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RESUMO

Um dos maiores percalgos no cultivo do meldo sdo as perdas p6s-colheita, atribuidas
principalmente a podriddo causada por diversos fungos do género Fusarium. Este fato se agrava
devido aos sintomas se manifestarem de forma tardia, detectados normalmente quando os frutos
chegam ao mercado importador, gerando grandes prejuizos aos produtores de meldo. Na busca
por métodos eficientes e sustentaveis ao manejo da podriddo do Fusarium, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar a eficiéncia da técnica de termoterapia isoladamente (imergindo os
frutos em agua quente a 58 °C por 90s), ou associada a produtos alternativos ao Magnate®, em
meldes inoculados com dois isolados de Fusarium falciforme. A atuacdo dos tratamentos na
qualidade dos frutos foi avaliada por parametros fisico-quimicos, severidade da doenca e
andlises enzimaticas. O ensaio in vitro identificou que o dleo essencial (OE) de canela, em sua
menor concentragdo (0,0625% v/v) inibiu 100% do crescimento micelial de ambos os isolados,
ndo diferindo do Copper Crop® e Magnate®. Ja os frutos tratados com OE de canela, Cooper
Crop® e termoterapia de forma isolada apresentaram reducdo na podriddo do meldo, entretanto,
ao associar os produtos com a termoterapia foi alcancado um controle mais eficiente. A
termoterapia associada ao Cooper Crop® proporcionou a maior reducio na podriddo do mel3o,
diminuindo os danos causados pelos dois isolados de F. falciforme e indicando uma eficiéncia
superior ao Magnate®. Esse tratamento também proporcionou menor nivel de peroxido de
hidrogénio (H202) nos frutos inoculados e mostrou atuacdo nas enzimas peroxidase (POX) e
polifenoxidase (PPO). Portanto, a termoterapia associada ao Cooper Crop®, além de conter
compostos antifangicos em sua composi¢do, também induziu os mecanismos de defesa do fruto
e pode ser utilizado como uma alternativa no controle da podriddo do meléo.

Palavras-chaves: Cucumis melo. fungos. pos-colheita. enzimas. 6leos essenciais.



ABSTRACT

One of the biggest mishaps in melon cultivation are the post-harvest losses, mainly attributed
to rot caused by several fungi of the genus Fusarium. This fact is aggravated because the
symptoms manifest late, usually detected when the fruits arrive to the importing market,
generating great losses to the melon producers. In the search for efficient and sustainable
methods to manage Fusarium wilt, the present work aimed to evaluate the efficiency of the
thermotherapy technique alone (immersing the fruits in hot water at 58 °C for 90s), or associated
with alternative products to Magnate®, in melons inoculated with two isolates of Fusarium
falciforme. The performance of the treatments on fruit quality was evaluated by
physicochemical parameters, disease severity and enzymatic analyses. The in vitro assay
identified that the essential oil (EO) of cinnamon, in its lowest concentration (0.0625% v/v)
inhibited 100% of the mycelial growth of both isolates, not different from Copper Crop® and
Mgnate®. The fruits treated with cinnamon OE, Cooper Crop® and thermotherapy alone
showed a reduction in the melon rot, however, when associating the products with
thermotherapy a more efficient control was achieved. The thermotherapy associated with
Cooper Crop® provided the greatest reduction in melon rot, reducing the damage caused by the
two isolates of F. falciformes and indicating a higher efficiency than Magnate®. This treatment
also provided a lower level of hydrogen peroxide (H20>) in the inoculated fruits and showed
action on the enzymes peroxidase (POX) and Polyphenoxidase (PPO). Therefore, the
thermotherapy associated with Cooper Crop®, besides containing antifungal compounds in its
composition, also induced the defense mechanisms of the fruit and can be used as an alternative
in the control of melon rot.

Keywords: Cucumis melo. fungi. postharvest. enzymes. essential oils.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil esta inserido no cenario mundial como o terceiro maior produtor de frutas,
estando atras da China e india. Diante desse cenario, segundo dados da Secretaria de Comércio
Exterior (SECEX) e do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o meldo
(Cucumis melo L.) é uma cucurbitécea de grande importancia econébmica para 0 agronegacio
brasileiro, ocupando a segunda posicdo no ranking das exportacdes de frutas brasileiras
chegando a exportar 181 mil toneladas de meldo na safra 2022/2023 (Mapa, 2022; Hfbrasil,
2023). Os principais Estados produtores de meldo no Brasil estdo na regido Nordeste, com
destaque para o Rio Grande do Norte, tendo uma area plantada de 18 mil hectares. Cerca de 2/3
do que é produzido é destinado ao mercado externo, sendo os principais importadores: Espanha,
Holanda e Reino Unido. O setor é de extrema importancia social a regido, gerando mais de 20
mil empregos diretos e 50 mil indiretos (Abrafrutas, 2022; Mapa, 2022).

E uma atividade rentavel, no entanto, um dos maiores percalgos nas exportacdes de
mel&o sdo as significativas perdas ao longo do seu trajeto. Fatores como doencas fungicas,
danos mecanicos, desordens fisiologicas ou a combinacao deles lideram as causas das perdas
pos-colheita (Chitarra e Chitarra, 1990). O meldo é bastante susceptivel as infeccdes por
patogenos, principalmente a contaminacdo por Fusarium sp., sendo um dos fitopatdgenos
causadores da podriddo, esse fenémeno se agrava devido aos sintomas que aparecem de forma
tardia, durante o seu processo de amadurecimento, normalmente quando os frutos chegam aos
paises importadores, gerando grandes prejuizos aos produtores (Terao et al. 2014; Oster et al.,
2018).

O meldo Galia (Cucumis melo cv. reticulatus) é uma variedade nobre israelense que
conquista 0 mercado interno e externo, pois, apresenta sabor doce e aromatico. Entretanto
possui vida util de prateleira relativamente curta, devido a rapida deterioracéo fisiologica e
ataque de fungos (Fallik et al., 2000; Terao et al., 2021) e, entre 0s mais persistentes nas
contaminacgdes em meldes, estdo os fungos do género Fusarium.

O género Fusarium pertence ao filo Ascomicota, ordem Hypocreales e familia
Hypocreaceae (Leslie; Summerell, 2006). As espécies de Fusarium sdo bem conhecidas por
sua abundancia, diversidade e estilo de vida cosmopolita. Muitos membros do
género Fusarium estdo associados aos hospedeiros vegetais, seja como patdgenos vegetais,
saprofitos, invasores secundarios e/ou endéfitos. Varias espécies ja foram relatadas causando
podriddo em meldo, tanto nos frutos, quanto nas plantas (Araujo et al., 2021; Lima, et al., 2021;

silva et al., 2023). Recentemente foram relatadas cinco espécies de Fusarium spp. causando
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podriddo em frutos de meloeiro produzidos no Rio Grande do Norte e Ceard, dentre essas
espécies, o Fusarium falciforme foi descrito como um dos mais frequentes e agressivos (Araujo
et al., 2021; Nogueira et al., 2023).

