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RESUMO

Monosporascus, considerado principal patogeno radicular, esta associado a
“podridao de raizes e declinio de ramas em meloeiro” — PRDR, que causam
prejuizos na producdo de meloeiro amarelo. Para combater o fungo, as plantas
podem desenvolver uma resisténcia ao ataque de patdgeno, através de respostas
bioguimicas ou fisioldgicas, podendo ser proteinas relacionadas a patogénese
(quitinasee B-1,3-glucanase) e enzimas envolvidas na rota dos fenilpropandides,
como a fenilalanina amoénialiase (FAL). Assim, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar o uso dos produtos Bion®, Biobacter® e Unique® em meloeiro amarelo para
as novas espécies de Monosporascus, bem como o conhecimento basico da
patogenicidade destas novas espécies. Para o experimento foram utilizadas seis
espécies de Monosporascus, (M. cannonballus, M. brasiliensis, M. caatinguensis,
M. mossoroensis, M. nordestinus e M. semiaridus), inoculadas em vasos com solo
contendo pléntulas de meloeiro tratadas em pré e pds-semeadas. Para o
experimento de inducdo de resistencia, utilizou-se trés plantulas e uma plantula,
para o0 experimento de patogenicidade. No experimento de patogenicidade, foram
avaliadas as seguintes varidveis: severidade e incidéncia da doenga, comprimento
da aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR) e massa fresca da parte aérea (MFPA)
e do sistema radicular(MFSR). Para inducdo de resisténcia em meloeiro, foram
avaliados: incidéncia, severidade, CSR e CPA, MSSR e MSPA, MFSR e MFPA e
atividade enzimaética. Todas as espécies de Monosporascus ocasionaram doenca
em meloeiro, sendo as espécies M. cannonballus e M. brasiliensis as mais
agressivas a cultura. Em contrapartida, M. caatinguensis foi 0 menos agressivo
para 0 patossistema em estudo. O M. semiaridus induziu maior atividade das
enzimas quitinase, -1,3-glucanases e FAL, em plantas de meloeiro, em relagéo as
outras espécies estudadas, ocorrendo uma reducdo na incidéncia e severidade da
doenga. Os produtos comerciais utilizados influenciaram positivamente,
aumentando a atividade das enzimas quitinase, fenilalanina amonia-liase e
B-1,3-glucanases e, consequentemente, favoreceram a reducdo da incidéncia e
severidade, que por sua vez foram benéficos para manter o desempenho nas

caracteristicas fisicas.

Palavras-chave: Produtos sintéticos, Eliciadores, Curcubitaceae.



ABSTRACT

Monosporascus, considered the main root pathogen, is associated with “root rot and vine
decline in melon” — RRVD, where they cause damage in the production of yellow melon.
To combat the fungus, plants can develop resistance to pathogen attack, such as
biochemical or physiological responses, which may be proteins related to pathogenesis
(chitinase and B-1,3-glucanase), and enzymes involved in the phenylpropanoid pathway,
such as phenylalanine ammonia lyase (PAL). Thus, the objective of this research was to
evaluate the use of Bion®, Biobacter® and Unique® products in yellow melon for the
new species of Monosporascus, as well as basic knowledge of the pathogenicity of these
new species. Six species of Monosporascus were used for the experiment, (M.
cannonballus, M. brasiliensis, M. caatinguensis, M. mossoroensis, M. nordestinus and

M. semiaridus), inoculated in pots with soil containing melon seedlings treated in pre and
post-sown, for resistance induction, three seedlings and one seedling were used for
pathogenicity experiment. In the pathogenicity experiment, the following variables were
evaluated: disease severity and incidence, shoot length and root length and shoot fresh
weight and root fresh weight. For induction of resistance in melon plants, incidence,
severity, shoot length and root length and shoot fresh weight and root fresh weight, and
also their dry weight. Enzymatic activity were evaluated as well. All species of
Monosporascus caused disease in melon plants, with the species M. cannonballus and M.
brasiliensis being the most aggressive to the crop. On the other hand, M. caatinguensis
was the least aggressive for the pathosystem under study. M. semiaridus induced greater
activity of chitinase, p-1,3-glucanases and FAL enzymes in melon plants, compared to the
other species studied, with a reduction in the incidence and severity of the disease. The
commercial products used had a positive influence, increasing the activity of the enzymes
chitinase, phenylalanine ammonia-lyase and -1,3-glucanases, and consequently favored
the reduction of incidence and severity, which in turn were beneficial to maintain

performance in physical characteristics.

Keywords: Synthetic products, Elicitors, Curcubitaceae
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

Uma das principais causas da reducdo da produtividade, em culturas de interesse
econémico, encontra-se vinculada a fungos habitantes do solo que ocasionam doencas
radiculares em plantas e que podem ser encontrados em todas as regides de cultivo no
Brasil. Ndo obstante, outros microrganismos, como oomicetos, bactérias, nematdides e
virus, podem estar envolvidos nos processos de patogénese, (HILLOCKS e WALLER,
1997; CORREIA e MICHEREFF, 2018; KATAN, 2017).

Dentre as enfermidades ocasionadas por fungos, podemos citar um grupo de
doengas conhecido como declinio de ramas (BRUTON et al., 1998), podriddo de raizes
(UEMATSU e SEKIYAMA, 1990), colapso ou morte subita do meloeiro (ALFARO et
al., 1993) e, mais recentemente, podridao de raizes e declinio de ramas (PRDR) (COHEN
etal., 2011; MARTYN e MILLER, 1996; NEGREIROS et al., 2019), sendo
responsaveis por limitar a producdo de meldo (Cucumis melo L.) em diversos paises
(SALES JUNIOR et al., 2003).

O agente causal desta doenca € o fungo Monosporascus cannonballus Pollack &
Uecker, um dos principais agentes fitopatdgenos associados a podriddo de raizes por
Monosporascus e declinio deramas (PRMDR) em meloeiro, sendo relatado, até o presente
momento, em 22 paises, causando grandes perdas e reduzindo a producdo do meloeiro
(SALES JUNIOR et al., 2003, 2004; COHEN et al., 2011; AL-MAWAALI et al., 2013;
YAN et al., 2016; MARKAKIS et al., 2018; NEGREIROS et al., 2019).

Os sintomas do seu ataque em meloeiro incluem amarelecimento e morte das
folhas mais velhas, com gradual declinio das ramas, seguidos de murcha e morte das
plantas, na época proxima a formacdo dos frutos, podendo, em alguns casos, provocar
perda total da cultura (MARTYN e MILLER, 1996). Com o ataque, as raizes apresentam
coloragdo marrom que evoluem para podriddo, ocasionando necrose do sistema radicular
e perda de raizes secundarias e terciarias, tornando-se incapazes de absorver agua e
nutrientes (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000; FITA et al., 2007).

Segundo Martyn e Miller (1996), M. cannonballus é um fungo termofilo
(termotolerante) bem adaptado as condi¢des semi-aridas e aridas, com temperatura 6tima

de crescimento variando entre 25 a 35 °C, sendo, no entanto, inibido em temperaturas



acima de 40 °C e abaixo de 15 °C. Entretanto, um isolado de M. cannonballus, oriundo da
Libia, obteve o seu 6timo de crescimento a 45 °C, tornando-se, dessa forma, considerado
termotolerante (BRUTON et al., 1999; WOLFF, 2000; PIVONIA, 2002). De acordo com
Pivonia et al. (2002), este carater termotolerante pode indicar que este fungo € patogénico
apenas em regides quentes e saprofitico em regides mais frias. Assim,levando em conta
essa caracteristica, a regido Nordeste do Brasil se mostra como excelente ambiente para o
desenvolvimento deste patdgeno (REUVENI et al. 1983).

Até recentemente, havia cinco espécies pertencentes ao género Monosporascus
descritas no mundo: M. eutypoides (Petrak) von Arx (BEN SALEM et al., 2013; PETRAK
e AHMAD, 1954), M. monosporus (Malloch & Cain) D. Hawksw. & Ciccar (MALLOCH
e CAIN, 1971); M. cannonballus Pollack & Uecker (POLLACK e UECKER, 1974), M.
adenantherae (S. D. & C. Ramesh) A. Pande (PATIL e RAMESH,1987) e M. ibericus
Collado, Ant. Gonzélez, Stchigel, Guarro e Pelaez (COLLADO et al., 2002). Nao
obstante, estudos filogenéticos e de caracteres morfoldgicos realizados em isolados de
Monosporascus, provenientes de raizes de plantas daninhas (bredo - Trianthema
portulacastrum L. e pega-pinto - Boerhavia diffusa L.), prevalentes em areasde cultivo de
cucurbitaceas, nos estados do Rio Grande do Norte — RN e Ceara — CE (Brasil),
identificaram cinco novas espécies de Monosporascus: M. brasiliensis A. Negreiros, M.
Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior, M. caatinguensis A. Negreiros, M. Leon, J.
Armengol & R. Sales Junior; M. mossoroensis A. Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R.
Sales Junior; M. Nordestinus A. Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior, e M.
semiaridus A. Negreiros, M. Ledn, J. Armengol & R. Sales Junior (NEGREIROS et al.,
2019).

Para desenvolvermos estratégias de manejo da “podriddo de raizes e declinio de
ramas em meloeiro” — PRDR, foi essencial o conhecimento da variabilidade das
populacdes de patdgenos, através de estudos que envolvem a biologia do patégeno e a
patogenicidade dos mesmos (BRUTON, 1999).

Com este conhecimento, podemos evitar o surgimento de populagdes resistentes,
um problema que decorre devido do uso continuo e indiscriminado de agrotdxicos, visto
que o controle quimico ainda é o mais utilizado (FONSECA et al., 2015).

A utilizacdo irregular do controle quimico tem ocasionado também problemas que
vao desde desequilibrios ambientais & contaminacédo de alimentos e intoxicacdo de seres
humanos. Em decorréncia destas praticas, a adogdo de técnicas alternativas de controle de
fitopatdgenos se faz relevante. (FONSECA et al., 2015).



Dentre estas técnicas alternativas para controle de doencas, temos o0 uso de
indutores de resisténcia, que exploram mecanismos de defesa em plantas, por agirem
diretamente como moléculas sinalizadoras ou por induzirem a ativacdo de genes que
codificam a sintese de fatores de resisténcia na planta (EL GHAOUTH et al., 1998).

O processo de inducéo de resisténcia de plantas contra patdgenos esta relacionado
com a ativagdo de um conjunto diverso de mecanismos de defesa. A resposta envolve a
transducéo de sinais e ativacdo transcricional de numerosos genes relacionados a defesa
e de enzimas pré-formadas para promover modificacdes especificas no metabolismo
primario e secundério (CORDEIRO & SA, 1999).

Estes processos sdo desencadeados pela planta, iniciado pela certificacdo do
patdgeno, emistindo um sinal primario ou mensageiro que ird desencadear uma série de
outros sinais e, por fim, ativa genes ligados a defesa ou aumento da atividade de enzimas
importantes para reacdes de defesa (VAN LOON & VAN STRIEN, 1999).

Este reconhecimento, normalmente, se da por meio da ligagdo de um elicitor,
produzido pelo fitopatdgeno, a um receptor presente na membrana plasmaética da parede
celular da célula vegetal. A partir desta ligacdo, ocorre a sinalizacdo e a sintese de
compostos de defesa (LABANCA, 2002).

