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RESUMO GERAL

O efeito combinado de leveduras antagonistas (Rhodotorula aurantiaca LMAL, R.
glutinis LMS e Pichia anomala CC-2) e silicio (Si) foi avaliado em relacdo ao controle da
mancha aquosa (Acidovorax citrulli) pela protecdo de plantulas e plantas; e analisados
possiveis mecanismos de acdo envolvidos no controle. A incorporacdo de 1,41g Si kg™
(silicato de célcio) ao substrato e pulverizacao foliar com as leveduras (1,5 x 107 cels mL™),
assim como a pulverizagdo com 17 mM Si (silicato de potassio) e leveduras, em combinacgéo
ou isoladamente, reduziram a severidade da doenca, protegendo plantulas e plantas. As
plantas foram inoculadas com A. citrulli por pulverizacdo (3,4 x 10’ UFC mL™), 24 h apés os
tratamentos. No entanto, ndo foi verificado efeito aditivo ou sinergistico das combinagdes. A
pulverizacdo de LMAL1+Si e LMA1 proporcionou 0s maiores niveis de controle da mancha
aquosa em plantas, sendo superior ao acibenzolar-S-methyl. LMAL e Si pulverizados em
combinacgédo ou ndo, protegeram as plantas de meloeiro da infec¢éo por A. citrulli por 29 dias.
Aumentos nos niveis das enzimas PFO pela pulverizacdo de Si e LMAL e APX por LMAL+Si

e LMAL estdo provavelmente relacionados & inducédo de resisténcia a mancha aquosa.

Palavras-chave: Acidovorax citrulli, Cucumis melo, inducdo de resisténcia, biocontrole.
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GENERAL ABSTRACT

The combined effect of the antagonistic yeasts Rhodotorula aurantiaca LMAL, R.
glutinis LMS and Pichia anomala CC-2 and silicon (Si) was evaluated in relation to the
control of bacterial fruit blotch (Acidovorax citrulli) in seedlings and plants, and possible
mechanisms of action involved in the control were analyzed. The incorporation of 1.41 g Si
kg™ (calcium silicate) into the substrate, together with foliar spraying with yeast (1.5 x 10’
cells mL™) and foliar spraying with 17 mM Si (potassium silicate) and the yeasts, separately
or in combination, reduced the severity of the disease and protected seedlings and plants.
These plants were inoculated with A. citrulli by foliar spraying (3.4 x 10" UFC mL™) 24 h
following the treatment. However, no additive or synergistic effects of the combined
treatments were observed. The spraying of LMA1+Si and LMAL resulted in the highest levels
of control of bacterial fruit blotch in plants, and this level of control was higher than that
provided by acibenzolar-S-methyl. Foliar spraying with LMAL and Si, either separately or in
combination, protected melon plants from infection by A. citrulli for 29 days. Increases in the
activity of polyphenol oxidase (PFO) after foliar spraying with Si and LMAL, and increases of
ascorbate peroxidase (APX) activity after foliar spraying with LMAL1+Si and LMAL1 are likely

related to the induction of resistance to bacterial fruit blotch.

Key-words: Acidovorax citrulli, Cucumis melo, induced resistance, biocontrol.
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LEVEDURAS E SILICIO NO MANEJO DA MANCHA AQUOSA EM MELOEIRO

INTRODUCAO
1. A cultura do meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.), pertencente a familia das Cucurbitaceas, cujo centro de
diversidade genética ndo estd claramente estabelecido, sendo localizado por alguns autores
como originario na Africa, enquanto que para outros no oeste da Asia (BRANDAO FILHO:
VASCONCELOS, 1998; HARLAN; WET; STERMLER, 1997; TRENTIN, 1998;). No
Brasil, a cultura foi introduzida pelos imigrantes europeus, sendo o estado do Rio Grande do
Sul considerado o primeiro centro produtivo no pais. Posteriormente, o meloeiro se difundiu
em S&o Paulo, Para e regido Nordeste (COSTA, 2002). Nessa regido, principal produtora do
pais, a cultura se expandiu principalmente nos estados do Rio Grande do Norte, Cear3,
Paraiba, Pernambuco e Bahia, que concentram cerca de 90% da é&rea total plantada
(AGRIANUAL, 2011). A grande adaptagdo do meloeiro a regido Nordeste se deu devido as
condicBes edafocliméticas, pois o clima semi-arido favorece o desenvolvimento da planta, a
produtividade e também a qualidade dos frutos de meldao (MOURA et al., 2011).

A producéo brasileira de meldo no ano de 2009 foi de 402.959 toneladas, dos quais o
Nordeste foi responsavel por aproximadamente 380.007 toneladas, destacando-se o estado do
Rio Grande do Norte como o maior produtor, com 201.259 toneladas, respectivamente
(AGRIANUAL, 2012).

O meldo é a oitava fruta produzida e ocupa a terceira colocacdo entre as principais
frutas frescas exportadas no pais (AGRIANUAL, 2011). O Brasil exportou cerca de 35.548
toneladas de meldo, sendo que os principais importadores foram a Espanha e os Paises baixos
com 14.972 e 12.750 toneladas, respectivamente (AGRIANUAL, 2012).