O processo de infeccdo do Fusarium em melGes ainda ndo foi bem explanado, no
entanto, alguns estudos acreditam que pode ocorrer ainda em campo (pré-colheita), no momento
da colheita, nos procedimentos pds-colheita, ou até mesmo colonizar como endofito, podendo
tornar-se patogénico durante o seu processo de maturacao. O patdgeno continua a sua patogenia
mesmo apds a transferéncia as cdmaras frias, podendo deteriorar completamente o fruto ou
causar lesGes que afetam a sua comercializacdo (Oster et al., 2018; Aradujo, 2020).

O uso de fungicidas sintéticos também tem sido uma estratégia de controle de doengas
causadas por fungos na poés-colheita do meldo. No entanto, seu uso excessivo e improprio na
agricultura pode trazer problemas que levam a contaminagdo ambiental, podem deixar residuos
consideraveis em produtos agricolas e resisténcia a fitopatégenos (Maia et al., 2015).

Diante deste cenario e da preocupacdo com a saude da populagéo, a Unido Europeia,
principal importador de mel&o brasileiro, estabeleceu Limites Maximos de Residuos (LMR)
para pesticidas sobre produtos alimenticios, retirando do mercado europeu todo produto que
extrapole os niveis permitidos, tornando imprescindivel o desenvolvimento de técnicas
alternativas e eficazes para o controle de doengas no meldo (Albuquerque E Nascimento, 2020).
O Imazalil (Magnate®) é o ingrediente ativo mais utilizado para o controle da podriddo causada
por Fusarium em meldo, mas, existe uma preocupacdo quanto a continuacdo do uso deste
produto na Europa devido a preocupacdo relativa aos danos que ele possa trazer a saude da
populacdo. Com isso, varias exigéncias estdo sendo impostas para adequar o LMR e, caso essas
medidas ndo sejam eficientes, € cogitada a hipotese de banimento do seu uso na Europa
(European Food Safety Authority et al., 2023). Como a Europa € o principal importador do
melZo brasileiro, é grande a necessidade de alternativas para substituir o Magnate®, e minimizar
0s danos ocasionados por esses patdgenos nessa cultura.

Algumas técnicas alternativas para o controle de doencas, tais como a utilizacao de
tratamentos fisicos (termoterapia e refrigeracdo), 6leos essenciais, € compostos a base de cobre
(Cu) obtidos na forma de complexo organico, ganharam grande interesse nos Gltimos anos para
controlar muitas doencas pos-colheita em frutas e vegetais, devido a auséncia de residuos no
produto tratado, e minimo impacto ambiental (Aradjo, 2020).

A termoterapia € um método fisico bastante estudado e utilizado para o controle de
diferentes frutiferas, tais como: mangueira, meldo, magd e maméo, para o controle da podridao

pos-colheita, ocasionada por diversas espécies de fungos (Kabelitz et al., 2019; Terao et al.,
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2021; Rodrigues et al., 2021). O Brasil faz uso da termoterapia em mangas destinadas a
exportacdo, para o controle da mosca das frutas (Anastrepha grandis). JA em meldo, essa técnica
ainda ndo é utilizada de forma comercial, no entanto, Israel, Egito e Marrocos adotaram a
termoterapia de forma comercial (Araujo, 2020). Esta técnica € aplicada na forma de imerséo
dos frutos em agua quente, vapor ou lavagem e escovagao com agua quente). As temperaturas
e duracdo de aplicacdo utilizadas dependem da técnica aplicada e do tipo de fruto (Fallik et al.,
2000; Usall et al., 2016; Terao et al. 2018).

A termoterapia atua tanto de forma superficial, ajudando a remover e erradicar
patdégenos ou pragas presentes na superficie da fruta, quanto sistemicamente, aumentando a
atividade das enzimas relacionadas a defesa, tais como as enzimas peroxidase (POX) e
polifenoxidase (PPO) (Terao et al., 2018). Estas enzimas estdo envolvidas no processo de
detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), especialmente o perdxido de
hidrogénio (H202) que, em excesso, causa estresse oxidativo, portanto a POX e PPO ajudam a
manter os niveis ndo toxicos, evitando danos oxidativos na espécie vegetal, (Moller et al., 2007;
Maia et al., 2012).

A termoterapia adia também o amadurecimento dos frutos, retardando o
apodrecimento e mantendo a qualidade dos frutos durante seu destino e comercializagédo
(Sivakumar e Fallik, 2013). Segundo Terao et al., (2021) a aplicacdo da termoterapia
mergulhando o meldo Galia na dgua quente a 52 °C por 2 minutos foi satisfatoria no controle
da podridao, com eficiéncia equivalente ao Imazalil. Embora essa técnica tenha apresentado
eficiéncia, o fungo néo foi totalmente controlado, o0 que continua a ocasionar crescimento dos
fungos nos frutos, resultando em prejuizos para os produtores. Por isso, a associacdo de técnicas
com a termoterapia pode proporcionar controle total desses fungos nos meldes que passam
aproximadamente 30 dias para chegar ao mercado importador. Outro estudo foi realizado por
Araujo (2020), utilizando a associa¢do da termoterapia (58 °C por 30s) com 6leos essenciais de
citronela (2% v/v), e melaleuca (2,5% v/v) em meldo. A autora da pesquisa verificou nesse
estudo resultados eficientes no controle da podriddo causada por F. falciforme.

Os Oleos essenciais (OEs) de vegetais possuem notavel eficacia antifingica,
permitindo sua aplicacdo no manejo ecologicamente correto, na pos-colheita, prolongando os
periodos de transporte e armazenamento de frutos nos mercados (Nabigol et al., 2011; Park et
al., 2017). Os OEs estendem a estabilidade dos alimentos durante o armazenamento, inibindo a
deterioracdo, ou o crescimento de microrganismos patogénicos e protegendo contra a oxidagéo.
Apesar de sua eficdcia, a aplicacdo ainda ndo é vastamente utilizada pelas industrias

alimenticias devido aos obstaculos intrinsecos, como a baixa solubilidade em 4&gua,
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biodisponibilidade, volatilidade e estabilidade no sistema alimentar (Prakash, Bhanu et al.,
2018). A utilizagdo de OEs de espécies aromaticas, isolados, ou em combinagdo com outros
métodos tem um importante papel no controle de fitopatdgenos, contribuindo para a reducdo
do uso de fungicidas e, por conseguinte, menor impacto ao ambiente (Maia, et al. 2015). O
acido cindmico (4.000 mg L 1), principal constituinte do OE de canela foi aplicado em frutas
citricas contra a podriddo azeda causada por Geotrichum citri-aurantii, onde reduziu a
incidéncia da doenga para 38,31% (Cheng et al., 2022).