Apbs o reconhecimento, a planta comeca o processo de sinalizacdo, onde recebe
sinal primario (quimico, bioquimico ou energético) que ira desencandear o inicio da
resposta de defesa, por parte da planta, acionara genes relacionados ao processo de defesa
no sitio de induc¢éo ou, sistemicamente, em locais mais distantes da planta, numa espécie
de reacdo biolégica em cadeia. (KUC, 1995; ROMEIRO, 2002; LABANCA, 2002).

A fase seguinte, ap0s a sinalizacdo, é o surgimento das respostas de defesa. Estas
respostas sdo divididas em barreiras estruturais e em barreiras bioquimicas, podendo ser
pré e pdés-formados, isto é, existem antes da chegada do patdgeno ou sdo ativados apds
sua chegada (EMBRAPA, 2008).

Dentre as barreiras estruturais pré-formadas, podemos citar fatores cuticula,
tricomas estdbmatos e vasos condutores; para poés-formadas, temos lignificacdo,
suberificacdo, formacdo de papilas e de camadas de abscisdo, cortica e tiloses. As
barreiras bioquimicas pré-formadas envolvem a presenga de fenois, alcaldides,
fototoxinas, glicosideos cianogénicos e glicosideos fenolicos e para as pos-formadas
observamos o acumulo de fitoalexinas, proteinas-PR, formacdo de radicais livres e
ativacdo de enzimas (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Dentre as enzimas ativadas, temos a fenilalanina amonia-liase, a qual atua na rota



dos fenilpropanoides, na sintese de compostos fendélicos, como as fitoalexinas e a sintese
de lignina. Ainda temos B-1,3 glucanase e a quitinase, que sao enzimas hidroliticas que
atuam na degradacdo da parede celular do patégeno, dificultando ou impedindo sua acéo
patogénica, bem como estdo diretamente relacionadas a ativagdo da resisténcia
(LABANCA, 2002; DURRAN e DONG, 2004).

Portanto, a resisténcia induzida consiste no aumento da resisténcia, por meio da
utilizacdo de agentes externos, sem qualquer alteragdo no genoma da planta (STADNIK,
2000), evitando ou atrasando a entrada de um microrganismo no interior da planta, bem
como criando condi¢cbes adversas para a colonizacdo dos tecidos vegetais pelo mesmo
(PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo ter o conhecimento
bésico da patogenicidade das novas espécies de Monosporascus spp, bem como avaliar o

efeito de indutores quimicos de resistencia em meloeiro.
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CAPITULO Il

REACAO DO MELOEIRO A Monosporascus spp.

Resumo
O fungo Monosporascus cannonballus € um dos principais patdgenos radiculares
associados a “podridao de raizes e ao declinio de ramas em meloeiro” - PRDR. Estudos
recentes de filogenia identificaram cinco novas espécies do género Monosporascus no
mundo, presentes em &reas de producdo de meldo, associados a plantas daninhas, no
Brasil. A compreensdo da variabilidade patogénica das novas espécies de Monosporascus
é um fator essencial para o desenvolvimento de estratégias, na gestdo de doencas
radiculares em meloeiro. Assim, o objetivo desta pesquisa é o conhecimento da
patogenicidade das novas espécies de Monosporascus em meloeiro. Para o experimento
de patogenicidade, foram avaliadas as seguintes variaveis: severidade e incidéncia da
doenca; comprimento da parte aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR); e massa fresca
da parte aérea (MFPA) e do sistema radicular (MFSR). Sementes de meloeiro amarelo
‘Goldex’ foram semeadas, em solo inoculado, com um isolado de referéncia de cada uma
das seis espécies de Monosporascus (M. brasiliensis, M. cannonballus, M. caatinguensis,
M. mossoroensis, M. nordestinus e M. semiaridus), acrescidas de uma testemunha
absoluta. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
sete tratamentos e cinco repeticdes, sendo 0 mesmo realizado em duplicata. Cada parcela
foi representada por um vaso contendo uma planta. Todas as espécies de Monosporascus
inoculadas em meloeiro ocasionaram danos nas suas raizes, sendo as espécies M.
cannonballus e M. brasiliensis as mais agressivas a cultura. Em contrapartida, M.
caatinguensis ocasionou 0s menores indices para incidéncia e severidade da doenca e 0s
maiores valores para CPA, MFPA e MFR, sendo este considerado 0 menos agressivo para

0 patossistema em estudo.

Palavras-chave: Cucumis melo, declinio de ramas e podriddo de raizes, inoculacdo,

patogenicidade.



CHAPTER 11

MELLON REACTION TO Monosporascus spp.

Abstract

Fungus Monosporascus cannonballus is one of the main root pathogens associated with
“root rot and vine decline in melon” - RRVD. Recent phylogeny studies have identified
five new species of the genus Monosporascus in the world, present in areas of melon
production, associated with weeds, in Brazil. Understanding the pathogenic variability of
new species of Monosporascus is an essential factor for the development of strategies for
the management of root diseases in melon. Thus, the objective of this work is to know the
pathogenicity of new species of Monosporascus in melon. For the pathogenicity
experiment, the following variables were evaluated: disease severity and incidence; shoot
length and root length and shoot fresh weight and root fresh weight. 'Goldex' yellow melon
seeds were sown in soil inoculated with a reference isolate of each of the six species of
Monosporascus (M. brasiliensis, M. cannonballus, M. caatinguensis, M. mossoroensis,

M. nordestinus and M. semiaridus), plus an absolute witness. The experiment was carried
out in a completely randomized design, with seven treatments and five replications, being
the same carried out in duplicate. Each parcel was represented by a pot containing a plant.
All species of Monosporascus inoculated on melon plants caused damage to its roots, with
the species M. cannonballus and M. brasiliensis being the most aggressive to the crop.
On the other hand, M. caatinguensis caused the lowest rates for disease incidence and
severity, and the highest values for shoot length, shoot fresh weight and root fresh weight,

being considered the least aggressive for the pathosystem under study.

Keywords: Cucumis melo, vine decline, inoculation.



1 INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de frutas e hortalicas do mundo (FAO,
2021), sendo o meloeiro a hortalica de maior expressdo econdémica comercial na regido
Nordeste, com mais de 83,8% de sua producdo concentrada nos estados do Rio Grande
do Norte (RN), Ceara (CE) e Bahia (BA). O estado do RN é o maior produtor e exportador
de meldo do pais, respondendo por 60,7% da producdo nacional (IBGE, 2020).

Diante de todo o crescimento na area plantada com meldo e os avangos
tecnoldgicos usados na sua producdo (sementes hibridas, irrigacdo por gotejamento,
mulching etc.) nos principais estados produtores da regido Nordeste brasileira, cabe
destacar que inumeros problemas de ordem bidtica acometem essa cultura (fungos,
bactérias, nematoides e virus). Isso se deve, possivelmente, em funcdo das condicdes
climéticas da regido, periodo de exploracdo do cultivo (continuo e intensivo) e sem
rotacdo de cultura. (DIAS-ARIEIRA, 2008; LOPES et al., 2008; FIGUEIREDO et al.,
2017).

Dentre as enfermidades que acometem o meloeiro nos Estados do RN e CE,
destacam-se aquelas produzidas por patdgenos radiculares, tais como Monosporascus
cannonballus Pollack & Uecker, Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. e Rhizoctonia
solani Kuhn (ANDRADE et al., 2005; SALES JUNIOR et al., 2004, 2010). Todos esses
fitopatogenos estdo associados a uma enfermidade denominada “podridao de raizes e
declinio de ramas” (PRDR), que tém como caracteristicas o amarelecimento, murcha, seca
e morte das plantas de meloeiro em momentos proximos a colheita (MARTYN e
MILLER, 1996). Isso ocorre devido ao ataque desses fitopatdgenos ao sistema radicular
do meloeiro, levando a um apodrecimento das raizes, o que vem a ocasionar um
desequilibrio entre a demanda hidrica da planta e o aporte do suprimento de agua pelas
raizes (MARTYN e MILLER, 1996; BRUTON, 1998; GARCIA-JIMENEZ et al., 2000;
BELTRAN et al., 2006; COHEN et al., 2011).

Estudos indicam que M. cannonballus é um dos principais agentes da “podriddo
de raizes por Monosporascus e declinio de ramas” (PRMDR) em meloeiro e melancieira
(Citrullus lanatus [Thunb.] Matsum & Nakai), causando grandes perdas e reduzindo a sua
producio (MARTYN e MILLER, 1996; BRUTON, 1998; GARCIA-JIMENEZ et al.,
2000; SALES JUNIOR et al., 2004; BELTRAN et al., 2006; SALES JUNIOR et al., 2010;
COHEN et al., 2011).



Atualmente, M. cannonballus é relatado ocasionando doencas em meloeiro e
melancieira em 22 paises (SALES JUNIOR et al., 2004, 2010; COHEN et al., 2011; AL-
MAWAALLI et al., 2013; YAN et al., 2016; MARKAKIS et al., 2018). Trata-se de um
fitopatdgeno habitante do solo, termofilo com temperatura 6tima de crescimento, variando
entre 25 e 35 °C, adaptado a regides de climas quentes, de caracteristicas aridas e
semiaridas (com solos salinos ou alcalinos, alta luminosidade, baixos indices
pluviométricos e reduzida umidade relativa do ar) (MARTYN e MILLER, 1996; COHEN
et al., 2011; CELIN, 2014). Diante dessas caracteristicas de adaptabilidade, as condi¢Ges
climéticas do semiarido brasileiro se apresentam favoraveis ao desenvolvimento deste
patogeno (ALVARES et al., 2014). Estudos desenvolvidos por Pivonia et al. (2002) e
Stanghellini et al. (2004) demonstraram que temperaturas mais elevadas favorecem a
penetracdo das hifas de M. cannonballus nas raizes de meloeiro, sendo as mesmas
determinantes para ocorréncia do colapso desta cultura.

Estudos recentes identificaram 35 isolados de Monosporascus, obtidos de raizes de
Trianthema portulacastrum L. (bredo) e Boerhavia diffusa L. (pega-pinto), oriundas dos
Estados do RN e CE. Essas novas espécies pertencem a esse género com base em anélises
filogenéticas e caracteres morfoldgicos (NEGREIROS et al., 2019).

Estes novos isolados de Monosporascus foram denominadas de M. brasiliensis, M.
caatinguensis, M. mossoroensis, M. nordestinus e M. semiaridus (A. Negreiros, M. Leon,
J. Armengol & R. Sales Junior). Dessa forma, existem relatadas atualmente, em nivel
mundial, oito espécies no género Monosporascus, nas quais acrescentam-se as descritas
anteriormente, M. ibericus Collado, Ant. Gonzalez, Stchigel, Guarro e Peléez
(COLLADO etal., 2002), e M. eutypoides (Petrak) von Arx (PETRAK e AHMAD, 1954;
BEN SALEM et al., 2013).

Vérios estudos de patogenicidade foram realizados para confirmar a
patogenicidade de M. cannonballus em plantas de meloeiro, sendo o primeiro deles
realizado em Israel em 1983 (REUVENI; KRIKUN; SHANI, 1983). Posteriormente,
outros estudos foram realizados no Japdo, tomando o meldo como hospedeiro
(UEMATSU et al.,, 1985; UEMATSU e SEKIYAMA, 1990), e Estados Unidos
(MERTELY etal., 1991; MARTYN e MILLER, 1996; AEGERTER et al., 2000), 0s
quais confirmaram que M. cannonballus é o agente responsavel pelo declinio de ramas
em meloeiro.