Entre os varios tipos de meldo produzido e comercializado no Brasil cerca de 70% é
do tipo Amarelo do qual fazem parte diversas cultivares e hibridos. Tal preferéncia deve-se ao
potencial produtivo e a maior resisténcia do meldo amarelo ao transporte por longas distancias
e no armazenamento em temperatura ambiente (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

A produgdo do meldo no Nordeste é caracterizada pela sua importancia
socioecondmica, por ser uma cultura de alto valor comercial, tendo a participacdo de
empresas de médio e grande porte que lideram este agronegdcio, mas também de muitos
pequenos produtores, também como a agricultura familiar que escoam a producao via grandes
empresas (BUAINAIN; BATALHA, 2007; MOURA et al., 2011), gerando cerca de 60 mil

empregos diretos e indiretos (TAVARES, 2002). As grandes empresas adotam um alto nivel
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tecnologico para o desenvolvimento da cultura, como cobertura plastica de polietileno
(mulch), uso de irrigacdo localizada por gotejamento, e manta térmica tecido ndo tecido
(TNT) (SANTOS et al., 2001). No entanto, mesmo com toda tecnologia aplicada na cultura, o
meloeiro apresenta peculiaridades que dificultam o controle fitossanitario, como o ciclo curto,
cerca de 60 dias em média, e o plantio de forma escalonada, favorecendo a migracdo de
pragas e patdgenos de uma cultura mais velha para uma recém-plantada (FERNANDES;
FERREIRA; MONTAGNA, 2000).

Dentre as doencas que ocorrem nessa cultura, as bacterioses vém assumindo uma
importancia crescente, destacando-se no Brasil a mancha aquosa causada por Acidovorax
citrulli (Schaad et al.) Schaad et al., como a mais importante, além de Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Jones); Pseudomonas syringae (Van Hall); Pseudomonas
syringae pv. lachrymans (Smith) ; Pseudomonas cichorri (Swingle) Stapp; Pseudomonas sp.
(Migula); e Xanthomonas campestris pv. curcubitae (Bryan) Dye (SALES JUNIOR,;
MENEZES, 2001).

O desequilibrio progressivo do agrossistema, o emprego de variedades com alto
potencial produtivo, porém suscetiveis, e a prépria agressividade das bactérias, capazes de
sobreviver de forma variada e de se disseminarem rapidamente, se estabelecendo com sucesso
quando introduzidas em determinadas regides agricolas, sdo as causas de destaque para essa

crescente importancia das fitobacterioses (PRESTON, 2013).

2. A mancha aquosa do meloeiro

A mancha aquosa causada por A. citrulli (Sin: A. avenae subsp. citrulli Schaad et al.
(Willems et al.), é uma das principais e importante doenca para a cultura do meloeiro nas
areas produtoras do Nordeste, principalmente nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara,
na estacdo das chuvas (SANTOS; VIANA, 2000).

A mancha aquosa foi assinalada pela primeira vez em melancia (Citrullus lanatus
(Thumb.) Matsum.; Nakai) nos Estados Unidos em 1965, causando manchas encharcadas em
plantulas, sendo posteriormente relatada em varias regides produtoras deste pais e em diversos
outros paises do mundo (WEBB; GOTH, 1965). Em meldo, esta doenca teve a sua primeira
ocorréncia também nos Estados Unidos da América em 1996, com incidéncia em mais de
50% dos frutos em campos agricolas no Texas (ISAKEIT, 1997). No Brasil, a mancha
aquosa foi detectada em 1997, no estado do Rio Grande do Norte (ASSIS et al.,1999). Em
seguida foi assinalada no Ceard (SANTOS; VIANA, 2000), no Rio Grande do Sul (UENO;
COUTO; UESUGI, 2003), em Pernambuco (MARIANO; SILVEIRA, 2004), e na Bahia
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(MARIANO et al., 2004). Acredita-se que tenha sido introduzida no Brasil através da
importacdo de sementes de meldo infectadas (ASSIS et al., 1999). As perdas causadas por
essa doencga no Rio Grande do Norte ja foram assinaladas entre 40 a 50%, atingindo até 100%
em periodos chuvosos (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001).

Os sintomas da mancha aquosa podem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento da planta. Nas plantulas, sobre os cotilédones, desenvolvem-se manchas
com aspecto oleoso. Estas podem entrar rapidamente em colapso total, murcharem ainda
verdes e morrerem (VIANA et al., 2000). Sintomas foliares podem se desenvolver entre as
nervuras, e em alguns casos, as lesdes ndo sao numerosas, ndo muito distintivas, e podem ser
confundidas com outras doencas. As lesfes variam do marrom claro ao marrom avermelhado.
As manchas foliares ndo resultam em desfolhamento, o que as tornam importantes
reservatorios da bactéria para a infeccdo do fruto (HOPKINS, 1994). Nos frutos, os sintomas
da doenca sdo mais tipicos. As lesbes sdo inicialmente pontos oleosos com 1 a 5 mm de
diametro (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001), as quais se expandem e se tornam manchas
marrons, necréticas com ou sem rachadura no centro (VIANA et al., 2000). A bactéria, em
geral, coloniza a polpa do fruto, onde causa podriddo seca, podendo assim contaminar as
sementes externa e internamente (MARIANO; SILVEIRA, 2007).

