERS et al., 2019). A eficiéncia do
quimico a base de azoxistrobina, principio ativo do Amistar Top®, também foi verificada por
Barickman et al. (2017) em cultivares de abdbora no tratamento do oidio.

O Leite cru foi capaz de reduzir a severidade da doenca devido aos variados modos de
acao, podendo seus constituintes atuar contra o fungo diretamente (via atuacdo de sais de
fosfato e célcio, que degradam a parede celular das hifas) ou indiretamente (via aumento da
expressdo de enzimas que fortalecem o sistema de defesa das plantas devido a biossintese de
fitoalexinas e fenois para formar a lignina, que atua como barreira contra a penetracdo da
estrutura de patogenos) (BETTIOL, 1999; ZATARIM et al., 2005; SUDISHA et al., 2011; LI
et al., 2015). Além disso, Bettiol e Astiarraga (1998) e Medeiros et al. (2012) encontraram
evidéncias na superficie foliar, como miceélios de fungos, bactérias e cepas de leveduras
supressoras do oidio, apés aplicacdo do leite, o que também explica a eficiéncia deste produto.

A protecdo contra o oidio ap6s aplicacdo do Leite cru também foi verificada por
Kamel e Afifi (2020) em ensaio conduzido com plantas de pepino em casa de vegetacao.

Trabalhando com cultivares de abobora, Barickman et al. (2017) obtiveram menor severidade
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do oidio apds aplicacBes de cobre. No entanto, no mesmo trabalho verificou-se que as plantas
tratadas com azoxistrobina apresentaram reducdo significativa na severidade (13%) quando
comparado com o cobre, corroborando com o resultado encontrado no presente trabalho.

A reducdo da AACPD nas plantas tratadas com Leite cru, além dos mecanismos
supracitados para a severidade, ocorre também porque seus constituintes alteram o pH,
tornando ligeiramente bésico e promovem disturbios no desenvolvimento do fungo no inicio
da doenca, além de estimular o crescimento de microrganismos antagonistas na superficie
foliar ap6s o aparecimento do oidio (KAMEL et al., 2017). Os resultados obtidos estdo de
acordo com os encontrados por Kamel e Afifi (2020), que verificaram reducdo da AACPD
(499,3) em pepino apos aplicacdo do leite.

O Copper Crop®, produto & base de cobre, também se mostrou eficaz, devido a
atuacdo do ion cuprico na membrana celular, levando a desnaturacdo de proteinas estruturais e
promovendo reagdes enzimaticas que bloqueiam a atividade respiratoria, com a consequente
inibicdo da germinacéo dos esporos (TORRE et al., 2018). Outrossim, metais pesados como 0
cobre sdo capazes de induzir, por estresse, enzimas relacionadas a defesa das plantas
(CHMIELOWSKA et al., 2010).

A maior é&rea foliar obtida no tratamento com o Leite cru ocorre devido,
principalmente, ao fosfato e demais sais contidos (Ca, Fe e Mg), uma vez que estes
componentes induzem a divisdo e crescimento celular (EPSTEIN e BLOOM, 2006). O
Amistar Top® também proporcionou aumento na area foliar, possivelmente devido a
infestacdo moderada (34,6% das folhas cobertas com oidio) nas plantas deste tratamento.

O Leite cru influenciou positivamente no ° Brix em virtude de sua riqueza em
potéssio, nutriente de papel fundamental no transporte de solutos através do floema,
potencializando o acimulo de acucares nos frutos (RANGEL et al., 2018).

Devido ao aumento da resisténcia das plantas e pequena capacidade de contaminacao
ambiental e alimentar, o leite é amplamente utilizado pelos agricultores no manejo de doencas
em diversos paises, como, por exemplo, no Brasil e India (SUDISHA et al., 2011). A
resisténcia nas culturas agricolas como o feijao (Vigna unguiculata L. Walp) normalmente é
potencializadas de acordo com a idade da planta, sendo maior no inicio do ciclo da cultura
(EBRAHIM et al., 2011). Porém, nas condigdes do presente trabalho, ao fim do ciclo do
meloeiro, também foi verificados valores que promoveram prote¢éo das plantas.

Os efeitos benéficos foram verificados no presente estudo, tendo o Leite cru

promovido aumento na atividade da PPO e GLU. O incremento ocorre devido a alta
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concentracdo de aminoacidos, que promove a atividade da GLU, a presenga da tirosina,
constituinte da PPO, e da glicina, que possui comprovada eficiéncia no aumento da enzima
supracitada (MARTINS FILHO, 1987; SUDISHA et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2017). Além
do Leite cru, o Fertisilicio® também possui a capacidade de incrementar componentes
fendlicos, elevando, assim, o conteudo de enzimas protetoras como a PPO (HASAN et al.,
2020), conforme observado no presente trabalho.

A superior atividade da POX obtida com o Leite cru € atribuida a composicao do
produto aplicado, uma vez que a lactoperoxidase, enzima pertencente a familia da peroxidase,
é encontrada naturalmente nas glandulas mamarias dos bovinos, além do ion fosfato, contido
no leite e aplicado nas folhas, aumentando significativamente a POX (KUSSENDRAGER e
VAN HOOIJDONK, 2000; WALTERS et al., 2005). Valores altos desta enzima sdo
importantes também porque garantem o equilibrio de espécies reativas de oxigénios
(BERGER et al., 2016). Resultado semelhante foi verificado em estudo realizado com
milheto, apos infec¢do com mildio (Sclerospora graminicola) (SUDISHA et al., 2011). Nesta
pesquisa, aminoacidos e Leite cru promoveram aumento de cinco vezes da atividade da POX.
A capacidade elicitora de aminoacidos e Leite cru também foi eficiente para reduzir a
severidade do oidio nas culturas da videira (Vitis vinifera L.) e abobrinha (Cucurbita pepo L.)
(BETTIOL, 1999; CRISP et al., 2008).

Apesar da literatura relacionar a aplicacdo do Silicio (Si) com o aumento de enzimas
apenas quando aplicado nas raizes (DALLAGNOL et al., 2015), o presente estudo comprovou
que a aplicacdo via foliar também possui eficiéncia no aumento da QUI. Os niveis desta
enzima normalmente sdo baixos nas plantas superiores, como pode ser observado no
tratamento controle, porém a aplicagio de indutores como o Fertisilicio® potencializa sua
atividade a partir da transducdo de sinal que participa do processo bioquimico indutor da
defesa vegetal, aumentando a atividade de proteinas PR's como a QUI. A atividade da QUI
também foi superior ap6s aplicacdo de Si nas folhas sob estresse Sporisorium scitamineum
(DENG et al., 2020).
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6. CONCLUSOES

O Leite cru foi o melhor método de controle alternativo para o oidio, sendo
equivalente ao controle quimico (Amistar Top®), reduzindo a severidade da doenca em
48,94% na comparacao ao controle, e aumentando em 19,49% o ° brix do melao.

O Copper Crop® também foi eficiente no controle do oidio e reduziu a severidade em
29,79%. Supress-L™ e Fertisilicio® ndo foram eficientes para o manejo do oidio no meloeiro
na condicdo ambiental testada.

O presente estudo indicou que a atividade da polifenoloxidase, peroxidase, quitinase e
B-1,3-glucanase estdo envolvidas com o mecanismo de defesa do meloeiro, uma vez que os
tratamentos com maiores atividades enzimaticas promoveram menor severidade do oidio.
Dentre os produtos estudados, o Leite cru foi 0 que promoveu maiores atividades das enzimas
estudadas.
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