Diante da importancia de M. cannonballus para a cultura do meloeiro, bem como
da descoberta de novas espécies do género e da falta de informac&o sobre a



patogenicidade das mesmas a referida cultura, este trabalho apresenta como objetivos
verificar a severidade, incidéncia e o efeito nas variaveis biométricas em meloeiro
inoculado com as seis espécies do género Monosporascus, oriundas do Nordeste

brasileiro.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo no municipio de Mossoro - RN,
no periodo de Junho/Dezembro 2019, com o objetivo de avaliar a patogenicidade das
diferentes espécies de Monosporascus presentes no Nordeste brasileiro. Com base na
classificacdo de Kdppen, o clima da regido é caracterizado como BSh (semi-arido quente)
(ALVARES et al., 2014).

A pesquisa foi conduzida obedecendo a um delineamento estatistico inteiramente
casualizado (DIC), com sete tratamentos, e cinco repeticdes. Os tratamentos constaram
de seis isolados das espécies de Monosporascus, (M. brasiliensis - CMM4839, M.
caatinguensis - CMM4833, M. cannonballus - CMM2429, M. mossoroensis -
CMM4857, M. nordestinus - CMM4846 e M. semiaridus - CMM4830), e uma
testemunha absoluta (sem inoculacéo). A unidade experimental foi representada por um
vaso com uma planta,sendo o experimento realizado em duplicata.

Os isolados das novas espécies de Monosporascus foram obtidos das raizes das
plantas daninhas bredo e pega-pinto, presentes nas areas de producdo de meldo e
melancia nos Estados do RN e CE e o isolado de M. cannonballus foi isolado de raizes
de meloeiro. Todos os isolados utilizados neste experimento foram identificados
mediante estudos filogenéticos (NEGREIROS et al., 2019) e uma cOpia de cada isolado
esta depositada na colecao de fungos “Profa. Maria Menezes” (CMM), na Universidade

Federal Rural de Pernambuco (Pernambuco, Recife, Brasil).
2.1 Preparo do inéculo
Os isolados de Monosporascus spp. foram repicados para placas Petri com meio

batata dextrose agar - BDA e mantidos em estufa climatizada a 27 £+ 2 °C, por dez dias,

No escuro.



O preparo dos inéculos foi realizado em gréos de trigo (Triticum spp.), conforme
metodologia sugerida por Ben Salem et al. (2015), com modificacGes. Foram preparados
frascos Erlenmeyers de 250 mL com 37,5 g de grdos de trigo embebidos em agua por 12h
e deixados para secar em temperatura ambiente (25 2 °C) sobre bandeja de polietileno.
Posteriormente, os Enlenmeyers foram autoclavados trés vezes por 60 min a 121 °C, com
intervalo de 24 h entre cada autoclavagem. Em seguida, cada frasco de Erlenmeyer
contendo os grdos de trigo foi inoculado com uma espécie de Monosporascus, sendo
utilizados cinco discos de BDA (8 mm de diametro), cortado da borda das culturas
fangicas, com dez dias de crescimento ativo em placa de Petri. Os Enlenmeyers foram
incubados, em estufa climatizada por 30 dias, a temperatura de 30 = 2 °C, em completa
escuriddo, objetivando a multiplicacdo do fungo. Os frascos foram agitados manualmente,
uma vez por semana, com o objetivo de homogeneizar o indculo.

A testemunha absoluta foi composta apenas por gréos de trigo autoclavados sem

inoculacéo.

2.2 Montagem do experimento

Para execucdo do experimento foram utilizados vasos plasticos de 2,0 L de
capacidade, os quais foram preenchidos com uma mistura de composto de solo areno-
argiloso, composto organico (Ecofértil®) e substrato (Tropstrato® HT), na proporcdo de
2:1:1 em volume, previamente autoclavados duas vezes durante 60 minutos a 121 °C.,
com intervalos de 24 horas.

A infestagdo do substrato foi realizada no momento do preenchimento dos vasos,
cinco dias antes da semeadura, com 7,59 do inéculo fungico, para cada vaso. Essa
operacdo foi realizada para que o inoculo pudesse colonizar o solo antes da semeadura
das sementes.

A semeadura foi realizada utilizando sementes de mel&o amarelo hibrido ‘Goldex’
da empresa Fit6®, sendo colocadas trés sementes por vaso. Dez dias ap6s a semeadura,
(DAS) foi realizado o desbaste, deixando apenas uma planta por vaso.

A avaliacédo do ensaio foi realizada aos 35 dias apds a semeadura (DAS), sendo as
plantas de meloeiro removidas cuidadosamente dos vasos e sua parte aérea e raizes

cuidadosamente lavadas em agua corrente para retirada do substrato.

2.3 Avaliacdes do experimento



A incidéncia da doenca foi determinada através do nimero de plantas infectadas
por cada espécie de Monosporascus, e expressa em porcentagem. Foram realizados
isolamentos das raizes, em placas Petri com meio BDA + antibidtico (sete fragmentos de
raizes / placa), para a confirmacdo dos Postulados de Koch.

A avaliacdo da severidade da doenca foi classificada de acordo com a escala
diagramatica de notas usada por Aleandri et al. (2010), atribuindo-se notas de 0 a 5, onde:
0 (raiz da planta saudavel, sem sintomas); 1 (apresentando 25% da superficie da raiz com
lesBes); 2 (com 50% da superficie da raiz com lesdes); 3 (com 75% da superficie da raiz
com lesdes); 4 (com raizes extensivamente lesionadas) e 5 (raizes muito deterioradas ou
planta morta).

Foram avaliadas as varidveis biométricas: comprimento do sistema radicular
(CSR) e comprimento de parte aérea (CPA), realizadas com o auxilio de uma régua
graduada (cm); e matéria fresca da raiz (MFR) e matéria fresca de parte aérea (MFPA),

pesadas em balanca de precisdo e expressa em mg.

2.4 Anélise estatistica

Os dados obtidos nestes experimentos foram submetidos a analise de variancia
utilizando-se o software estatistico ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009). Para as
varidveis incidéncia e severidade da doenca, em que os dados ndo apresentaram
normalidade, a comparagdo das medias foi realizada através do teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade. Para as variaveis CSR, CPA, MFR e
MFPA, em que os dados apresentaram normalidade, a comparacdo das médias foi

realizada utilizando o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram haver variabilidade
patogénica entre as diferentes espécies de Monosporascus usadas neste estudo.

Cabe destacar a incidéncia que, com excecao da espécie M. caatinguensis (20%),
todas as demais espécies de Monosporascus apresentaram valor de 100% de incidéncia

da doenca para o0 meloeiro avaliado (Tabela 1).



Tabela 1 - Reacdo do meloeiro ‘Goldex’ a inoculacdo de diferentes espécies de
Monosporascus, nas variaveis severidade, incidéncia da doenca, comprimento da parte
aérea (CPA) e do sistema radicular (CSR) e massa fresca da raiz (MFR) e da parte aérea
(MFPA).

Severidade! Incidénciat

23
Tratamentos CPA23 CSR23 MFPA MFR23

Rank Média® Rank Média®

M. brasiliensis 29,70 b 480 2250b 100 7,33bc 325c 0,82bc  0,03d
M. caatinguensis 6,40 a 1,00 8,50 ab 20 13,20b 6,10b 2,00b 1,33b
M. cannonballus 31,00 b 5,00 22,50 b 100 550c 2,04c 0,30 c 0,02d
M. mossoroensis 14,40 ab 1,60 22,50 b 100 7,20bc  540b 1,20bc 0,30 c
M. nordestinus 18,60ab 2,60 22,50 b 100 9,40bc 6,25b 1,26bc  0,08cd
M. semiaridus 20,90 ab 3,20 22,50 b 100 780bc 325c 0,76 bc 0,04d

Testemunha 5,00 a 0,00 5,00a 0 32,26a 10,03a 18,32a 2,98 a

CV (%) 26,83 19,35 19,60 17,26

! Valores seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem significativamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis, aonivel de 5% de probabilidade;

2 Valores seguidas pela mesma letra nas colunasndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

% Valores médios de 10 repeticGes por tratamento.

Estudos realizados por Lovic et al. (1996) observaram a existéncia da variacao da
agressividade dentro dos diferentes isolados espanhois de M. cannonballus. Podendo os
isolados irem desde fracamente virulento a altamente virulento, motivado devido as
caracteristicas genéticas dos isolados (MARTYN e MILLER, 1996).

A patogenicidade de M. cannonballus, em meloeiro, também foi confirmada por
Pivonia et al. (1997),onde foram relatados, neste estudo, a associagdo direta entre a
patogenicidade e mortalidade em plantas de meloeiro, ocasionadas por este fitopatdgeno.
Todas as especies de Monosporascus testadas
apresentaram nivel de patogenicidade a meloeiro, com valores
médios de severidade variando de 1,0 (M. caatinguensis) a 5,0 (M. cannonballus). No
entanto, apenas as espécies M. brasiliensis (4,8) e M. Cannonballus (5,0), apresentaram
indices de severidade que diferiram



estatisticamente da testemunha absoluta (0,0), demonstrando serem essas as espécies mais
agressivas a este hibrido de meloeiro (Tabela 1).

Em relacdo a patogenicidade, observamos também, o trabalho realizado no Vale
de Arava (Israel) em meloeiro, onde constataram que M. cannonballus é o agente mais
agressivo envolvido no PRDR em cucurbitaceas, sendo a resisténcia desta cultura um fator
fundamental para o manejo do colapso do meloeiro. (BRUTON et al., 2000; WOLFF et
al., 2000).

A elevada severidade da doenca ocasionada por M. cannonballus também foi
comprovada, quando comparada com outros fungos envolvidos no "declinio de ramas",
como Acremonium cucurbitacearum e Rhizopycnis vagum Farr., sendo M. cannonballus
0 agente patogénico que ocasionou maiores danos em raizes de meloeiro (AEGERTER et
al., 2000; BIERNACKI e BRUTON, 2001). Esta forma distinta de resposta pode ser
devida a variabilidade no grau de viruléncia das populagcdes de isolados de M.
cannonballus, sendo também afetada pelo nivel e tipo de resisténcia envolvida, densidade
do indculo do patégeno no solo, variabilidade do patdgeno, condi¢bes ambientais e a idade
da planta, podendo vir a afetar diretamente na sua taxa de crescimento, como também
podendo atuar como estimulos nas vias de desenvolvimento (BOUGHALLEB et al. 2005;
DEACON et. al, 2006).

Dessa forma, cabe destacar a importancia do conhecimento da variabilidade
fitopatogénica dos isolados flangicos, porque permite o estudo da estabilidade da
resisténcia de genotipos do hospedeiro, frente aos isolados do patégeno (MAHMOUDI e
GHASHGHAIE, 2012), sendo esta uma importante ferramenta frente a diversidade
genética populacional de M. cannonballus encontrados no Nordeste brasileiro
(BEZERRA et al. 2013).

O estudo da patogenicidade nos da o conhecimento da variabilidade fitopatogénica
de isolados de M. cannonballus, sendo o mesmo confirmado com trabalhosrealizados por
Correia et al. (2014), onde foi identificado diferentes grupos de virulénciade isolados de
M. cannonballus, em plantas de meloeiro. Segundo Anjos et al. (2018), esta variabilidade
genética para resisténcia ou tolerancia entre e dentro das espécies, influencia diretamente
na taxa de incidéncia e severidade, conferindo a cada umdiferentegrau de viruléncia.