Os hospedeiros mais suscetiveis dentre as cucurbitaceas sdo 0 meldo e a melancia, nos
quais os sintomas se desenvolvem em folhas e frutos. Em outras cucurbitaceas como pepino
(Cucumis sativus L.) e abdboras (Cucurbita pepo L. e C. moschata Duchesne) os sintomas sdo
apenas foliares. Cucurbitaceas selvagens, como Citrullus lanatus var. citroides (Bailey),
podem hospedar A. citrulli e possivelmente atuar como um reservatorio da bactéria. Em
estudos de inoculagdo artificial, espécies de solaniceas (Capsicum spp.), Solanum
lycopersicum esculentum Mill., Solanum melongena L.) desenvolveram sintomas foliares
(EPPO, 2010).

Acidovorax citrulli pertence ao Dominio Bactéria, Filo Proteobacteria, Classe
Betaproteobacteria, Ordem Burkholderiales, Familia Comamonadaceae, Género Acidovorax,
Espécie citrulli. E uma bactéria Gram negativa, em forma de bastonete, aerébica e mével por
um flagelo polar. Apresenta bom crescimento no meio de cultura agar nutritivo-extrato de
levedura-dextrose (NYDA), onde forma col6nias pequenas com 0,7 a 1,0 mm, brancas ou
cremes. N&o apresenta pigmento fluorescente em meio King B (SCHAAD et al., 1978).
Cresce a temperatura de 41°C, mas ndo a 4°C, com maximo desenvolvimento a 35°C; nas
concentracOes de 1, 2, 3 e 4 % de NaCl, com crescimento m&ximo a 2 % e minimo a 4 %; e na

faixa de pH de 5,0 a 9,0, com maximo em pH 7,0. Utiliza os carboidratos fermentaveis


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antoine_Nicolas_Duchesne
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glicose, galactose, ramnose, sacarose, lactose, maltose, amido, inulina, manitol, dulcitol,
sorbitol e salicina; apresenta reacdo positiva para os testes de catalase, oxidase, urease e
lipase; e ndo hidrolisa a arginina (CAVALCANTI et al., 2005). O isolado tipo da espécie,
denominado inicialmente de P. pseudoalcaligenes subsp. citrulli, ndo induz reacdo de
hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum L.), contudo, a reacdo j& foi observada em
diversos isolados da bactéria (RANE; LATIN, 1992; SILVEIRA; MICHEREFF; MARIANO,
2003; SOMODI et al., 1991).

O ciclo da mancha aquosa inicia-se com sementes infectadas ou infestadas originando
plantulas doentes, sendo estas responsaveis por significativa propor¢do de mudas infectadas.
O patdgeno dissemina-se para novas folhas e plantas vizinhas a medida que as plantas vao
crescendo no campo. A principal fonte de indculo para frutos imaturos sdo lesdes nas folhas
(HOPKINS, 1994). Frutos maduros infectados deixados no campo servem como fonte de
infeccdo para plantas sadias (LATIN, 1996) e os frutos colhidos, como fonte de infeccédo pos-
colheita (RUSHING; COOK; KEINATH, 1997).

Para 0 manejo da mancha aquosa é recomendado o tratamento quimico ou fisico de
sementes com: estreptomicina por 16 horas (1 mg/ mL) (SOWELL; SCHAAD, 1979); acido
cloridrico 1,8 % por 5 minutos (RANE; LATIN, 1992); hipoclorito de sodio 0,5 % por 20
minutos; acido latico 2 % por 20 minutos (VIANA et al., 2000); sulfato de estreptomicina 0,1
% por 30 minutos; sulfato de estreptomicina 0,1 % + solucdo salina 1,5 % por 30 minutos;
Bion 0,01% (acibenzolar-S metil) por 20 minutos (MORAES; MEDEIROS; MARIANO,
2002); Bion 0,01 %, sulfato de estreptomicina 0,1 %, kasugamicina 0,1 % e oxicloreto de
cobre 0,5 %, isoladamente ou em mistura por 30 min (SILVA NETO et al., 2003); acido
peroxiacético 1.600 pg/mL por 30 minutos seguindo-se de secagem a baixa umidade a 40 °C
por 24 horas (HOPKINS, 2003); agua quente a 52° C por 10 minutos (SANTOS; VIANA,
2000). Essas medidas diminuem a transmissdo da bactéria pelas sementes, entretanto ndo se
consegue erradica-la completamente (MARIANO; SILVEIRA, 2004). Além disso, o
tratamento com quimicos pode causar efeitos negativos na qualidade das sementes, bem como
a reducdo da germinacéo e do crescimento das plantulas (HOPKINS et al., 2003).