Outros produtos que podem ser alternativas a redugdo dos problemas ocasionados por
espécies de Fusarium em melGes, sdo aqueles a base de cobre. Estes apresentam diversos sitios
de acdo, assim tem menor risco de patdgenos desenvolverem resisténcia a esses produtos. Os
fons de cobre (Cu*?) atuam nas células dos fungos, blogueando enzimas envolvidas no processo
de respiracdo, inibem a sintese de proteinas, reduzem a atividade da membrana celular e de
organelas que afetam as trocas de elementos. Oxidos cuprosos e oxicloretos s&0 compostos
altamente insolUveis que atuam na parede celular e membranas de fungos e bactérias sem
penetrar profundamente no interior da célula. Por exemplo, o Copper Crop®, este apresenta na
sua composi¢do nitrogénio (N) 4,09 % (54,81 g/L); cobre (Cu) 10,0% (134 g/L), e carbono
organico 3,53%. Todos os elementos sollveis em agua e complexados por aminoacidos 5%. A
aplicacdo de Copper Crop®, 8 ml/L em frutos de meloeiro, pés-colheita, proporcionou
resultados mais eficientes que o Magnate® no controle do F. falciforme em meldo (Araujo,
2020).

E importante ressaltar que a refrigeracdo também é um método fisico crucial no
armazenamento de frutos, que retarda o desenvolvimento de patdégenos pds-colheita e €
utilizada para manter a qualidade dos frutos por mais tempo, complementando outras técnicas
de armazenamento (Usall, 2016). No caso do meldo, obrigatoriamente, os frutos sdo enviados
do Brasil para Europa sob refrigeracdo. Entretanto, essa técnica utilizada isoladamente ndo é
suficiente para manter a qualidade sanitaria dos frutos, sendo frequente a visualizagdo no
mercado importador do meldo brasileiro, a ocorréncia de frutos contendo sintomas de podridao
ocasionado por Fusarium spp., aumentando a necessidade de estudos com diferentes formas de

manejo.
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2. TERMOTERAPIA ASSOCIADA A PRODUTOS ALTERNATIVOS NO MANEJO
DA PODRIDAO DO MELAO CAUSADA POR Fusarium falciforme

RESUMO

Na busca por métodos eficientes e sustentaveis para 0 manejo da podriddo de Fusarium em
mel&o, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia da termoterapia, isoladamente
ou em combinagdo com produtos alternativos ao Magnate®, em meldes inoculados com dois
isolados de Fusarium falciforme. O efeito dos tratamentos na qualidade dos frutos foi avaliado
por meio de parametros fisico-quimicos, severidade da doenca e analises enzimaticas. Os
experimentos in vitro mostraram que a concentracao mais baixa (0,0625% v/v) de 6leo essencial
de canela foi a mais eficaz no controle do crescimento micelial de ambos os isolados,
demonstrando efeitos comparaveis aos observados com Copper Crop® e Magnate®. Nos
experimentos in vivo, o tratamento dos frutos com termoterapia combinada com Cooper Crop®
reduziu bastante a podriddo do meldo, diminuiu os danos causados pelos dois isolados de F.
falciforme e foi mais eficaz que Magnate®. Este tratamento produziu menor nivel de perdxido
de hidrogénio nos frutos inoculados, mantendo assim as membranas celulares. Contém
compostos antifingicos inerentes a sua composicao e exerce influéncia nas enzimas peroxidase
e polifenoxidase, induzindo assim o mecanismo de defesa do fruto. Portanto, a termoterapia
combinada com Cooper Crop® pode ser utilizada no manejo da podriddo do meldo como
alternativa ao Magnate®.

Palavras-chaves: Cucumis melo. fungos. pos-colheita. enzimas. 6leos essenciais.
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3. INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma das frutas mais consumidas e produzidas no mundo,
segundo dados da Secretaria de Comércio Exterior e do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA). O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores do mundo, e 0
meldo € a segunda fruta mais exportada no Brasil, com 181 mil toneladas de mel&o exportadas
na safra 2022/2023 (Mapa, 2022; HF brasil, 2023). Os principais estados produtores e
exportadores do Brasil sdo Rio Grande do Norte e Ceara, e 0s principais importadores do melao
brasileiro sdo Reino Unido, Holanda e Espanha (Abrafrutas, 2022). O meldo Galia (Cucumis
melo cv. reticulatus) é uma variedade nobre israelense que tem dominado o mercado interno e
externo devido ao seu excelente sabor. No entanto, esta variedade de mel&o tem uma vida util
relativamente curta devido a sua rapida deterioracéo fisiologica e vulnerabilidade ao ataque de
fungos (Fallik et al., 2000; Terao et al., 2021). Predominantemente, os fungos pertencentes ao
género Fusarium sdo os contaminantes predominantes no meléo.

A Podridao do mel&o causada por Fusarium spp. € uma das doengas mais importantes,
causando perdas mundiais e de exportacdo. Fungicidas sintéticos tém sido utilizados no manejo
de doencas causadas por fungos na pos-colheita do mel&o; entretanto, o Imazalil (Magnate®),
ingrediente ativo atualmente utilizado no Brasil para 0 manejo da podriddo do meldo, esta sob
ameaca de proibicdo na Europa, principal importador do meldo brasileiro. A aplicacdo de uma
proibicdo impediria o uso de Magnate® nas exportacdes brasileiras de frutas (European Food
Safety Authority et al., 2023). Assim, ha uma grande necessidade de alternativas para minimizar
0s danos causados por esses patogenos.

Algumas técnicas alternativas ao uso de produtos quimicos para 0 manejo da podridao
em meldo, como tratamentos fisicos (termoterapia e refrigeracdo), 6leos essenciais (OE) e
compostos a base de cobre (Cu) obtidos na forma de complexos organicos, tém ganhado grande
interesse nos Ultimos anos em controlar muitas doencas pos-colheita em frutas e hortalicas
devido a auséncia de residuos no produto tratado e ao minimo impacto ambiental (Aradujo,
2020).