Essa afirmacgé@o vem a corroborar para a constatacao da diferenca na viruléncia dos
isolados de Monosporascus, entre este trabalho e o desenvolvido por Cavalcante et al.

(2020). Este ultimo, ao utilizar os mesmos isolados usados nesta pesquisa, constatou que



todas as novas espécies de Monosporascus foram patogénicas a meloeiro amarelo
‘Titannium’, com valores médios de severidade de 1,2 para M. nordestinus, 1,3 para M.
caatinguensis e 1,6 para M. brasiliensis, M. cannonballus, M. mossoroensis e M.
semiaridus. Podemos observar que o hibrido de meloeiro, usado neste trabalho
‘Goldex’, se mostrou muito mais suscetivel do que o hibrido utilizado por Cavalcante et
al. (2020). Para as variaveis comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de
sistema radicular (CSR), mateéria fresca de parte aérea (MFPA) e matéria fresca de raiz
(MFR), houve diferenca estatistica entre os tratamentos inoculados com as espécies de
Monosporascus e a testemunha absoluta (Tabela 1).

De acordo com os dados obtidos, M. cannonballus foi a espécie que mais causou
danos ao meloeiro, afetando diretamente as varidveis CPA (5,50 cm), CSR (2,04 cm),
MFPA (0,3 g) e MFR (0,02 g) porém, o mesmo ndo diferiu estatisticamente do M.
brasiliensi, onde este obteve os valores de CPA (7,33 cm), CSR (3,25 cm), MFPA (0,82
g) e MFR (0,03 g). Em contrapartida, para estas mesmas variaveis biométricas, o M.
caatinguensis foi a espécie que menos ocasionou danos ao hibrido de meloeiro testado,
com valores médios das variaveis CPA (13,2 cm), CSR (6,1 cm), MFPA (2,0 g) e MFR
(1,33 g), 0 que pode vir a confirmar a sua baixa severidade ao meloeiro, ou uma possivel
tolerancia deste gendtipo de meloeiro, a essa espécie em particular (Tabela 1).
Resultados diferentes foram encontrados por Mertely et al. (1991) e Lovic et al. (1995)
onde eles observaram graves danos causado ao sistema radicular em meloeiro por M.
cannonballus.

De acordo com Wolf e Miller (1998), os resultados obtidos, em estudo de
patogenicidade de M. cannonballus & meloeiro, permitiram concluir que o tamanho e
vigor do sistema radicular s&o as caracteristicas mais consideradas em relacdo ao PRDR
nesta cultura. Estudo de patogenicidade, realizado em areas produtoras de meldo na
Califérnia— EUA, por Aegerter et al. (2000), constataram que M. cannonballus ocasionou
severos danos ao sistema radicular das plantas de meloeiro, reduzindo o comprimento das
raizes em até 93%. O mesmo resultado foi relatado, neste mesmo ano, por Iglesias et al.
(2000), estudando a patogenicidade de M. cannonballus em campo. Segundo os autores,
as raizes de meloeiro apresentaram altos indices de gravidade correlacionados com o0s
sintomas da doenca. Mais recentemente, Sales Junior et al. (2018) estudaram as reacoes
de diferentes cucurbiticeas (abobora, melancia, meldo e pepino) frente a inoculagdo
artificial com M. cannonballus. Todas as espécies de cucurbitaceas apresentaram lesGes

radiculares.



Por outro lado, foi observado o menor valor para a variavel altura de plantula, em
trabalho realizado por Gomes (2019), com isolado de M. caatinguensis, porém o mesmo
estudo corroborou com o0s nossos resultados, para comprimento de sistema radicular.
Evidenciando assim, a interferéncia da acdo do fungo, no desenvolvimento e crescimento
da planta de meloeiro.

Foi relatado por Cavalcante et al. (2020) uma diferenca estatistica significativa no
comprimento das variaveis biométricas, em meloeiro, ap6s inoculagdo com as diferentes
espécies de Monosporascus estudadas e a testemunha absoluta. Onde observaram que
todas as espécies se mostram patogénicas ao hibrido de meloeiro testado, apresentando
uma reducdo de peso fresco e seco das raizes, corroborando com nosso experimento. Em
contrapartida, para a variavel CSR, os resultados obtidos, neste ensaio, indicam que todas
as espéecies de Monosporascus reduziram o CSR do hibrido de meloeiro testado, em
relacdo a testemunha absoluta. Dado esse que difere dos resultados encontrados por
Cavalcante et al. (2020), onde observou diferenca estatistica, em relacdo a testemunha
absoluta, apenas para as espécies M. cannonballus e M. semiaridus. Sendo as variaveis de
biomassa, peso e altura de plantula, de extrema importancia para avaliar a gravidade de
uma doenga, no caso a doenga causada por M. cannonballus em cucurbitaceas (CASTRO
et al. 2020).

4. CONCLUSOES

Todas as espécies de Monosporascus inoculadas em meloeiro ocasionaram danos
nas suas raizes, sendo as espécies M. cannonballus e M. brasiliensis as mais agressivas a
esta cultura.

Todas as espécies de Monosporascus inoculadas em meloeiro influenciaram
negativamente nas varidveis biométricas analisadas. A espécie Monosporascus
caatinguensis foi a espécie que obteve os melhores / maiores indices para as variaveis
biométricas (CPA, CSR, MFPA e MFR), no hibrido de meloeiro inoculado, visto que a
mesma espécie obteve os menores indices, para as variaveis incidéncia e severidade,

interferindo positivamente nas caracteristicas biometricas.
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CAPITULO 111

INDUCAO DE RESISTENCIA EM MELOEIRO CONTRA ESPECIES DE

Monosporascus

Resumo

As plantas podem desenvolver resisténcia ao ataque de patdgeno, podendo ser respostas
bioguimicas ou fisioldgicas, através da producdo de agentes de defesa, onde 0s mesmos
podem ser proteinas relacionadas a patogénese e enzimas envolvidas na rota dos
fenilpropanoides. Estas respostas de defesa, podem ser geradas por alguns produtos
comerciais, que tém a capacidade de induzir resisténcia em plantas. Assim, 0 objetivo
desta pesquisa foi avaliar os efeitos da aplicacio pré e pds-semeadura dos produtos Bion®,
Biobacter® e Unique® contra doenca colapso das ramas, sobre as principais caracteristicas
fisicas, sanitarias e bioquimicas, em plantas de meloeiro amarelo. Para o experimento
foram utilizadas seis espécies de Monosporascus, (M. cannonballus, M. brasiliensis, M.
caatinguensis, M. mossoroensis, M. nordestinus e M. semiaridus), inoculadas em vasos
com solo contendo trés plantulas de meloeiro tratadas em pré e pds-semeadas com 0s
produtos. O experimento foi conduzido em esquema fatorial (6 x 3 + 1), em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cfes. Cada parcela foi representada por um
vaso contendo 3 plantas, que foram avaliadas nos periodos de 0, 7 e 14 dias apds a
emergéncia. Os dados de incidéncia, severidade, CSR, CPA, MFPA, MFSR, MSPA,
MSSR e atividade enzimatica foram avaliados, utilizando SISVAR. Os dados que nédo
apresentaram normalidade foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis e os que
apresentaram normalidade, comparados pelo teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de
probabilidade. Foi observada a eficiéncia dos trés produtos comercias, destacando-se
Bion® e Biobacter® , onde obtiveram as melhores respostas para o aumento da atividade
das enzimas quitinase, p-1,3-glucanases e FAL. O M. semiaridus induziu maior atividade
das enzimas quitinase, B-1,3-glucanases e FAL, em plantas de meloeiro, em relacdo as
outras especies estudadas, ocorrendo uma reducgéo na incidéncia e severidade da doenca e
afetando diretamente as caracteristicas fisicas e sanitarias. Observamos, assim, a
influéncia positiva dos produtos Bion® e Biobacter® , em meloeiro, contra as espécies de
Monosporascus.

Palavras-chave: Cucumis melo, Elicitores, Protecéo de plantas.



CHAPTER Il

INDUCTION OF RESISTANCE IN MELON PLANTS AGAINST SPECIES OF
Monosporascus

Abstract
Plants can develop resistance to pathogen attack, which can be biochemical or
physiological responses, through the production of defense agents where they can be,
proteins related to pathogenesis and enzymes involved in the phenylpropanoid route, these
defense responses can be generated by some commercial products, which have the ability
to induce resistance in plants. Thus, the objective of this research was to evaluate the
effects of pre- and post-sowing application of Bion®, Biobacter® and Unique® products
against vine collapse disease, on the main physical, sanitary and biochemical
characteristics of yellow melon plants. Six species of Monosporascus were used for the
experiment, (M. cannonballus, M. brasiliensis, M. caatinguensis, M. mossoroensis, M.
nordestinus and M. semiaridus), inoculated in pots with soil containing three melon
seedlings treated in pre and post-sown with the products. The experiment was carried out
in a factorial scheme (6 x 3 + 1) in a completely randomized design, with five replications.
Each plot was represented by a pot containing three plants, which were evaluated at 0, 7
and 14 days after emergence. Incidence, severity, shoot length and root length and shoot
fresh weight and root fresh weight and enzyme activity data were evaluated using
SISVAR. Data that were not normal were compared using the Kruskal-Wallis test and
those that were normal were compared using Tukey's test, both at a 5% probability level.
The efficiency of the three commercial products was observed, highlighting Bion® and
Biobacter® where they obtained the best responses to increase the activity of chitinase,
B-1,3-glucanases and PAL enzymes. M. semiaridus induced greater activity of chitinase,
B-1,3-glucanases and PAL enzymes in melon plants, compared to the other species
studied, with a reduction in the incidence and severity of the disease, directly affecting the
physical and sanitary characteristics. Thus, we observed the positive influence of the

products Bion® and Biobacter® in melon against the species of Monosporascus.

Keywords: Cucumis melo, Elicitors, Plant protection.



1 INTRODUCAO

As plantas podem resistir a aces de ataques de patdgenos, através de substancias
conhecidas como indutores ou eliciadores, capazes de induzirem o sistema de defesa das
plantas, reduzindo tanto a possibilidade de infeccdo quanto a sua intensidade
(KESSMANN et al., 1995; STASKAWICZ et al., 1995).

Esses indutores participam da primeira etapa de sinalizacdo para a defesa vegetal,
0 reconhecimento, produzindo sinais que séo reconhecidos por receptores que funcionam
extra ou intracelularmente (BOLLER, 1995). Na maioria dos fungos, por exemplo, a
sinalizacdo € origindria dos componentes da parede fungica, tais como N-acetil-
glicosamina (componente da quitina), quitosana e glucana, além do ergosterol
(componente da membrana plasmatica) (BOLLER, 1995). Este processo de sinalizacao,
desenvolvido pelas células vegetais, é dividido em trés etapas béasicas: percepcéo do sinal
(ou reconhecimento, realizada por receptores celulares especificos ou inespecificos que
reconhecem um determinado sinal); transducédo do sinal (transmissdo do mesmo para seu
sitio de acdo dentro da célula) e; traducédo do sinal (que consiste na conversdo do sinal em
respostas celulares especificas) (COTE et al., 1995).