Medidas de manejo para evitar a doengca em cultivos estabelecidos consistem na
protecdo das plantas atraves de aplicacfes quinzenais ou semanais com fungicidas capricos,
iniciando-se na floracdo, ou antes, e se prolongando até a maturacéo dos frutos (WALCOTT
et al., 2001) e quatro aplicacdes com intervalos semanais de acibenzolar-S-metil (SALES
JUNIOR et al., 2007). Como medidas culturais, principalmente apds a entrada de A. citrulli no

campo sdo indicadas: erradicar plantulas/plantas com sintomas de mancha aquosa; manter
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temperatura e umidade em niveis baixos em casa de vegetacdo e estufa (DIAS et al., 1998);
destruir restos de culturas, principalmente em campos infectados; diminuir a movimentacao
de pessoas ou implementos no campo quando as plantas estiverem molhadas (orvalho,
irrigacdo, chuva); evitar plantio direto (ISAKEIT, 1999; O'BRIEN; MARTIN, 1999); fazer
rotacdo de culturas por pelo menos trés anos, ndo utilizando hospedeiros alternativos de A.
citrulli; evitar plantio em areas Umidas ou em periodos de muitas chuvas; efetuar adubacao
equilibrada, sem excesso de nitrogénio; eliminar cucurbiticeas silvestres, como meldo-pepino
(Solanum muricatum Ait.), bucha (Luffa cylindrica M. Roemer), cabaca (Lagenaria vulgaris
Ser.) e meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) (VIANA et al., 2000).

O uso de cultivares resistentes é a medida de controle mais eficiente para o manejo da
mancha aquosa (HOPKINS, 1993). Trabalhos de selecdo para obtencdo de fontes de
resisténcia a mancha aquosa em meloeiro foram realizadas por Bahar et al. (2009) e em
melancia por Carvalho et al. (2012). No entanto variagdes frequentes tém sido encontradas
nos resultados, em decorréncia das diferencas nas condi¢fes experimentais (CARVALHO,
2012) e a alta variabilidade dos isolados selecionados (HOPKINS, 1993), ndo existindo
cultivares comerciais resistentes a essa fitobacteriose.

Bactérias antagonistas tém sido testadas para o biocontrole da mancha aquosa em
meloeiro com resultados promissores. Liquidos fermentados com ou sem presenca das células
de B. subtilis (R14), B. megaterium de Bary pv. cerealis (Hosford) (RAB7), B. pumilis
(Meyer e Gottheil) (C116) e Bacillus sp. (MEN19) reduziram a incidéncia e severidade da
doenca (SANTOS et al., 2006). Ja os endofiticos ENM5 (Bacillus Cohn sp.), ENM9 (Bacillus
cereus Frankland e Frankland), ENM13 (Bacillus sp.), ENM16 (B. cereus), ENM32 (Bacillus
subtilis Cohn) e ENM43 (Bacillus sp.) quando aplicados em sementes artificialmente
infectadas com A. citrulli (OLIVEIRA et al., 2006) revelaram potencial para o controle da
doenca. Medeiros et al. (2009) testaram 50 isolados de bactérias endofiticas e epifiticas
obtidas de meldo e outras culturas e selecionaram o isolado RAB9 (Bacillus sp.) como
eficiente no controle da mancha aquosa pela bacterizacdo de sementes infectadas e o isolado
MEN?2 (Paenibacillus lentimorbus Dutky) pela pulverizacdo em plantulas para protecdo das
folhas.

Outras medidas alternativas para o controle da mancha aquosa em meloeiro devem ser
avaliadas. Ja existem pesquisas que evidenciam a eficiéncia de leveduras (MELO, 2012;
WANG et al., 2009) e silicio (FERREIRA, 2009; PRESTON, 2013) no controle dessa doenca.
No entanto, estudos mais aprofundados precisam ser realizados.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ait.
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3. Biocontrole com leveduras

A preocupacdo da sociedade por uma agricultura mais limpa, pela reducédo do impacto
dos agroquimicos no meio ambiente e da contaminacdo da cadeia alimentar, vem alterando o
cendrio agricola, resultando na producdo de alimentos sem o0 uso desses produtos ou mesmo
agueles com selos que garantem que foram utilizados de forma adequada. Dentre as
alternativas, o controle biolégico ¢ uma das mais discutidas para a reducdo do uso de
agroguimicos podendo tanto aproveitar o controle biolégico natural como realizar a
introducdo de um agente de controle biol6gico (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Introduzir organismos antagonistas visando o biocontrole de patégenos vem sendo
prioridade quando se trata de protecdo de plantas. Tem crescido o interesse pelo uso de
leveduras no controle bioldgico.As leveduras apresentam capacidade de se desenvolverem
rapidamente nas superficies de frutos, folhas e flores, especialmente em habitats ricos em
acucar. Colonizam o ambiente e excluem o crescimento de outros microrganismos por meio
de competicdo por espago e nutrientes, parecendo essa ser a forma mais comum de controle
biologico das leveduras (VALDEBENITO SANHUEZA, 2000). Porém, também podem
produzir enzimas hidroliticas (JIJAKLI; LEPOIVRE, 1998); compostos antibi6ticos
(McCORMACK; WILDMAN; JEFFRIES, 1994) e toxinas killer (WALKER; MCLEOD;
HODGSON, 1995); inducéo de resisténcia (BETTIOL; MORANDI, 2009); e promoverem 0
crescimento de plantas (SHALABY; EL-NADY, 2008).