Os OEs vegetais tém notavel eficacia antifungica. Podem ser utilizados no manejo pos-
colheita ecologicamente correto e prolongar os periodos de transporte e armazenamento de
frutas nos mercados (Nabigol et al., 2011; Park et al., 2017). Produtos a base de Cu oferecem
uma alternativa para mitigar problemas causados por espécies de Fusarium em meldes. Esses
produtos tém madaltiplos locais de agdo e estdo associados a um menor risco de patdgenos

desenvolverem resisténcia a eles.
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A termoterapia atua superficialmente removendo e erradicando patégenos ou pragas
presentes na superficie do fruto e sistemicamente aumentando a atividade de enzimas
relacionadas a defesa, nomeadamente peroxidase (POX) e polifenol oxidase (PPO) (Terao,
2018). Essas enzimas estdo envolvidas no processo de desintoxicacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), principalmente do perdxido de hidrogénio (H.0), que, em excesso, causa
estresse oxidativo. Assim, POX e PPO mantém niveis ndo toxicos de EROs e previnem danos
oxidativos em espécies vegetais (Moller et al., 2007; Maia et al., 2012).

Segundo Terao et al. (2021), a aplicacdo de termoterapia mergulhando o meldo Galia
em agua quente a 52°C por 2 min controlou com sucesso a podriddo, com eficécia equivalente
ao Imazalil. Porém, o fungo ndo foi totalmente controlado, o que torna necessario aprimorar a
técnica ou utilizar uma combinacdo de praticas mais eficaz, preferencialmente com custo
semelhante ao produto utilizado pelos produtores de meldo no Brasil. Essa abordagem
facilitaria a exportacdo de meldo brasileiro, garantiria uma producéo de qualidade e apoiaria o
emprego na principal regido produtora de mel&o do Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito da termoterapia isoladamente e combinada com alternativas ao Magnate® em meldes

inoculados com dois isolados de F. falciforme.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLADOS

Dois isolados de F. falciforme foram selecionados da colecdo micologica do
Laboratorio de Fitopatologia e Microbiologia da UFERSA devido a sua agressividade,
ocorréncia frequente nas areas produtoras de meldo do Brasil e comportamento diferenciado
quanto a velocidade de crescimento e grau de agressividade, apesar de pertencentes a mesma
espécie (Araujo et al., 2021).

Esses isolados também estdo depositados na colecdo micoldgica de Lavras (CML)
(Universidade Federal de Lavras - UFLA, Brasil), e as sequéncias estdo armazenadas no
GenBank: Isol (MT476611/ MT461687) e 1so2 (MT476600/ MT461683). Os isolados foram
cultivados em agar batata dextrose (BDA) e incubados em incubadora tipo Biochemical Oxygen
Demand (DBO) a 28°C + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Para os experimentos in vivo, foram preparadas culturas do fungo por 10 dias nas

condigBes descritas acima, e uma solugdo de esporos foi preparada na concentragdo de 1 x 10°
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conidios/mL utilizando um hemocitdmetro. Antes da instalacdo do experimento foi verificada

a patogenicidade dos isolados, confirmando sua natureza patogénica.

4.2. EXPERIMENTO I E Il (IN VITRO): SELECAO DE PRODUTOS E CONCENTRACAO
COM POTENCIAL INIBITORIO DE F. FALCIFORME ISO 1 E ISO 2

Os experimentos in vitro foram conduzidos em laboratério para avaliar o efeito dos
OEs (canela, Cinnamomum cassia L. J. Presl; capim-limdo, Cymbopogon flexuosus D.C.; e
manjericdo, Ocimum basilicum L.) produzidos pela Bioesséncia® (S&o Paulo), bem como o
efeito de Copper Crop® e Magnate® 500 EC no crescimento micelial de dois isolados de F.
falciforme, 1s0l e Iso2. Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com 16 tratamentos e cinco repeticdes: Magnate® (2 ml/L) (concentragdo
utilizada nas fazendas); Copper Crop® (10 ml/L) (dose recomendada pelo fabricante); e os OEs
de canela, capim-limao e manjericdo (concentracGes de 0,5%, 0,25%, 0,125% e 0,0625% v/v,
juntamente com um controle [PDA]). Cada tratamento incorporou 0,05 g/L de antibiotico
tetraciclina no PDA fundido (a aproximadamente 50°C). Posteriormente, as misturas foram
vertidas em placas de Petri e colocadas em incubadora BOD a 28°C + 2°C, com fotoperiodo de

12 horas. A composicao dos OEs e produtos € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Principais composic¢des dos produtos utilizados no controle do Fusarium falciforme.

Produtos Composicao*

Neral (8,37%), Geranial (21,3%) e

Oxido de linalol trans (10,4)

Oleo essencial de capim  Trans — anetol (54,1%) e L — Linalcool

Oleo essencial de canela

limdo (28,81%)
Oleq es_se~nCIaI de Trans — anethole (54,1%) e L — Linalcool (28,81%)
manjericao
Metabolitos secundarios da multiplicacdo microbiana
Copper Crop® controlada + Cobre + Enzimas (xilanase, hemicelulase,
lignase) Cobre + Nitrogénio + Aminoacidos
Magnate® 500 EC Imazalil

*Composicao com 0s principais produtos.

Tween® 20 (1% v/v) foi adicionado como emulsificante a todos os tratamentos com
OE. Um disco de 5 mm de diametro contendo estruturas fungicas (micélios e conidios) foi
transferido da borda de uma col6nia com 12 dias de idade para o centro de cada placa. As placas

foram armazenadas em incubadora BOD a 25°C + 2°C (fotoperiodo de 12 horas). A
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porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIM) foi avaliada no 8° dia de incubacéo
quando o crescimento do controle atingiu 100% em toda a placa. A porcentagem foi calculada
pela formula PIM (%) =[(CA—CT)/CA]*100 , onde CA é o diametro do controle (mm) e CT

é o crescimento radial do tratamento (mm). O Tween® 20 foi testado apenas para verificar se
apresentava atividade inibitoria.

4.3. EXPERIMENTOS Il E IV (IN VIVO): POTENCIAL INIBITORIO DE F.
FALCIFORME 1SO 1

Frutos do meldo Galia cultivar NUN 67007 foram coletados no ano de 2022 em campo
comercial localizado na zona rural do municipio de Mossor6/RN, Brasil (04° 56" 10" S, 37° 28’
12" W). Eles foram selecionados pela uniformidade de maturacdo, auséncia de sintomas e danos
fisicos. Os experimentos foram conduzidos em um DIC, com sete tratamentos (controle,
Magnate®, Copper Crop®, OE de canela, termoterapia, termoterapia + Copper Crop® e
termoterapia + OE de canela) e cinco repeticGes. Cada repeticdo foi representada por 1 fruto,
totalizando 35 frutos por isolado. O experimento foi repetido.