Estes agentes indutores, envolvidos no processo de inducgéo de resisténcia, podem
ser de origem bidtica ou abiotica. Conferindo uma protecao sistémica adquirida na planta,
com longa duracdo e amplo espectro. Sendo um fendmeno em que a planta apresenta um
aumento de seu nivel de resisténcia, sem alteracfes de sua base genética, resultando na
mudanca da constituicdo de compostos moleculares ligados a restri¢cdo do crescimento de
fitopatdgenos e na inibicdo ou diminuicdo dos sintomas da doenca (RYALS et al.,
SMITH., 1996, STICHER et al., 1997).

Esta resposta ocorre em virtude da distribuigéo dos sinais dentro da planta, sendo
induzida a sintetizar agentes de defesa atraves de respostas bioquimicas (DOREY et al.,
1997; DURNER et al., 1997; HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000), tais como
acumulo de proteinas relacionadas a patogénese (como peroxidases, quitinases e -1,3-
glucanases) e enzimas envolvidas na rota dos fenilpropanoides, como a fenilalanina
amonialiase (FAL).

As enzimas peroxidases, quitinases, f-1,3-glucanases, e fenilalanina amonialiase
apresentam, dessa forma, um elevado potencial para serem exploradas nos programas de
inducdo de protecdo em plantas (VAN LOON e PIETERSE, 2006).



Essa estratégia da defesa vegetal ¢ composta de ‘padrdes moleculares associados
ao patogeno’, onde a planta tem capacidade de reconhecer e responder ao ataque. Este
reconhecimento, por exemplo, pode ser fragmentos de parede celular liberados do
patdgeno por enzimas da planta, durante o contato entre eles, resultando na difuséo de
sinais moleculares para as demais partes da planta ativando assim o seu mecanismo de
defesa (RESENDE et al., 2007; TRUMAN et al., 2007).

Este processo de defesa oferece a protecdo duradoura contra um amplo espectro
de microrganismos, causando uma ampla variedade de respostas metabdlicas e
fisiologicas, proporcionando menor pressdo de selecdo na populacdo do patdgeno
(AGHDAM et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016).

Dessa forma, o desenvolvimento no campo dos indutores abioticos de resisténcia
em plantas € de grande importancia, podendo aumentar a resisténcia das plantas aos
microrganismos. Dentre os produtos utilizados, temos os fertilizantes minerais de plantas
como, por exemplo, o produto comercial Unique® e o Biobacter®. Sendo o Unique® um
fertilizante a base de quelato de cobre, nutrientes que sdo utilizados para diversas
finalidades como: precursor de hormdnios vegetais endégenos, favorece a nutricdo da
planta, quelante de nutrientes, maior resisténcia ao estresse hidrico e alta temperatura,
proporciona cicatrizacdo de tecidos lesionados, também participa no desenvolvimento da
resisténcia sistémica adquirida (SAR) dentre outras funcbes (SAGRO, 2021).

Ja o Biobacter®, segundo o seu fabricante (GreenCorp Biorganiks), tem a fungio
de indutor de resisténcia, possui compostos a base de produtos organicos (Biobactericida)
que previne, controla e fortalece os 6rgdos susceptiveis ao dano, assegura um controle
efetivo e induz a resisténcia sistémica a nivel fisiol6gico contra enfermidades, tem um
amplo espectro de controle e funciona através de varios mecanismos de acdo
(GREENCORP, 2018).

Ja para o produto comercial Bion® (Acibenzolar-S-methil), que é uma substancia
sintética que atua na inducdo dos genes responsaveis pela codificacdo das proteinas PR
(produzidas por ataques biodticos na planta), as mesmas sdo ativadas no processo de
inducdo por essa substadncia e geralmente desencadeiam a producdo de enzimas
responsaveis pela desestruturacdo celular dos organismos que ataquem as plantas, além
de processos responsaveis pela lignificacdo das paredes celulares (SIQUEIRA et al.,
2019).

Porém, estes agentes abioticos, que ativam 0s mecanismos de defesa da planta devem

ser aplicados preventivamente, pois uma planta injuriada necessita de maiores



taxas metabolicas para manutencéo e respiracdo, resultando muitas vezes em reducédo do
desempenho (FONTANA et. al. 2019).

Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos da aplicagdo pré e pds-
semeadura dos produtos comerciais Bion®, Biobacter® e Unique® na inducdo de
resisténcia, contra doenca colapso das ramas, causado pelo patbgeno Monosporascus,
sobre as principais caracteristicas fisicas, sanitarias e bioquimicas, em plantas de meloeiro

amarelo.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Fitopatologia 1l, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro, Brasil. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos
constaram de um isolado de cada espécies de Monosporascus (M. cannonballus -
CMM2429, M. brasiliensis - CMM4839, M. caatinguensis - CMM4833, M. mossoroensis
- CMM4857, M. nordestinus - CMM4846 e M. semiaridus - CMM4830), trés produtos
sintéticos (Bion®, BioBacter® e Unique®), e uma testemunha absoluta (sem inoculagio do
fungo e sem aplicacdo dos produtos). Foram realizadas cinco repeticdes por tratamento,

com cada repeticdo composta por trés plantas. O experimento foi realizado em duplicata.

2.1 Preparo do in6culo

Os isolados fangicos foram repicados para placas de Petri, com meio batata
dextrose agar - BDA e mantidos em incubadora do tipo Biochemical Oxygen Demand -
BOD a 30 + 2 °C, por dez dias, no escuro, para serem usados no preparo do indculo.

O preparo dos indculos foi realizado em graos de trigo, conforme metodologia
sugerida por Ben Salem et al (2015), com modificacdes. Foram preparados sete frascos
Erlenmeyer de 250 mL com 37,5 g de trigo (Triticum spp.) cada, totalizando 262,5 g de
grdos. Os graos foram embebidos em agua, por 12 horas e deixados para secar.
Posteriormente, os frascos com os grdos foram autoclavados trés vezes, por 60 minutos, a
121 °C, com intervalo de 24 horas entre cada autoclavagem. Em seguida, cada frasco foi

inoculado com um isolado/espécie de Monosporascus, utilizando trés discos de BDA



(8 mm de diametro), cortado da borda das culturas fungicas, em crescimento ativo e, em
seguida, incubados por 30 dias a 30 £ 2 °C, no escuro, objetivando a multiplicacdo do
fungo. Um dos frascos Erlenmeyer, contendo grdos de trigo, ndo foi inoculado
(testemunha absoluta). Os frascos foram agitados manualmente, uma vez por semana,
com o objetivo de homogeneizar o inoculo.

Todos os isolados de Monosporascus, utilizados neste ensaio, foram identificados
molecularmente (NEGREIROS et al., 2019) e estdo depositados na colecdo de fungos
fitopatdgenos “Prof®. Maria Menezes” (CMM), na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE).

2.2 Montagem do experimento

O substrato para as plantas utilizado foi a base de composto de solo areno-argiloso,
composto organico (Ecofértil®) e substrato (Tropstrato® HT), na proporgédo de 2:1:1 em
volume. O substrato foi autoclavado duas vezes, em intervalos de 24 horas, durante 60
minutos a 121°C.

Para realizacdo do experimento foram utilizados vasos pléasticos de 2,0 L
preenchidos com a mistura de substrato citado anteriormente. A infestacdo do substrato
foi realizada cinco dias antes da semeadura, com 7,59 do indculo para cada
vaso/tratamento. A semeadura foi realizada utilizando sementes de meldo amarelo
‘Goldex’, da empresa de sementes Fit6®, sendo semeadas quatro sementes por vaso. Apos
7 dias da semeadura (DAS), foi realizado o desbaste, deixando trés plantas por vaso.

2.3 Aplicagéo dos produtos sintéticos

Foram realizadas trés aplicagfes com os produtos comerciais, sendo uma na pre-
emergéncia (dia da semeadura) e duas na pos-emergéncia (7 e 14 dias apds a semeadura
- DAS), com os produtos: Bion® (Acibenzolar-S-metil, Syngenta Protecdo de Cultivos);
BioBacter® (Fertilizante & base de zinco, Powerfert) e Unique® (Fertilizante a base de
quelato de cobre, Sagro).

Na aplicacdo da pré-emergéncia, as sementes foram embebidas por 2 minutos, em
solugBes contendo Bion® (0,18g 2L 1), Unique® (0,01mL 2L1) e BioBacter® (2mL 2L?)

cada uma contendo os respectivos produtos sintéticos. Para as aplicacdes de pos-



emergéncia, aos 7 e 14 DAS, as plantulas foram borrifadas com as mesmas solucGes nas

concentragdes citadas anteriormente.

2.4 Avaliagdes do experimento

As avaliacdes foram realizadas apds 7 dias de cada aplicacdo dos tratamentos (7,
14 e 21dias), onde foram retiradas uma planta por vaso, para serem analisadas as
variaveis: incidéncia da doenca (%), severidade da doenca, comprimento do sistema
radicular (CSR) e da parte aérea (CPA), realizadas com o auxilio de uma régua graduada
(cm), massa seca de raiz (MSR) e parte aérea (MSPA), massa fresca da raiz (MFR) e da
parte aérea (MFPA) expressa em miligrama (mg).

A severidade da doenca foi avaliada utilizando uma escala diagramética de notas
conforme Aleandri (2010), atribuindo-se notas de 0 a 5, onde: 0 (raiz da planta saudavel,
sem sintomas); 1 (apresentando 25% da superficie da raiz com les6es); 2 (com 50% da
superficie da raiz com lesdes); 3 (com 75% da superficie da raiz com lesdes); 4 (com
raizes extensivamente lesionadas) e 5 (raizes muito deterioradas ou planta morta). A
incidéncia da doenca foi determinada como o nimero total de plantas infectadas para cada
espécie de Monosporascus e expresso em porcentagem (%).

Para a confirmacdo da presenca das espécies de Monosporascus nas plantas foram
realizados o reisolamento para confirmar, através dos Postulados de Koch, que o dado
microrganismo (Monosporascus) é o agente causal da podriddo radicular e declinio de

ramas em meloeiro.

2.5 Analises Enzimaticas

2.5.1 Preparo de extrato enzimatico e extracdo de proteinas

Amostras de raizes foram coletadas as 7h, pesadas e congeladas em N2 liquido
posteriormente transferidas para almofariz, onde foram maceradas apos a adicdo de 50
mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e 10 mL de nitrogénio liquido e, posteriormente,
homogeneizada com 5 mL de solugdo tampdo de acetato (0,1 M, pH 5,0) e 1 mL de &cido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e postos em microtubos de centrifugacao.



Ap0ls a homogeneizacdo manualmente da mistura, os microtubos foram postos
para centrifugar durante 10 minutos a 10.000 G e a temperatura de 4 °C. Aliquotas do
sobrenadante foram retiradas para a quantificacdo do teor de proteinas e ensaios
enzimaticos.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada conforme metodologia

proposta por Bradford (1976), tendo-se utilizado albumina de soro bovino como padréo.
Os ensaios enzimaticos para determinacgdo espectrofotométrica da atividade enzimatica
de B-1,3-glucanase e quitinase foram realizados de acordo com protocolos
desenvolvidos por Wirth e Wolf (1992) e, para a fenilalanina aménia-liase, seguiu-se a

metodologia proposta por Umesha (2006).