As pesquisas com leveduras no biocontrole de doencas fungicas em frutas, vegetais e
cereais pos-colheita ja estdo bem estabelecidas (DRUVEFORS et al., 2002; FRAVEL 2005;
LASSOIS; De BELLAIRE; JIJAKLI, 2008), inclusive existindo produtos comercias em
alguns paises (FRAVEL, 2005; HAISSAM, 2011). Leveduras também tém sido testadas para
o controle de doencas da parte aérea e radiculares causadas por fungos em diversas culturas
(BUCK, 2002; GASPERINI et al., 2011; LUZ, 1985; MACHADO; BETTIOL, 2010;
PICCININ; DI PIERO; PASCHOLAT]I, 2005, incluindo a do meloeiro (CRUZ, 2010).

Com relacdo ao controle de fitobacterioses com leveduras, existem poucas pesquisas.
Reducdes na incidéncia de 100% da podriddo mole em pimentdo (Capsicum annuun L.)
foram obtidas com o isolado LD-19 de Rhodotorula sp. (MELO et al., 1995), que também
reduziu em 21,2% a severidade da doenca em tomateiro (GOMES et al., 2005). Em couve-
chinesa (Brassica pekinensis) (Lour.) Rupr., o isolado Rh1 de Rhodotorula sp. reduziu a area
abaixo da curva de progresso da doenga em até 33,5% em casa de vegetacdo e o indice de
doenga em 8,8%, em campo (MELLO et al., 2011). Trés isolados de Cryptococcus, sendo
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dois de C. magnus (Lodder e Kreger-van Rij) Baptist e Kurtzman e um n&o identificado,
quando aplicados em estigmas destacados de flores de maca (Malus domestica Borkh) foram
eficientes na supressdo de Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al., com controle de até
65% (PUSEY; STOCKWELL; MAZZOLA, 2009).

Sabendo-se que a bactéria A. citrulli causadora da mancha aquosa do meloeiro é
disseminada por meio de sementes infectadas (O'BRIEN; MARTIN, 1999), o tratamento das
sementes com microrganismos que sejam eficientes constitui uma possivel alternativa de
controle economicamente desejavel para 0 manejo da doenca, visando assim, inibir o
patdgeno ou proteger a plantula emergente. Toda via, uma vez que a bactéria infecta a planta
em diferentes estddios de desenvolvimento, agentes de biocontrole podem também ser
utilizados para protecdo de plantulas e plantas (MELO, 2012). O controle em plantulas é
importante para que as mesmas ndo sejam fonte de inoculo da bactéria no campo, a qual é
disseminada para plantulas ou plantas vizinhas atraves de respingos de agua de chuva e
irrigacdo, solos infestados, insetos, implementos agricolas e operarios de campo (SANTOS;
VIANA, 2000), o que aumenta a incidéncia da doenca. As lesbes foliares sdo muito
importantes como fonte de indculo para os frutos, 0s quais sdo altamente suscetiveis a mancha
aquosa (BAHAR; KRITZMAN; BURDMAN, 2009), e sob étimas condicBes de temperatura
e umidade, perdas totais podem ocorrer em campos afetados, porque frutos sintoméaticos nao
sdo comercializaveis (LATIN; HOPKINS, 1995).

A pulverizacdo foliar da levedura Pichia anomala (Hansen) Kurtzman em folhas de
meldo Hami (Cucumis melo L. var. saccharinus Naudin) foi efetiva na redugéo da incidéncia
e da severidade da mancha aquosa. O tratamento das sementes com extrato metabdlico desta
levedura diminuiu a incidéncia da doenca em plantas, e a sua eficacia ndo diferiu
significativamente dos tratamentos quimicos com sulfato de estreptomicina (0,1% p/v) e acido
hidrocloridrico (2% v/v) (WANG et al., 2009). No Brasil, resultados promissores no controle
da mancha aquosa em meloeiro foram obtidos por Melo (2012) ao testarem 60 isolados de
leveduras. Os isolados LMAL (Rhodotorula aurantiaca) (Saito) Lodder, e CC-2 (P. anomala)
foram eficientes na protecdo de plantas e no tratamento das sementes, com reducdo do indice
de doenca e é&rea abaixo da curva de progresso da doenca de até 58,6 e 47,2%,
respectivamente. No entanto, os mecanismos envolvidos no controle da doenca por esses
isolados ndo foram elucidados, uma vez que in vitro essas leveduras ndo inibiram o
crescimento de A. citrulli, ou seja, ndo agiram por antibiose e producdo de toxinas killer,
sendo sugerido que a inducdo de resisténcia pode estar envolvida. Na inducdo de resisténcia

por Pichia membranifaciens em doencas pos-colheita, significantes variacdes na atividade de
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polifenoloxidase (PFO), peroxidase (POX), fenilalanina-amonia-liase (FAL), superoxido
dismutase (SOD) e B-1,3-glucanase (GLU) foram relatadas (Alavi fard; Etebarian; Sahebani,
2012; Chan e Tian, 2006; Fan e Tian, 2000; Qin et al., 2002, 2003; Yao e Tian, 2005). Tian et
al. (2006) encontraram que Cryptococcus laurentii aumentou a atividade das enzimas
relacionadas a defesa, GLU, PAL, POX e PFO contra Alternaria alternata (Fr. (Keissler) em

frutos de péra (Pyrus communis L.).