A desinfestacdo da superficie dos frutos foi realizada lavando-os em agua corrente,
mergulhando-os em hipoclorito de sodio 0,1% por 2 min, enxaguando-0s em agua corrente e
borrifando-os com alcool 70%. Apds a secagem natural dos frutos, foram feitas quatro feridas
equidistantes (aproximadamente 3 mm de profundidade) na base do pedunculo, utilizando um
conjunto de trés agulhas previamente desinfetadas com chama (Terao et al., 2017).

Utilizando uma pipeta, uma aliquota de 5 puL de suspensao de conidios (F. falciforme
Isol) na concentracdo de 1 x 106 conidios/mL foi depositada em cada area da ferida da agulha,
totalizando 20 pL de suspensao de conidios por fruto. Os tratamentos (Magnate® [2 ml/L];
Copper Crop® [10 ml/L] e OE de canela [0,0625% v/v]) foram aplicados 12 horas apos a
inoculacdo para garantir a penetracdo dos isolados nos frutos (Terao et al., 2021).

No tratamento controle, uma aliquota com o mesmo volume de agua destilada estéril
foi depositada sobre as feridas dos frutos. Nos tratamentos de termoterapia, os frutos foram
imersos em agua quente por 90 segundos dentro de uma cesta de aco inoxidavel e uma bacia
com agua a 58°C. Apo0s secagem natural, os produtos (Magnate®, Copper Crop® e OE de
canela) foram aplicados com auxilio de pipeta e algodéo estéril, sendo que o pedunculo de cada
fruto recebeu 500 puL de cada produto. Em seguida, os frutos tratados foram armazenados em
camara fria a 8°C x 2°C por 30 dias para simular 0 momento de exportacdo para a Europa.

Nesse periodo foram avaliados severidade da doenga, firmeza da polpa, solidos soluveis totais
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e pH. Para determinar a severidade da doenca, o tamanho das lesdes foi medido nas direc6es
transversal e longitudinal com paquimetro digital (em mm).

A andlise da firmeza da polpa foi realizada cortando-se os frutos longitudinalmente e
fazendo duas perfuracbes na regido da polpa de cada metade dos frutos utilizando um
penetrometro digital de frutos (Homis, 3020), e os resultados foram expressos em N.

O pH foi medido com um medidor de pH de bancada (AK151). Os s6lidos soluveis
totais do suco concentrado da polpa foram determinados em refratdbmetro digital portatil
(MAB8T1) e expressos em °Brix.

4.4. EXPERIMENTOS V E VI (IN VIVO): POTENCIAL INIBITORIO DE F.
FALCIFORME 1SO 2

Estes experimentos foram conduzidos e avaliados nas mesmas condigdes
metodoldgicas, local e época ja descritas no experimento Il e I\VV. O unico diferencial foi o
isolado utilizado (Iso 2). O experimento VI foi a repeticdo do V.

4.5. ANALISES ENZIMATICAS E BIOQUIMICAS

Estas analises foram realizadas para todos os tratamentos in vivo com os dois isolados
de Fusarium. As analises foram repetidas. Amostras de exocarpo foram coletadas de trés frutos
por tratamento ao final do experimento, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer (-80 C) para determinacdo da atividade de POX e PPO e concentracdo de H>O,. Para
obtencdo do extrato enzimatico bruto, foram pesados 0,5 g das amostras do exocarpo e
triturados em almofariz com 25 mg de polivinilpirrolidona (PVP) e nitrogénio liquido.
Posteriormente, foram adicionados 2,5 mL de tampé&o acetato de sddio (100 mM, pH 5,0) e 0,5
mL de EDTA (1 mM) e as amostras foram homogeneizadas. As amostras foram transferidas
para tubos Eppendorf e centrifugadas por 10 min a 4°C e 10.000 x g. O sobrenadante (extrato
enzimatico bruto) foi utilizado nas anéalises (Bezerra e Barreto, 2011).

Para andlise de POX, 25 pL de guaiacol (0,2 M) foram adicionados e misturados com
250 pL de H20- (0,38 M) e 1 mL de tampdo fosfato de sédio (0,2 M, pH 6,0). A mistura foi
agitada suavemente e a reagao foi iniciada apds a adi¢do de 25 pL do extrato enzimatico bruto.
As leituras foram realizadas em espectrofotémetro de 470 nm (Tecnal UV-5100) a cada 10 s
durante 60 s. A atividade enzimatica foi calculada com base na diferenca de absorbancia e no

peso da amostra fresca. O extrato enzimatico foi substituido por agua destilada para as leituras
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do branco (Bezerra e Barreto, 2011). Para a determinagdo da atividade da PPO, 1,8 mL de
tampao fosfato de potéssio (0,05 M, pH 6,0) foram adicionados a 50 puL de extrato enzimatico
e 50 pL de catecol (0,1 M). A mistura foi agitada em vortice por 15 segundos e incubada por
30 minutos a 30°C. Em seguida, os tubos foram transferidos para um banho de agua gelada e
foram adicionados 100 pL de 4cido perclorico (1,4%). Posteriormente, os tubos foram agitados
em voértice e deixados em repouso por 10 min. O extrato enzimético foi substituido por dgua
destilada para leituras em branco. As leituras foram realizadas em espectrofotdometro de 470 nm
(Tecnal UV-5100) a 396 nm (Campos et al., 2004).

O H:0> foi quantificado misturando 75 pL de extrato enzimatico, 75 puL de tampao
fosfato de potassio (10 mM, pH 7,0) e 150 uL de iodeto de potéssio (1 M) em tubos Eppendorf
que foram incubados por 30 min em temperatura ambiente (25°C). C) no escuro. Apds a
incubacéo, as leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 390 nm (Quadros et al., 2019).

4.6. ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade dos dados foi testada e os valores foram submetidos a analise de
variancia por meio do software estatistico SAS (SAS, 2015). O teste de Scott-Knott (p < 0,05)
¢ o teste de Tukey (p < 0,05) foram utilizados para comparar as médias dos experimentos in
vitro e in vivo, respectivamente. Os graficos foram construidos no software SigmaPlot (versdo
15). O Experimento 1V ¢ a repeticdo do experimento Il1, e o experimento VI é a repeticdo do
experimento V, conduzido nas mesmas condic¢des, local e época para confirmar os resultados

para Isol e 1s02, respectivamente.
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5. RESULTADOS

5.1. EXPERIMENTO I E Il (IN VITRO): SELECAO DE PRODUTOS E CONCENTRACAO
COM POTENCIAL INIBITORIO DE F. FALCIFORME ISO 1 E ISO 2

Efeitos significativos do tratamento foram observados para a variavel PIM (p > 0,001)
em ambos os isolados.

Houve 100% de inibicdo do crescimento micelial de ambos os isolados de Fusarium
quando foi utilizado OE de canela nas concentracfes testadas (0,5%, 0,25%, 0,125% e
0,0625%). Este resultado ndo diferiu dos resultados do Copper Crop® e Magnate®, que
também inibiram completamente o crescimento micelial (Figura 1).