2.5.2 B-1,3-glucanases

A determinacédo da atividade de B-1,3-glucanases foi realizada com aliquotas de

25 uL do extrato proteico adicionado a tubo de ensaio, ao qual se acrescentou 200 pL de
solucio de tampao acetato (0,1 M, pH 5,0) e 200 pL de laminarina (15 mg mL™).

Posteriormente, os tubos com as aliquotas foram incubados por 30 min a 37 °C.

Apos a incubagdo, foi determinado o teor de glicose produzido com a hidrélise da

laminarina, pelo método de agUcares redutores com acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS),

como agente oxidante. Os valores foram corrigidos quanto aos teores de proteinas

totais.

Os resultados de atividade de B-1,3-glucanases foram expressos em unidades de

absorbancia (UA) 540 nm por miligrama de proteina por hora.

2.5.3 Quitinase

Para a atividade da quitinase, aliquotas de 200 uL dos extratos proteicos foram
transferidas para 600 pL da solug¢do de tampao acetato (0,1 M, pH 5,0) de extragdo e 200
uL da solugdo do substrato enzimatico carboximetilquitina-remazol violeta brilhante
utilizando 2 mg mL™* de CM-Chitin-RBV (Sigma). Em seguida, as aliquotas foram
incubadas a 40 °C por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adi¢do de 200 uL de solugéo
de HCI 1 M e resfriamento por 10 min a -20 °C. Apos a centrifugacéo (10.000 g, 5 min),
a absorbancia (550 nm) do sobrenadante foi medida em espectrofotdbmetro. Como
controle, foi utilizada a solucéo dos reagentes sem o extrato radicular. Os valores da leitura

em espectrofotdmetro foram ajustados quanto aos teores de proteinas totais dos



extratos radiculares de cada amostra. Os resultados de atividade da quitinase foram expressos

em UA a 550 nm por miligrama de proteina por hora.

2.5.4 Fenilalanina amo6nia-liase

A determinacdo da atividade da fenilalanina amonia-liase foi determinada pela
quantificacdo colorimétrica do acido trans-cindmico liberado do substrato fenilalanina
(UMESHA, 2006). A reacédo foi composta de 100 pL do extrato proteico misturado com
400 pL do tampéo Tris HCI 25 mM (pH 8,8) e com 500 pL de L-fenilalanina (50 mM em
tampéo Tris HCI 25 mM, pH 8,8), a qual foi incubada por 2 h a 40 °C. A absorbéncia das
amostras foi determinada a 290 nm, contra tampao de extracdo, sendo subtraido de cada
amostra o valor do controle (controle = 100 pL do extrato proteico + 900 pL de tampédo
Tris HCI 25 mM, pH 8,8).

A atividade enzimatica foi expressa em pg de &cido trans-cindmico /min /mg de

proteina, utilizando uma curva padréo para o &cido.

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados com o auxilio do programa de analise estatistica
SISVAR (FERREIRA, 2000). Para os dados que n&do apresentaram normalidade, estes
foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5 % de probabilidade. Para
os dados que apresentaram normalidade, estes foram comparados pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5 % de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Incidéncia e severidade da doenca

Houve diferenca estatistica para a incidéncia da doenca, nos trés periodos de
avaliagdo, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade
(Figura 1).

As especies de Monosporascus diferiram da testemunha na primeira e segunda

avaliacdo, porém para a terceira avaliagdo, no tratamento com Bion®, as espécies M.



brasiliensis, M. caatinguensis e M. semiaridus e no tratamento com o BioBacter® a espécie

M. caatinguensis ndo diferiram estatisticamente da testemunha.

Figura 1 — Incidéncia da doenca causada pelas espécies de Monosporascus em
meloeiro, em resposta a aplicacio dos produtos comerciais (Bion®, Biobacter® e

Unique®).
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Juliatti (2007) também utilizando diferentes doses (5 para 25 g ha?) de
acilbenzolar-S-Metil (Bion®), observou que ocorreu reducdo na incidéncia da podriddo
das macés (Malus domestica).



Para a variavel severidade da doenca houve diferenca significativa para os
tratamentos, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade
(Figura 2). Observamos que quanto maior o nimero de aplicacbes dos produtos, menor

foi a severidade da doenca.

Figura 2 — Severidade da doenca das espéecies de Monosporascus em meloeiro, em

resposta a aplicagio dos produtos comerciais Bion®, Biobacter® e Unique®.
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Para os resultados envolvendo severidade da doenca, podemos observar que o
tratamento Bion® apresentou os melhores resultados na reducdo da severidade e os
tratamentos inoculados com M. brasiliensis e M. caatinguensis, na terceira avaliacao,
obtiveram média da severidade 0, ndo diferindo da testemunha absoluta (Figura 2). Para
o tratamento com BioBacter®, também houve inibicdo da severidade ocasionada por M.
caatinguensis para a terceira avaliacao, ndo diferindo da testemunha absoluta.

Observamos, assim, a efetividade na utilizacdo dos produtos Bion® e BioBacter®
para inibicdo da severidade da doenca causada M. brasiliensis e M. caatinguensis, para o
patosistema meloeiro amarelo.

Tais resultados corroboraram com os estudos de Garcia (2019), observarando que
quanto maior o nimero de aplicacdes de Bion® , na severidade da mancha bacteriana em
tomate menor, foi a severidade da doenca. Essa eficiéncia do produto Bion® no controle
da doenca tem sido frequentemente observada em diversos trabalhos, como nos
patossistemas, mancha bacteriana do fumo (COLE, 1999), requeima da batata (TOFOLI
et al., 2005), Monilinia fructicola na pés-colheita de péssegos (BARRETO et al., 2016),
Colletotrichum lindemuthianum em plantas de feijdo (CAMPOS et al., 2009), entre
outros.

Este produto, conhecido comercialmente como Bion®, é utilizado para varios
patégenos, incluindo os fungos. o mesmo se trata de um produto com atividade
antimicrobiana direta, pois induz a producdo de compostos para autodefesa da planta,
interferindo em seus processos fisioldgicos e bioquimicos. Pode ser aplicado em
pulverizacdo foliar ou no solo, tratamento de sementes e até mesmo aplicacdo em frutos
pos-colheita (KNIGHT et al., 1997; COLE, 1999; MYRESIOTIS et al., 2014).

O Bion® atua na inducéo da biossintese de enzimas envolvidas na formacéo de
compostos de defesa vegetal, e proteinas relacionadas a patogenicidade (OLIVEIRA et
al., 2016). Nao possui acdo fungistatica, como os fungicidas, e desenvolve um papel
semelhante ao acido salicilico na via de transducdo do sinal que leva a resisténcia
sistémica adquirida da planta contra patégenos (YAMAGUCHI, 1998).

A reducdo da severidade de doenca, em funcdo do uso deste produto, estd
relacionada ao aumento da atividade de enzimas que exercem acdo antimicrobiana e
protecdo antioxidativa (ANDRADE et al., 2013). Esta severidade encontrada pode indicar
infectividade, bem como o grande potencial destrutivo do agente causal (BRUTON et al.,
1999; BRUTON et al., 2000).



E importante observar que diferentes fatores internos e externos as plantas
desempenham fungdes importantes no desenvolvimento de epidemias, entre as quais se
destacam os niveis de resisténcia genética ou susceptibilidade do hospedeiro. Além disso,
as doencas causadas por patdgenos transmitidos pelo solo sdo predominantemente
influenciadas pelo clima (MIYASAKA, 2008).

Entdo, devemos considerar a existéncia de variabilidade na viruléncia entre as
espécies estudadas, evitando-se que gendtipos de meloeiro suscetiveis sejam considerados
resistentes, em funcéo da utilizacdo de isolados pouco virulentos ou com capacidade
reduzida de infectar (BRUTON et al., 1999; BRUTON et al., 2000).

3.2 Influéncia dos produtos e espécies de Monosporascus nas variaveis
morfologicas do meloeiro

Houve diferenca estatistica para os tratamentos avaliados (Bion®, BioBacter® e
Unique®), nas varidveis comprimento do sistema radicular (CSR) e parte aérea (CPA),
massa fresca da raiz (MFR), da parte aérea (MFPA), massa seca da raiz (MSR), e parte
aérea (MSPA). Onde obtivemos um aumento significativo nestas variaveis analisadas para
todos os tratamentos estudados.

O Bion® obteve os maiores valores, dentre os produtos, para CPA (9,06; 13,23;
20,13), MFPA (0,60; 2,16; 5,61), MSPA (0,05; 0,25; 0,24) para os trés periodos de
avaliacdo, referentes a comprimento de parte aérea.

Porém, BioBacter® se mostrou com os maiores valores, entre os produtos, para as
varidveis CSR (4,12; 6,16; 7,0), MFR (0,03; 0,08; 0,31), MSR (0,01; 0,04; 0,02), para 0s
trés periodos de avaliacdo, referentes ao sistema radicular.

Observamos assim, um aumento de matéria fresca e seca, bem como comprimento
tanto de parte aérea como de raiz, & medida que aumentou o numero de aplica¢fes para

todos os produtos comerciais utilizados (Tabela 2).



Tabela 2 - Efeito dos produtos comerciais nas variaveis morfologicas do meloeiro.
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Variaveis Morfolégicas do Meloeiro!

CPA MFPA MSPA CSR MFR MSR
Produtos
2° 3° 1° 20 3° 1° 20 3° 1° 20 3° 1° 20 3° 1° 2° 3°
Bion® 353 524 508 002 004 024 001 002 0,01
9,06a 13,23a 20,13a 0,60a 2,16a 5,6l1a 0,05a 0,25a 0,24a b b b b b b b b b
BioBacter 6,87 11,08 1338 041 170 4,04 0,03 0,20
o b b b b b b b b 0,22a 4,12a 6,16a 7,0a 0,03a 0,08a 0,31a 0,01a 0,04a 0,02a
e 0,09 3,23 0,02 0,01 0,01
Unique
5 37¢ 6,51c 848c 0,23c 0,45c 0,97c 0,03c 0,14c b b 3,98c 4,16c b 0,03c 0,09c b 0,0lc b

! Comprimento da parte aérea (CPA); Massa fresca da parte aérea (MFPA); Massa seca da parte aérea (MSPA); Comprimento do sistema radicular (CSR); Massa fresca da raiz

(MFR); Massa seca da raiz (MSR).

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tais resultados discordam daqgueles obtidos por Buzi et al. (2004), onde os autores
observaram que embora o Bion® (Acibenzolar S-metil) aplicado em tratamento de
sementes tenha conferido protecdo a plantas de mel&o contra Sclerotinia sclerotiorum e
Didymella bryoniae, 0 mesmo causou reducdo na taxa de crescimento das plantulas. O
aumento na dose de Bion® , aplicada sobre plantas de couve-flor contra mildio
(Peronospora parasitica), também reduziu a estatura fisica das plantas, comprimento de
parte aérea, de 5,9 % para 38,3 %, respectivamente (GODARD et al 1999). Heil et al.
(2000), trabalhando com trigo induzido com Bion® (150 mg i.a. L) em dose Unica,
observaram reducdo do crescimento.

Houve diferenca estatistica para os tratamentos espécies de Monosporascus
avaliados em todas as variaveis analisadas, de acordo com o teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade (Tabela 3).

Observamos que a espécie M. caatinguensis obteve as maiores médias para todas
as variaveis estudadas e em todos os periodos de avaliacdo, com exce¢do para 0 primeiro
e segundo periodo de avaliacdo de matéria fresca e seca de raiz.