4. Silicio no controle de doencas de plantas

A nutricdo mineral, por ser um fator ambiental de facil manipulacdo, e vem sendo
utilizado no controle de doencas de plantas. Por alterar a morfologia, a anatomia celular e a
composic¢do quimica das células, podem aumentar ou reduzir a expressdo da resisténcia das
plantas aos patdgenos (MARSCHNER, 1995).

O silicio (Si) ndo é considerado elemento essencial as plantas porque ndo atende aos
critérios diretos e indiretos de essencialidade (MENGEL; KIRKBY, 2001). De acordo com o
critério direto de essencialidade, um elemento € considerado essencial quando faz parte de um
composto ou participa de uma reagdo necessaria para a sobrevivéncia da planta. No critério
indireto, um elemento é considerado essencial quando, na sua auséncia, a planta ndo completa
seu ciclo de vida, ndo pode ser substituido por nenhum outro elemento, tem efeito direto no
crescimento e desenvolvimento das plantas e ndo exerce nenhum papel neutralizador de efeito
fisico, quimico ou bioldgico desfavoraveis para a planta (MALAVOLTA, 1980).

Dentre os beneficios potencializados pelo Si as plantas destacam-se: aumento no
contetdo de fdésforo nos tecidos vegetais, devido a melhor disponibilidade desse elemento no
solo e pela sua maior mobilidade das raizes para o colmo; melhoria no aproveitamento da
agua com consequente diminui¢do na taxa de transpiragdo; aumento da rigidez das folhas, das
bainhas foliares e do colmo, tornando-os mais eretos e com maior area fotossintética; e
reducdo no namero de grdos quebrados (DATNOFF; ELMER; HUBER, 2007; EPSTEIN,
2001). A maioria das plantas tem capacidade de acumular Si principalmente na parte aerea, o
qual desempenha papel importante na resisténcia a estresses biotico e abiotico (CHIBA et al.,
2009).

Devido ao intemperismo intenso e lixiviagdo no qual se sujeitam, os solos tropicais e
subtropicais cultivados em sucessdo tendem a apresentar baixos niveis de Si, num processo
conhecido como dessilicificacdo. Visto que, o principal reservatério desse mineral seja na fase
solida do solo, é na solucdo do solo onde o Si pode ser encontrado na forma de acido
monosilicico - H,SiO4, com concentracdes variando entre 3,5 e 40 mg Si L™, a qual a
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absorcdo imediata de Si pelas raizes das plantas acontece (EPSTEIN, 1999; MARSCHENER,
1995).

Embora todas as plantas crescam com o sistema radicular em contato com Si na
solucdo do solo e este elemento possa estar em elevadas concentra¢des, 0 acimulo nos tecidos
vegetais varia significativamente de 0,1 a 10% da matéria seca. Esta diretamente ligado a
habilidade diferencial do sistema radicular das espéecies em absorver e transportar o Si a partir
da solucdo do solo (MA; YAMAJI, 2006; MITANI; MA, 2005). A maioria das espécies
vegetais absorve Si por difusdo passiva, ou seja, o Si é levado através do xilema para a parte
aérea pelo fluxo de transpiracdo. Entretanto espécies das familias Poaceae, Equisetaceae e
Cyperaceae absorvem Si de forma ativa, via receptores especificos de membrana, chamados
transportadores de influxo, como o Ls1 (MA et al., 2006). Este processo pode ser ativado por
estresses bidtico e abidtico (BELANGER; BENHAMOU; MENZIES, 2003; CURRIE;
PERRY, 2007). Plantas cujos teores de SiO, variam de 1 a 3% na matéria seca Sdo
consideradas acumuladoras de Si e aquelas com menos de 0,5% de SiO,, ndo acumuladoras
(MARSCHNER, 1995). As cucurbitdceas com 0,5 a 1,0% de Si na matéria seca s&o
classificadas como intermediarias, ainda que a relacdo molar Si/Ca seja inferior a 1 (MA,;
MYAKEY; TAKAHASHI, 2001). Segundo Preston (2013), plantas de meloeiro hibrido AF
4945 tratadas com escoria de siderurgia apresentaram um contetdo de Si e uma relacéo Si/Ca
de 0,7% e 0,4, respectivamente, enquanto que o hibrido Medellin apresentou 0,8% de Si em
matéria seca e relacdo Si/Ca de 0,5. Houve diferenca entre os hibridos, porém os resultados
reforcam a classificagdo da cultura do meloeiro como uma espécie acumuladora
intermediaria.