O OE de capim-limdo inibiu o crescimento micelial de Fusarium em 100% nas
concentragdes de 0,25% e 0,125%, e na concentracdo de 0,0625%, inibiu o crescimento de 1sol
em 54,2% (Figura 1A) e o crescimento de 1so02 em 50,34% (Figura 1B) em relacdo ao controle
(Fig. 1).

O OE de manjericdo ndo inibiu completamente o crescimento micelial de ambos os
isolados de Fusarium, no entanto, a 0,5%, inibiu o crescimento de Isol em 72% (Figura 1A) e
o0 crescimento de Iso2 em 64,2% (Figura 1B) em relacé@o ao controle. O Tween® 20 apresentou
baixa atividade inibitéria, igual a do OE de manjericdo na concentracdo de 0,0625%, ambas

relativas ao controle, segundo teste de Scott-Knott com nivel de confianca de 5% (Figura 1).
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Figura 1. Média do percentual de inibicdo do crescimento micelial (PIM) in vitro de isolados
de F. falciforme Iso 1 (A) e Iso 2 (B) sob diferentes tratamentos. Médias seguidas de mesma
letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott & 5% de probabilidade. 1 =
Controle; 2 = Magnate; 3 = OE de canela (0,5 %); 4 = OE de canela (0,25 %); 5 = OE de canela
(0,125 %); 6 = OE de canela (0,0625%); 7 = OE de capim limdo (0,5 %); 8 = OE de capim
liméo (0,25 %); 9 = OE de capim limao (0,125%); 10 = OE de capim limdo (0,0625 %); 11 =
OE de manjericdo (0,5%); 12 = OE de manjericdo (0,25%); 13 = OE de manjericdo (0,125%);
14 = OE de manjeric&o (0,0625%); 15 = Copper Crop®; 16 = Tween® 20.
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5.2. EXPERIMENTOS Ill E IV (IN VIVO): POTENCIAL INIBITORIO DE F.
FALCIFORME 1SO 1

Verificou-se efeito significativo para os tratamentos avaliados nas variaveis
severidade, firmeza, pH, POX, PPO e H20: (p <0,05).

O tratamento que causou a menor severidade da doenca nos experimentos Il e 1V foi
a termoterapia + Copper Crop®, reduzindo 29,06 e 28 % respectivamente em relagio ao
controle, ja quando comparado ao Magnate®, essa reducdo foi de 17,2 % e 19,8 %
respectivamente. No experimento 1I1, a termoterapia + Copper Crop®, foi estatisticamente
diferente dos tratamentos controle, OE de canela e termoterapia (Fig. 2A). Ja no experimento
IV a termoterapia + Copper Crop®foi diferente dos demais tratamentos (Fig. 2B).
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Figura 2. Média da severidade da doenca (A e B), em meldo Galia inoculados com F.
falciforme, Iso 1, em funcéo da aplicacdo de produtos, associado ou nao a termoterapia a 58 °C
por 90s. 1 = Controle; 2 = Magnate®; 3 = Copper Crop®; 4 = OE de canela; 5 = termoterapia;
6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela. Médias seguidas da mesma
letra mindscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na firmeza da polpa, o tratamento OE de canela foi o que proporcionou a maior
firmeza em ambos os experimentos. Ele foi estatisticamente diferente do controle, Magnate® e
termoterapia + OE de canela, proporcionando 45,9; 39,6 e 25,9% a mais de firmeza, em relacéo
aos mesmos tratamentos, respectivamente, no experimento Il (Figura 3A), e 50; 32 e 24% a
mais de firmeza, em relacdo aos mesmos tratamentos, respectivamente no experimento 1V

(Figura 3B).
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Na variavel solidos sollveis totais (°brix) ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos em ambos 0s experimentos, de acordo com o teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade (Figura 3C e 3D).

Para o pH no experimento Ill, os frutos tratados com OE de canela apresentaram o
menor valor (5,83), sendo estatisticamente igual ao tratamento termoterapia + Copper Crop®
(5,88) (Figura 3E). Ja no experimento IV, ndo foram observadas diferencas significativas entre

os tratamentos (Figura 3F).
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Figura 3. Média da firmeza da polpa (A e B), solidos soluveis totais (C e D) e pH (E e F), em
meldo Galia inoculados com F. falciforme, Iso 1, em func¢éo da aplicacdo de produtos, associado
ou n&o a termoterapia a 58 °C por 90s. 1 = Controle; 2 = Magnate®; 3 = Copper Crop®; 4 = OE
de canela; 5 = termoterapia; 6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela.
Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Na atividade das enzimas nos experimentos 11 e 1V, o Magnate® foi o tratamento que
apresentou maior atividade da POX nos frutos em ambos 0s experimentos, sendo que no 111, o
Magnate® foi diferente dos demais tratamentos, seguido da termoterapia + OE de canela que
foi estatisticamente igual ao OE de canela (Figura 4A). No experimento IV o Magnate® foi
igual a controle, OE de canela e termoterapia + OE de canela (Figura 4B).

Para a atividade da PPO, no experimento Il a controle foi inferior ao OE de canela,
que foi estatisticamente igual aos demais tratamentos (Figura 4C). J& no experimento 1V, o
controle foi inferior a0 Magnate®, OE de canela, e a termoterapia + Copper Crop®, sendo
estatisticamente iguais aos demais tratamentos (Figura 4D).

Com relagdo a concentragdo de H20>, o controle promoveu maior acimulo, em ambos
os experimentos (111 e 1V). Sendo que no 111 a controle foi estatisticamente diferente apenas da
termoterapia + OE de canela. Ja no experimento IV, o controle foi estatisticamente igual a
termoterapia e a0 Magnate®. Nesses experimentos a termoterapia + OE de canela proporcionou
menor concentracdo de H.O, em relacdo ao controle, sendo estatisticamente igual aos demais

tratamentos (Figuras 4E e 4F).
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Figura 4. Média da atividade enzimatica POX (A), PPO (B), e H20, (C), apds aplicacdo de
produtos, inoculacdo do F. falciforme, 1so 1, associado ou ndo a termoterapia 58 °C por 90s, no
3 = Copper Crop®; 4 = OE de canela; 5 =
termoterapia; 6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela. Médias
seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

meldo Galia. 1 = Controle; 2 = Magnate®;

probabilidade.

5.3. EXPERIMENTOS V E VI

FALCIFORME 1SO 2

(IN VIVO):

POTENCIAL

INIBITORIO DE F.