Segundo Bruton et al., (2000), a existéncia de diferentes grupos de isolados,
quando considerada a patogenicidade, indica a ocorréncia de variabilidade patogénica
entre os isolados de origem tanto da mesma area, como de areas diferentes.

A diferenca do desenvolvimento observado entre os tratamentos de espécies
flngicas deve-se a variagio da resposta (SIQUEIRA e SAGGIN JUNIOR, 2001; JANOS,
2007), a qual é grandemente influenciada pela eficiéncia de cada combinacéo fungo-
planta-ambiente (SMITH; SMITH; JAKOBSEN, 2003).

A reducdo de doenca pelo uso de Bion® , sem acréscimos & producéo, também foi
observada em outros patossistemas, como a mancha bacteriana do tomateiro (LOUWS et
al., 2001), mancha bacteriana do fumo (COLE, 1999), requeima da batata (TOFOLI et al.,
2005), entre outros.

Segundo Fontana (2019), é ideal que produtos que ativem 0s mecanismos de
defesa da planta sejam aplicados preventivamente, pois uma planta injuriada necessita de
maiores taxas metabdlicas para manutencdo e respiragdo, resultando muitas vezes em

reducdo do desempenho.



Tabela 3 - Influéncia de espécies de Monosporascus nas variaveis morfologicas do meloeiro.
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Espécies CPA MFPA MSPA CSR MFR MSR
10 20 30 10 20 30 10 20 3° T 10 220 3 2 30

M. semiaridus 6,830 847b 16,11b 0,33c 0,78c 3,13pb 0,03c 0,07c 0,15b 3,70b 5,30a 5,00b 0,03a 0,06c 0,2lc 0,02a 0,03b 0,02b
M. caatinguensis 9,18a 13,30a 21,79a 0,60a 2,89a 7,04a 0,05a 0,44a 0,27a 4,04a 6,15a 7,25a 0,03a 0,10a 0,37a 0,02a 0,04a 0,03a
M. brasiliensis 7,12b 14,32a 1517bc 047b 2,80a 3,90b 0,04b 0,40a 0,18 361b 534a 5,16b 0,03a 0,10a 0,29 0,02a 0,04a 0,02b
M. nordestinus 7,07b 9,58b 12,86cd 0,36c 1,05b 3,07b 0,04b 0,18b 0,16b 2,53c 5,12a 4,12c 0,03a 0,04b 0,14d 0,02a 0,03b 0,02b
M. mossoroensis  7,24b  9,87b  11,94d 0,48b 1,20b 3,50b 0,04b 0,15b 0,15b 3,50b 6,052 5,22b 0,03a 0,04b 0,21c 0,02a 0,03b 0,02b
M. cannonballus  5,18c 6,10c 6,12e 0,21d 0,33d 0,60c 0,03c 0,05d 0,08c 347b 3,68b 4,13c 0,03a 0,03d 0,05 0,02a 0,03b 0,02b

! Comprimento da parte aérea (CPA); Massa fresca da parte aérea (MFPA); Massa seca da parte aérea (MSPA); Comprimento do sistema radicular (CSR); Massa fresca da raiz

(MFR); Massa seca da raiz (MSR).

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para a interacio espécies x produtos, podemos observar que o produto Bion®
proporcionou 0s maiores valores para as varedveis comprimento, massa fresca e seca para
raiz e parte aérea, ndo diferindo do tratamento com BioBacter® , para o isolado M.
caatinguensis, onde obteve valores iguais ou maiores que o produto Bion®.

Estes resultados ndo corroboraram com o trabalho realizado por Cabral (2010),
que ao trabalhar com o patossistema mancha-aquosa x meloeiro amarelo, utilizando
Bion® , obteve diminuicdo no crescimento das plantulas, sendo este efeito atribuido ao
custo da transferéncia de processos metabolicos envolvidos no crescimento, para a sintese
de compostos relacionados a defesa da planta (BUZI et al., 2004).

Estas mudancas morfologicas que observamos no crescimento vegetativo

dependem da divisao e expansao de células, sendo esta ultima condicionada a pressao
de turgéncia, processo afetado pela baixa disponibilidade de &gua no solo ou pelo
excesso de transpiracao e danos bioticos provocados no sistema radicular (SANTOS et
al., 2013).

Os nossos valores podem ser justificados possivelmente pela diminuicdo dos
danos, visto que a menores indices de incidéncia e severidade da doenca, durante a
conducdo do experimento, proporcionou menor estresse as células vegetais das plantas,
ndo comprometendo demasiadamente o desenvolvimento vegetativo da cultura.

Apos esta inducdo de resisténcia, as plantas sdo aptas para estabelecer uma
condicdo fisioldgica uUnica, atendendo mais rapidamente e efetivamente, quando s&o
expostas a varios estresses bioticos e abidticos (BRUCE et al., 2007). Com isso, as plantas
de meloeiro submetidas ao estresse bidtico, através das diferentes espécies do fungo
patogénico Monosporascus, obtiveram  diferentes comportamentos em  seu
desenvolvimento morfoldgico, com a aplicacdo dos diferentes produtos comerciais. Em
nossa interacdo, os melhores resultados foram observados para M. caatinguensis, tratados

com Bion® e BioBacter® , para os trés periodos de avaliagio (Tabela 4).



Tabela 4 - Influéncia dos produtos comerciais e das espécies de Monosporascus nas variaveis morfoldgicas do meloeiro.

COMPRIMENTO DA PARTE AEREA

Primeira avaliacéo Segunda avaliacéo Terceira avaliacao

Espécies Bion®  BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter® Unique® Bion® BioBacter®  Unique®
M. semiaridus 9,70aA 5/45bC 5,33 bB 13,34 aB 5,75 bC 6,33 bA 20,84 aB 13,00 bBC 14,50 bA
M. caatinguensis 10,30 aA 10,85aA 6,38 bA 18,00 aA 17,75aA 7,57 cA 27,70aAB 31,33 aA 9,40 cB
M. brasiliensis 10,20aA 6,00 bC 5,19 bB 18,00 aA 17,10 Aa 6,98 bA 27,68 aA 8,90 bCD 8,93 bB
M. nordestinus 8,90aB 7,80aB 4,50 bB 14,99 aB 7,63 bC 6,13 bA 26,03 aA 6,55 bD 6,00 bBC
M. mossoroensis 11,30aA  6,03bC 4,40 bB 1250aB 10,89 aB 6,23 bA 15,60 aC 15,60 aB 4,10 bC
M. cannonballus 5,08bC 4,00 bD 6,45 aA 6,00 aC 6,45 aC 5,86 aA 6,00 aD 4,40 aD 7,95 aBC

MASSA FRESCA DA PARTE AEREA
Espécies . Primejira avaliacéo . . Segur.lda avaliacéo . _ Tercejra avaliacéo .
Bion®  BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter® Unique® Bion® BioBacter®  Unique®

M. semiaridus 0,56 aB 0,20 bC 0,24 bA 161aD 0,36 Bc 0,37 bA 4,70 aC 2,04bCD 2,66 bA
M. caatinguensis 0,80aA 0,87aA 0,26 bA 400aA 3,59aA 0,62 bA 6,93bAB 13,37 aA 0,83 cAB
M. brasiliensis 0,80aA 0,40bB 0,21 cA 4,40aA 3,77 bA 0,51 cA 7,44 aAB 3,58bBC  0,67cB
M. nordestinus 0,50aC 0,40aB 0,16 bA 2,39aC  0,39bC 0,37 bA 8,24 aA 0,46 bD 0,51 bB
M. mossoroensis 0,93aA 0,29bC 0,23 bA 1,75aD  1,39aB 0,45 bA 5,92 aBC 4,36 aB 0,22 bB
M. cannonballus 0,20aD  0,17aC 0,28 aA 0,33ae  0,28aC 0,38 aA 0,45 aD 0,41 aD 0,93 aAB




Tabela 4 — (Continuacao).

MASSA SECA DA PARTE AEREA

Espécies . Prim.eira avaliacdo . ' Sequrlda avaliacéo . : Terc.eira avaliacéo .
Bion® BioBacter® Unique® Bion® BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter®  Unique®
M. semiaridus 0,03aB 0,02bC 0,03 aA 0,13aC 0,03bD 0,04 bB 0,29aB  0,02cD 0,13 bA
M. caatinguensis 0,06 aA 0,06 aA 0,03 bA 0,31aB 0,30aB 0,04 bB 0,29bB 0,43 aA 0,10 cAB
M. brasiliensis 0,06 aA 0,03 bC 0,02 bB 0,45aA 0,50 aA 0,30 bA 0,39aA 0,35aA 0,11 bAB
M. nordestinus 0,05aA 0,04aB 0,02 bB 0,40aA 0,05cD 0,20 bA 0,22aBC 0,16 abC 0,11 bAB
M. mossoroensis 0,06 aA 0,03bC 0,03 bA 0,18aB 0,18 aC 0,09 aB 0,20 aC 0,22 aB 0,03 bB
M. cannonballus 0,03aB 0,02 bC 0,04 aA 0,05aC 0,05ab 0,05aB 0,06aD  0,07aCD 0,10 aAB
COMPRIMENTO DO SISTEMA RADICULAR
Espécies _ Prim_eira avaliacéo _ _ Segu_nda avaliacéo _ _ Terc_eira avaliacéo _
Bion® BioBacter® Unique® Bion® BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter®  Unique®
M. semiaridus 4,12bA 5,00 aA 2,83 bA 514aB 4,50aC 3,63 aA 8,08aA  5,05bC 6,70 aA
M. caatinguensis 4,30 bA 6,00 aA 3,30 bA 8,00 aA 8,25aA 4,03 bA 8,06 aA  8,68aA 5,00 bB
M. brasiliensis 4,30aA 3,00 bB 4,83 aA 7,38aA 5,50 bB 3,13cA 798aA  4,17bCD 3,33 bBCD
M. nordestinus 2,80aB 3,30 aB 1,50 bB 7,22aA 4,13bC 4,00 bA 6,86aA  2,50bC 3,00 bCD
M. mossoroensis 2,92aB 4,20aB 3,40 aA 7,53aA 6,32aB 4,30 bA 6,50aA  6,75aB 2,40 bD
M. cannonballus 2,75aB 3,00 aB 3,50 aA 350aB 2,76 aC 4,78 aA 4,50 aB 3,33aD 4,55aBC




Tabela 4 — (Continuacao).