O é&cido monossilicico (H4SiO4), € uma molécula de carga neutra que é transportada
até a parte aérea pelo xilema. A polimerizacdo do acido monossilicico, forma a silica amorfa
hidratada (SiO,.nH,0), depositada nos diferentes tecidos vegetais (MA et al., 2006). O
transporte a longa distancia, da raiz a parte aérea, € feito via apoplasto (OLIVEIRA et al.,
2010). O Si pode ser absorvido via foliar por meio do transportador Lsi6 que se localiza no
lado adaxial das células do parénquima do xilema na bainha da folha (MITANI et al., 2009).
No entanto, a absorcdo radicular de Si é mais eficiente do que a absor¢do foliar, conferindo
mais resisténcia a fatores bidticos, a exemplo da reducdo do oidio do trigo em 80% com
aplicacdo de Si ao solo (GUEVEL; MENZIES; BELANGER, 2007).

O aumento da resisténcia de determinada espécie hospedeira, mono ou dicotiled6nea,
a um patogeno especifico pode ocorrer tanto por barreiras fisicas quanto quimicas tais como:
densidade de células silicificadas na epiderme (ISHIGURO, 2001); fortificacdo da parede
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celular de células da epiderme (KIM; KIM; PARK, 2001); deposi¢do e polimerizacdo do
acido silicico abaixo da cuticula, formando uma dupla camada de silica cuticular que reduz a
transpiracdo (DATNOFF; SNYDER; KORNDORFER, 2001; RODRIGUES et al., 2010);
acumulo de compostos fendlicos, e ou fitoalexinas (RODRIGUES et al., 2004); e aumento na
atividade de enzimas relacionadas a patogénese (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994;
FORTUNATO et al., 2012). Além destas, o Si pode possuir um papel ativo na
potencializacdo e antecipacdo (priming) da expressédo de genes que codificam enzimas como
foi verificado em plantas de tomateiro inoculadas com Ralstonia solanacearum (Smith)
Yabuuchi et al., demonstrando a funcdo deste elemento na defesa da planta em nivel
transcricional (GHAREEB et al., 2011). A reducdo da transpiracdo causada pelo Si
proporciona uma menor exigéncia de agua, sendo de extrema importancia para as plantas
cultivadas em solos de clima tropical (FREITAS et al., 2011).

Inimeros sdo os relatos na literatura mostrando que a deposicdo de silica amorfa no
apoplasto foliar impede a penetracdo do patdgeno, reduzindo assim a intensidade de doencas
(FAUTEUX et al., 2005). Particularmente no patossistema modelo dos estudos envolvendo
Si, sendo este o arroz (Oryza sativa L.) e as doencas fungicas como brusone, podriddo do
colmo, escaldadura, queima das bainhas, descoloracdo dos graos e mancha parda tiveram suas
intensidades significativamente reduzidas com a aplicacdo de Si no solo (DALLAGNOL et
al., 2013; DATNOFF, 1997; DATNOFF; DEREN; SNYDER, 1997; RODRIGUES et al.,
2001, 2003;).

Existem poucos relatos quanto a resisténcia conferida pelo Si as principais doencas
bacterianas. O primeiro relato do efeito do Si em doencas bacterianas em plantas nédo
acumuladoras deve-se a Dannon e Wydra (2004) que estudando o efeito desse elemento em
solugdo nutritiva verificaram significativa redugdo dos sintomas da murcha do tomateiro
causada por R. solanacearum tanto em gendtipos suscetiveis quanto em moderadamente
resistentes. Estes mesmos autores observaram correlagdes negativas entre a concentracdo de
Si na raiz e 0 numero de bactérias na parte mediana do caule, sugerindo, portanto, uma
possivel inducdo de resisténcia. No patossistema trigo-Xanthomonas translucens pv. ondulosa
(Smith, Jones & Reddy) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, redugbes de 50,2% foram
verificadas na area foliar clorética de plantas tratadas com Si, sendo sugerido que o
suprimento de Si as plantas pode aumentar a resisténcia contra a estria bacteriana
possivelmente por um aumento na lignificacdo dos tecidos e participacdo de peroxidases
(SILVA et al., 2010). Reducéo na severidade da mancha angular do algodoeiro (Gossypium

hirsutum L.) causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. malvacearum (ex Smith) Schaad
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et al. foi obtida com a aplicacdo de 1,5 g kg™ de SiO, ao solo. Aumento na atividade das
proteinas sollveis e das enzimas SOD, ascorbato peroxidase (APX), POX, fenilalanina-
amonia-liase (FAL) e GLU, foram sugeridos como mecanismo de inducdo de resisténcia
nesse patossistema (OLIVEIRA et al., 2012). Alves (2012) obteve reducdes de 63,9% (cv.
Enterprise) e 50,4% (cv. Impacto) para area abaixo da curva de progresso da murcha
bacteriana do tomateiro com a dose de 3,00 de SiO, kg™, sendo associado a inducdo de
resisténcia as enzimas CAT, APX, POX, GLU e quitinase (QUI). Em plantas de bananeira
(Musa sp.) inoculadas com R. solanacearum raca 2 e tratadas com silicato de potassio, as
enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (CAT, SOD e APX) e tambem a defesa da planta
(POX, PFO, GLU e QUI) foram aumentadas indicando uma possivel participacdo na redugédo
da severidade da doenca “moko da bananeira” (ROLLEMBERG, 2013). Além destes
patossistemas, o Si tem se destacado por reduzir a severidade da necrose apical bacteriana da
mangueira (Mangifera indica L.), causada por Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall.
(CAZORLA et al., 2006) e a mancha bacteriana do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims.)
(BRANCAGLIONE et al., 2009).