Houve efeito significativo dos tratamentos avaliados nas seguintes variaveis:

severidade, firmeza, atividades de POX e PPO e concentragcdo de H202 (p < 0,05).
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O tratamento que causou a menor severidade da doenga nos experimentos V e VI foi
a termoterapia + Copper Crop®, sendo estatisticamente diferente dos tratamentos controle,
Copper Crop® e OE de canela. No experimento V, verificou-se que a termoterapia + Copper
Crop® reduziu 29 % a severidade em relagdo ao controle e 14,5 % em relacdo ao Magnate®,
mesmo ndo apresentando diferenca estatistica deste (Figura 5A). J& no experimento VI o
tratamento termoterapia + Copper Crop® proporcionou a menor severidade, sendo diferente
apenas do controle. Assim, observou-se que a termoterapia + Copper Crop® reduziu 25,9 % em
relacdo ao controle e 9,7% em relagdo ao Magnate®, mesmo ndo apresentando diferenca

estatistica deste (Figura 5B).
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Figura 5. Média da severidade da doenca (A e B), em meldo Galia inoculados com F.
falciforme, Iso 2, em funcéo da aplicacao de produtos, associado ou ndo a termoterapia a 58 °C
por 90s. 1 = Controle; 2 = Magnate®; 3 = Copper Crop®; 4 = OE de canela; 5 = termoterapia;
6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela. Médias seguidas da mesma
letra mindscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os frutos apresentaram maior firmeza de polpa nos tratamentos termoterapia + Copper
Crop®, e termoterapia + OE de canela (experimentos V e V1), sendo estatisticamente diferentes
do controle. (Figuras 6A e 6B).

Nas variaveis pH e sélidos sollveis totais (°brix), ndo foram observadas diferencas

entre os tratamentos em ambos os experimentos (Figuras 6C e 6D).
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Figura 6. Media da firmeza da polpa (A e B), solidos soluveis totais (C e D), pH (E e F) em
meldo Galia inoculados com F. falciforme, Iso 2, em func¢éo da aplicacdo de produtos, associado
ou n&o a termoterapia a 58 °C por 90s. 1 = Controle; 2 = Magnate®; 3 = Copper Crop®; 4 = OE
de canela; 5 = termoterapia; 6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela.
Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

Na atividade das enzimas, a termoterapia + OE de canela exibiu maior atividade da
POX nos frutos em ambos 0s experimentos, sendo que no experimento V, a termoterapia + OE
de canela foi igual ao Magnate®, Copper Crop®, OE de canela e termoterapia + Copper Crop®.
Ja a termoterapia foi estatisticamente igual a controle (Figuras 7A). No experimento VI, a

termoterapia + OE de canela foi igual ao Magnate®, Copper Crop® e o OE de canela. (Figuras

7B).



40

Para a atividade da PPO (experimentos V e VI), o controle foi inferior a termoterapia
+ OE de canela e a termoterapia + Copper Crop®, sendo estatisticamente iguais aos demais
tratamentos (Figuras 7C e 7D).

Na concentracdo de H2O>, o controle apresentou a maior concentragdo em ambos 0s
experimentos, sendo que no experimento V, o controle foi estatisticamente igual ao OE de
canela. No entanto, a termoterapia + Copper Crop® proporcionou concentragdo de H,O2 menor
que o controle, sendo estatisticamente igual aos demais tratamentos, em ambos 0s experimentos
(Figuras 7E e 7F).
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Figura 7. Média da atividade enzimatica POX (A e B), PPO (C e D), e H20; (E e F), ap6s
aplicacdo de produtos, inoculacdo do F. falciforme, Iso 2, associado ou nao a termoterapia 58°C
por 90s, no meldo Galia. 1 = Controle; 2 = Magnate®; 3 = Copper Crop®; 4 = OE de canela; 5
= termoterapia; 6 = termoterapia + Copper Crop®; 7 = termoterapia + OE de canela. Médias
seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo enfatiza a eficécia da associacdo entre a técnica de termoterapia e
alternativas ao Magnate® no manejo da podridédo do mel&o.

O OE de canela apresentou grande potencial para inibir o crescimento micelial de F.
falciforme (Isol e 1s02), provavelmente devido a presenca de compostos fungitéxicos em sua
composicdo. Tais efeitos fungitdxicos foram relatados em diversos estudos in vitro, com
redugdes notaveis no crescimento micelial de fungos como Penicillium digitatum e Aspergillus
niger (Noshirvani et al., 2017; Benato et al., 2018). Ao estudar a atividade inibitoria de quatro
OEs volateis de plantas (6leo de canela, 6leo de erva-doce, 6leo de origanum e éleo de tomilho)
no controle in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. fragariae que causa a murcha de Fusarium
em morangueiros, Park (2017) observou que o 6leo de canela foi o mais eficaz na supressao da
germinacao de conidios de F. oxysporum f. sp. fragariae entre os quatro OEs.

Entretanto, alguns estudos in vitro com OEs demonstraram perda de eficacia na
atividade antifungica quando aplicados in vivo devido a interferéncia da temperatura, umidade,
mecanismos fangicos e caracteristicas dos frutos (estdgio de maturacdo, pH e atividade
antioxidante). Certas concentracfes de OEs também podem induzir a fitotoxicidade dos frutos,
causando danos fisicos que criam aberturas para entrada e desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos (Palou et al., 2016; Benato et al., 2018).

No presente estudo, o Copper Crop® também foi altamente eficaz na inibicédo in vitro
de F. falciforme, com efeito igual ao do Magnate®. Segundo o fabricante, o0 Copper Crop® é
derivado de um processo de fermentacdo que combina macronutrientes, micronutrientes e
aminoacidos e fornece Cu na forma de um complexo organico. Torre et al. (2018) relataram
gue os ions cuapricos rompem a membrana celular do fungo, causando desnaturacédo de proteinas
estruturais e induzindo reac6es enzimaticas que bloqueiam a atividade respiratoria e inibem a
germinacdo de esporos. O Copper Crop® é utilizado por produtores no Brasil e pode ser uma
alternativa para substituir fungicidas a base de Cu, pois possui aminoacidos complexos que
auxiliam sua absorcdo pela planta, aumentando assim a atividade de enzimas de defesa e
melhorando a resisténcia ao ataque de fitopatdgenos (Freires et al., 2022).

A termoterapia é uma técnica consagrada no Brasil e tem demonstrado eficacia em
diversas culturas, incluindo manga e laranja. A termoterapia atua na superficie da fruta
(removendo sujeiras e esporos de fungos e micélios e promovendo o selamento da cuticula) e
também induz o sistema de defesa; vem ganhando importancia no manejo da podriddo do melédo
(Yuan, et al., 2013; Terao et al., 2018).
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Segundo Teréo et al. (2021), o uso de termoterapia a 52°C por 2 min em meldo Galia
é eficaz e equivalente ao uso de Magnate®; porém, outros autores defendem que a combinacgéo
de tecnologias tende a ser mais eficaz no controle de fitopatdégenos do que a utilizacdo de uma
técnica isoladamente, pois favorece a manutencdo da qualidade pos-colheita dos frutos
(Murakami et al., 2020; Rodrigues et al., 2021).