MASSA FRESCA DA RAIZ

Espécies . Prim.eira avaliacdo . ' Sequrlda avaliacéo ' : Terc.eira avaliacéo .
Bion® BioBacter® Unique® Bion® BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter®  Unique®
M. semiaridus 0,03aB 0,03aC 0,03 aA 0,13aC 0,03bD 0,04 bB 0,29aB 0,23 aB 0,15 bA
M. caatinguensis 0,06 aA 0,06 aA 0,03 dA 0,23bB 0,50 aB 0,04 cB 0,29bB 0,44 aA 0,10 cAB
M. brasiliensis 0,06 aA 0,03 bC 0,03 bA 0,38 bA 0,65aA 0,30 bA 0,39aA  0,34aA 0,11 bAB
M. nordestinus 0,05aA 0,04aB 0,03 bA 0,20bB 0,05c¢cD 0,30 aA 0,25aBC 0,16 abC 0,11 bAB
M. mossoroensis 0,05aA 0,03bC 0,03 bA 0,18aB 0,18 aC 0,09 aB 0,21bC 0,27 aB 0,10 cB
M. cannonballus 0,04aB 0,03aC 0,03 aA 0,05aC 0,06 ab 0,05 aB 0,07ab 0,10 aCD 0,15 bA
MASSA SECA DA RAIZ
Espécies _ Prim_eira avaliacéo _ _ Segu_nda avaliacéo _ _ Terc_eira avaliacéo _
Bion® BioBacter® Unique® Bion® BioBacter® Unique® Bion®  BioBacter®  Unique®
M. semiaridus 0,02bA 0,02 ab 0,02 bA 0,02bC 0,02bD 0,03 aA 0,15bC 0,20 abC 0,13 bA
M. caatinguensis 0,03aA 0,04 aA 0,02 aA 0,03bB 0,24 aA 0,03 bA 0,24bB 0,40 aA 0,05cB
M. brasiliensis 0,03aA 0,02aB 0,02 aA 0,07bA 0,13 aB 0,03 cA 0,35aA 0,30aB 0,05 bB
M. nordestinus 0,02aA 0,02aB 0,02 aA 0,06 aA 0,03bD 0,03 bA 0,22aAB 0,06 bD 0,04 bB
M. mossoroensis 0,02aA 0,02aB 0,02 aA 0,04bB 0,06 aC 0,03 bA 0,20aAB 0,20 aC 0,06 bB
M. cannonballus 0,02aA 0,02aB 0,02 aA 0,03aB 0,03aD 0,03 aA 0,04 aD 0,06 aD 0,04 aB

*Valores seguidos pelas mesmas letras mindsculas nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Dunnett, ao nivel de 5% de

probabilidade.



3.3 Influéncia dos produtos comerciais no aumento da producéo enzimatica

A aplicacio do Bion® proporcionou uma maior atividade da quitinase (QUI), na
pré-semeadura e 7 DAS, sendo mais evidente em plantas inoculadas com as espécies M.
semiaridus (4830), M. cannonballus (2429) e M. caatinguensis (4833) (Figura 3A).

Figura 3 — Atividade enzimatica da quitinase, em raizes de meloeiro, inoculados com
espécies de Monosporascus em resposta a aplicacdo dos produtos comerciais, Bion® (a),
Biobacter® (b) e Unique® (c).
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Entretanto, para a espécie M. mossoroensis (4857), a maior atividade da QUI foi
observada na aplicacio pré-semeadura (Figura 3A). Ja para o Biobacter®, as plantas
inoculadas com o M. semiaridus (4830) apresentam maior atividade da QUI, nas fases de
pré e 7 DAS, respectivamente (Figura 3B).

Vale destacar que para o M. brasiliensis (4839), a atividade da QUI reduziu em
funcdo da época de avaliagdo (Figura 3B). As plantas tratadas com o Unique®
apresentaram maior atividade da QUI, nas duas primeiras avaliagdes (Figura 3C).
Entretanto, os maiores valores foram observados nas plantas inoculadas com o M.
mossoroensis (4857), na pré semeadura e o M. semiaridus (4830) aos 7 DAS (Figura
3C). Esses resultados sugerem que 0 aumento da atividade da QUI, promovida pelos
eliciadores testados, acontece principalmente nos primeiros dias apds as aplica¢des, bem
como em funcdo da espécie de Monosporascus. A maior atividade da QUI, nas
primeiras avaliacfes, ocorreu provavelmente devido a inducdo por volateis
sintetizados preliminarmente (ALMEIDA et al, 2012). A super expressdo de genes de
QUI, em plantas, tem aumentado a resisténcia dessas plantas a patégenos, uma vez que
a enzima catalisa a hidrolise dos polimeros quitina, componentes principais das paredes

celular dos
fungos, podendo apresentar atividade antimicrobiana (VAN LOON, 2006).

Além disso, grande variedade de QUI pode ser encontrada entre as espécies de
fungos, os quais podem produzir essa enzima para degradar o substrato e obter nutrientes
gue garantam sua sobrevivéncia, quando submetidos a condi¢fes adversas, o que explica
a diferenca da atividade da QUI ,em funcdo das espécies de Monosporascus estudadas
(HOMTHONG et al, 2016). Resultados semelhantes foram observados por Ji e Kuc
(1996), em meldo sobre Colletotrichum lagenarium. No patossistema caupi-
Macrophomina phaseolina, a atividade da enzima quitinase mostrou-se efetivamente
aumentada nos tratamentos com Bion® , em associacdo com o patdgeno ou isoladamente
(SOBRINHO, 2004).

Sob aplicacdo do Bion®, a atividade da enzima glucanase (GLU) foi maior em
plantas inoculadas com as espécies M. semiaridus (CMM4830) e M. caatinguensis
(CMM4833) aos 14 DAS (Figura 4A). Porém, quando as plantas foram inoculadas com o
M. cannonballus (CMM2429) e M. brasiliensis (CMM4839), o pico de atividade da GLU
ocorreu aos 7 DAS (Figura 4A).

As plantas tratadas com o Biobacter® apresentaram maior atividade da GLU aos
14 DAS, com destaque para as que foram inoculadas com o M. semiaridus (CMM4830)
(Figura 4B). Ja coma aplicagdo do Unique®, as maiores atividades da GLU foram obtidas



aos 14 DAS em plantas inoculadas com o M. cannonballus (CMM2429) e aos 7 DAS
com o M. brasiliensis (CMM4839) (Figura 4C).

Figura 4 — Atividade enzimatica da -1,3-glucanase em raizes de meloeiro inoculadas
com espécies de Monosporascus em resposta a aplicagdo dos produtos comerciais, Bion®
(a), Biobacter®(b) e Unique®(c).
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O aumento da atividade da B-1,3-glucanase, nas raizes de meloeiro, em funcéo da
aplicacdo dos indutores de resisténcia e as especies de Monosporascus evidenciam o papel
da B-1,3-glucanase, no mecanismo de defesa do meloeiro contra Monosporascus spp.,
pois o0 substrato paraa enzima, o 3-1,3-glucano é um dos principais componentes daparede
celular dos fungos (GUPTA et al., 2013). Entretanto, o Bion® possui em sua composi¢o
0 acinbenzolar-S-metil, um anélogo do &cido salicilico, o qual é um indutor de resisténcia
de amplo espectro (BURKETOVA et al., 2015). J4 o Biobacter® e Unique® séo
fertilizantes a base de zinco e cobre, respectivamente, os quais podem agir melhorando o
aspecto nutricional das plantas, deixando mais resistente, como também causando danos
na parede celular dos fungos.

Esses fatores contribuem para o aumento de enzimas relacionadas com a defesa
das plantas. Altos niveis desta enzima estdo associados com maior resisténcia a doencas
e, portanto, sdo Uteis marcadores bioquimicos de resisténcia induzida (OOSTENDORP
etal., 2001; BUZI et al, 2004; POZO et al., 2005).

Em plantas de mamoeiro, a inducdo de resisténcia a podriddo radicular por
indutores bioticos e abiodticos foi constatada pelos incrementos na atividade da B-1,3-
glucanase, apds pulverizacdo das plantas com fungicidas, indutores abidticos néo
fungicidas e com o indutor biético (Saccharomyces cerevisiae) (TAVARES et al., 2009),
resultados semelhantes ao do presente estudo. Corroborando com essas afirmagdes, Tuzun
et al, (1989) observaram uma correlacdo positiva entre inducdo de resisténcia a
Phytophthora parasitica Dastur, em fumo e ativagdo de 3-1,3-glucanase, sugerindo que
as plantas induzidas ficam sensibilizadas e respondem mais rapidamente do que as plantas
do tratamento controle e que a B-1,3-glucanase € um componente da resposta de defesa
da planta para restringir o desenvolvimento do patdgeno.

A atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase (FAL) foi maior aos 7 DAS
sob a aplicacdo do Bion®, com destaque para as plantas inoculadas com as espécies M.
caatinguensis (CMM4833), M. cannonballus (CMM2429) e M. semiaridus (CMM4830),
respectivamente (Figura 5A). Sob aplicacdo do Biobacter® os resultados foram
semelhantes, com a maior atividade da FAL observada nas plantas inoculadas com o M.
semiaridus (CMM4830) (Figura 5B). Em funcio da aplicacdo do Unique®, os maiores
valores para a FAL foram obtidos em plantas inoculadas com o M. caatinguensis
(CMM4833) aos 14 DAS e o M. semiaridus (CMM4830) em plantas inoculadas aos 7
DAS (Figura 5C).



Figura 5 — Atividade enzimatica da fenilalanina amonia-liase, em raizes de meloeiro,
inoculados com espécies de Monosporascus e m resposta a aplicagdo dos produtos

comerciais Bion® (a), Biobacter®, (b) e Unique®(c).
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A maior atividade da FAL aos 7 DAS estar associada tanto ao processo infeccioso
proporcionado pelas espécies de Monosporascus, como também pelo processo de inducéao
da resisténcia, ja que foi observado comportamento distinto entre os indutores testados.
Essa enzima esta envolvida no primeiro passo da sintese dos fenilpropanoides, com a
conversao de fenilalanina em acido-trans-cindmico, o que resulta em compostos como as
fitoalexinas e, principalmente, lignina, que conferem resisténcia a parede celular e atuam
como sinalizadores e em respostas de defesa (LORENZETTI et al., 2018).

Alguns autores evidenciam que a ativagdo da fenilalanina amonia-liase € induzida
por outros fatores, como ferimento (SALTVEIT, 2000) ou luz (CHEN et al., 2002),
ocorrendo o pico da atividade enzimética entre 24 e 48 horas apds a inducdo. Por outro
lado, trabalhos com indutores bidticos e abidticos em bananeira (Musa spp.) e feijoeiro
tem evidenciado o pico de atividade tardiamente, ocorrendo entre 6 e 12 dias apos a
indugdo (CAMPOS et al., 2003; SARAVANAN et al., 2004), corroborando com o
resultado do presente trabalho, onde o pico de atividade se deu 7 DAS (primeira
avaliacdo). Esses resultados evidenciam o papel da inducédo de resisténcia em plantas, uma
vez que essa enzima possui um papel muito importante na ramificacdo do metabolismo

primario para formagdo de metabdlitos secundarios.

4. CONCLUSAO

Os produtos Bion® e BioBacter® aplicados em sementes e plantulas de meloeiro
favoreceram a reducéo da incidéncia e severidade, quando realizadas trés aplicacdes, com
destaque para M. brasiliensis e M. caatinguensis que néo diferiram da testemunha.

Para as variaveis morfologicas, comprimento, massa fresca e massa seca de parte aérea
e raiz, os isolados M. brasiliensis e M. caatinguensis foram 0s que obtiveram os maiores
valores, quando aplicados os produtos Bion® e BioBacter®, corroborando com os
resultados de incidéncia e severidade.

Os produtos comerciais utilizados influenciaram positivamente, aumentando a
atividade das enzimas quitinase, fenilalanina amonia-liase e pB-1,3-glucanases e,
consequentemente, favoreceram a reducédo da incidéncia e severidade, que por sua vez
foram benéficos para manter o desempenho nas caracteristicas fisicas de desenvolvimento

da plantula de meloeiro amarelo.



E ideal que os produtos que ativem os mecanismos de defesa da planta sejam aplicados
preventivamente, pois uma planta injuriada necessita de maiores taxas metabdlicas para

manutenc&o e respiragéo.
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