No presente estudo com meldo Galia, a comparagéo entre termoterapia combinada com
produtos alternativos e Magnate® mostrou que a associagdo da termoterapia com Copper
Crop® foi mais eficaz por um periodo de 30 dias de armazenamento em camara fria (7°C),
superando Magnate®. Resultados semelhantes foram relatados por Aratjo (2020) ap6s
utilizacdo de Copper Crop® (8 ml/L) combinado com termoterapia (58°C por 30 s) em frutos
de meldo; os frutos permaneceram livres de lesdes aparentes por até 40 dias.

Além disso, o0 presente estudo mostrou resultados satisfatorios da termoterapia
combinada com OE de canela, que reduziu a podriddo do mel&o causada por dois isolados de
F. Falciforme quando armazenados em camara fria (7°C), apresentando eficacia comparavel a
do Magnate®; entretanto, Benato et al. (2018) relataram que a combinacdo de termoterapia
(60°C por 20 s) com OE de canela (0,12 g L-1) reduziu em 40% o desenvolvimento de mofo
verde na laranja. Esses autores também defendem o uso de OEs com propriedades antifungicas
como componentes cruciais para a formulacdo de produtos alternativos, que podem ser
combinados com outros métodos para aplicacdo tanto na agricultura convencional quanto na
organica.

Os efeitos positivos da associacdo da termoterapia com OE de canela podem ser
explicados pela acéo sinérgica que existe entre a atividade antimicrobiana do &cido cinamico
(composto cuja concentracdo é maior no OE de canela) e sua atividade desinfetante sistémica
que induz a atividade de defesa- enzimas relacionadas.

O estresse causado pelo ataque fangico pode causar acumulo excessivo de EROs
(especialmente H20>) nas células vegetais. Esse acumulo excessivo leva ao estresse oxidativo,
ativando mecanismos antioxidantes enzimaticos para manter niveis nao téxicos de ERO. POX
e PPO estdo entre as enzimas relacionadas a esse mecanismo, contribuindo para a remocao de
H20; (Ben et al., 2005; Maia et al., 2012). Nossos resultados estdo alinhados com esses estudos,
ilustrando uma correlacgéo inversa entre as enzimas POX e PPO e H20,, na medida em que 0s
frutos inoculados que ndo receberam nenhum tipo de tratamento (controle) apresentaram
maiores niveis de H202 e menores niveis de POX e PPO.

A firmeza do fruto esta relacionada com a integridade da parede celular. No presente

estudo, a maioria dos produtos e sua combinagdo com a termoterapia afetaram positivamente a
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firmeza dos frutos quando comparados aos frutos ndo tratados. Este fendmeno pode ser
atribuido aos menores niveis de H>O> nas frutas tratadas. Lin et al. (2020) relataram que um
aumento acelerado de H.O; influencia negativamente a firmeza da polpa, aumentando assim a
atividade de enzimas que degradam os polissacarideos da parede celular e aceleram sua
decomposicdo. Consequentemente, isso leva a um amolecimento acelerado da polpa.

Embora o estudo tenha dado bons resultados, os fungos ainda permaneceram
patogénicos, causando a deterioracdo dos frutos. Isto mostra a necessidade de pesquisas
adicionais envolvendo outras dosagens e produtos para desenvolver um método mais eficaz

para o controle da podriddo do mel&o.
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7. CONCLUSOES

A termoterapia combinada com Cooper Crop® proporcionou a maior reducdo da
podriddo do meldo, diminuindo os danos causados pelos dois isolados de F. falciforme e sendo
mais eficaz que Magnate®. Este tratamento também resultou na reducdo dos niveis de H>O>
nos frutos inoculados e afetou a atividade das enzimas POX e PPO. Portanto, a termoterapia
combinada com Cooper Crop® ndo s6 incorporou compostos antifingicos como também
acionou os mecanismos de defesa da fruta. Esta abordagem pode ser utilizada como alternativa
para o controle da podriddo do mel&o.
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ANEXOS
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Figura S1. Crescimento micelial in vitro de F. falciforme sob o efeito de diferentes produtos
e concentragdes. Controle (TEST); Tween® 20 (TW); Copper Crop® (COPP); Magnate®
(MAGN); oleo essencial (OE), concentracbes (0,5; 0,25; 0,125; 0,0625%). Isolados de F.
falciforme: 1so 1 (Genbank MT476611/ MT461687) e Iso 2 (Genbank MT476600/ MT461683)
(Experimentos | e 11).

Figura S2. Podriddao peduncular em meldes 'Galia’ inoculados com F. falciforme (Iso 1)
tratados com diferentes produtos alternativos, associados ou néo a termoterapia, aos 30 dias de
armazenamento em camara fria (Experimento I11, in vivo). Controle (a); Magnate® (b); Copper
Crop® (c); dleo essencial de canela (d); termoterapia (e) termoterapia + Copper Crop® (f);
termoterapia + 6leo essencial de canela (g).

Figura S3. Podriddao peduncular em meldes 'Galia' inoculados com F. falciforme (Iso 1)
tratados com diferentes produtos alternativos, associados ou ndo a termoterapia, aos 30 dias de
armazenamento em camara fria (Experimento IV, in vivo). Controle (a); Magnate® (b); Copper
Crop® (c); Oleo essencial de canela (d); termoterapia (e) Termoterapia + Copper Crop® (f);
Termoterapia + Oleo essencial de canela (g).



Figura S4. Podriddo peduncular em melbes 'Gélia’ inoculados com F. falciforme (Iso 2)
tratados com diferentes produtos alternativos, associados ou ndo a termoterapia, aos 30 dias de
armazenamento em camara fria (Experimento V, in vivo). Controle (a); Magnate® (b); Copper
Crop® (c); 6leo essencial de canela (d); termoterapia () termoterapia + Copper Crop® (f);
termoterapia + 6leo essencial de canela (g).

Figura S5. Podriddao peduncular em meldes 'Galia’ inoculados com F. falciforme (Iso 2)
tratados com diferentes produtos alternativos, associados ou nédo a termoterapia, aos 30 dias de
armazenamento em camara fria (Experimento VI, in vivo). Controle (a); Magnate® (b); Copper
Crop® (c); 6leo essencial de canela (d); termoterapia (e) termoterapia + Copper Crop® (f);
termoterapia + 0leo essencial de canela (g).