Em meloeiro, silicato de calcio incorporado ao solo reduziu em 88,54 e 85,34%
respectivamente o indice de doenca e area abaixo da curva de progresso da doenca
(FERREIRA, 2009), e silicato de potassio pulverizado nas plantas também foi eficiente no
controle da mancha aquosa elevando o periodo de incubacdo em dois dias quando comparado
com a testemunha. Nas plantas tratadas com Si e inoculadas com A. citrulli foi observado um
aumento no nivel de proteinas sollveis totais; maior atividade de APX e fendis totais; e
significativa atividade de PFO e POX, resultando assim na reducdo da severidade da mancha
aquosa em meloeiro (PRESTON, 2013).

Como constatado nos trabalhos de Melo (2012) e Preston (2013) leveduras e Si,
respectivamente, mostraram potencial para o controle da mancha aquosa. No entanto, a
melhoria da eficiéncia desses tratamentos no controle da doenca pode ser obtida pelo uso
combinado de leveduras e silicio, como evidenciado em outros estudos. A combinacdo de
metasilicato de sddio e Cryptococcus laurentii (Kufferath) suprimiu completamente o mofo
azul (Penicillium expansum Link) e a podriddo parda [Monilinia fructicola (G. Wint.)
Honey)] em frutos de cereja doce (Prunus avium L.) ap0s trés e quatro dias de incubacéo e
reduziram respectivamente em 43 e 87% a incidéncia dessas doencas ap6s 5 dias (QIN;
TIAN, 2005). Eficiéncia de 100% no controle do mofo azul em macgéd foi obtida pela
combinacdo de silicato de sodio a 0,1% com Pichia guilliermondii (Wick.) e a 0,5% com
Candida membranifaciens (Kurtzman) (FARAHANI et al., 2012).
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Diante do exposto o0s objetivos deste estudo foram: (a) avaliar o efeito combinado de
leveduras antagonistas com silicio no controle da mancha aquosa através da protecdo de

plantulas e plantas; e (b) analisar possiveis mecanismos de acao envolvidos no controle.
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RESUMO

Foram avaliados o efeito combinado de leveduras antagonistas (Rhodotorula aurantiaca
LMAZ1, R. glutinis LMS e Pichia anomala CC-2) e silicio (Si) no controle da mancha aquosa
(Acidovorax citrulli) pela protecdo de plantulas e plantas; e analisados possiveis mecanismos
de acdo envolvidos no controle. A incorporacdo de 1,41g Si kg™@ (silicato de célcio) ao
substrato e pulverizacdo foliar com as leveduras (1,5 x 10’ cels mL™), assim como a
pulverizacdo com 17 mM Si (silicato de potéssio) e leveduras, em combinacdo ou
isoladamente, reduziram a severidade da doenca, protegendo plantulas e plantas. As plantas
foram inoculadas com A. citrulli por pulverizacdo (3,4 x 10" UFC mL™), 24 h ap6s os
tratamentos. No entanto, ndo foi verificado efeito aditivo ou sinergistico das combinagdes. A
pulverizacdo de LMA1+Si e LMAL proporcionou os maiores niveis de controle da mancha
aquosa em plantas, sendo superior ao acibenzolar-S-methyl. LMAL e Si pulverizados em

combinagédo ou ndo, protegeram as plantas de meloeiro da infec¢do por A. citrulli por 29 dias.
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Aumentos nos niveis das enzimas PFO pela pulverizacdo de Si e LMAL e APX por LMA1+Si
e LMAL estdo provavelmente relacionados a inducao de resisténcia a mancha aquosa.

Palavras-chave: Acidovorax citrulli, Cucumis melo, inducdo de resisténcia, biocontrole.

INTRODUCAO

A cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) no Brasil é de grande importancia econémica
para a regido Nordeste, principal produtora e exportadora desta fruta no Pais. Em 1997, a
mancha aquosa, causada por Acidovorax citrulli, foi relatada no Rio Grande do Norte (Assis
et al., 1999), expandindo-se posteriormente para os estados do Ceara, Pernambuco, Bahia e
Rio Grande do Sul (Preston, 2013). Acredita-se que a doenca foi introduzida no Brasil com a
importacdo de sementes de meldo infectadas (Assis et al., 1999) e elevadas perdas ja foram
registradas em plantios no Rio Grande do Norte em periodos chuvosos.

No Brasil o manejo da mancha aquosa tem incluido utilizacdo de sementes certificadas;
erradicacdo de plantulas/plantas com sintomas da doenca; destruicdo de restos de culturas;
eliminacgdo de cucurbitaceas silvestres como meldo-pepino (Solanum muricatum Ait.), bucha
(Luffa cylindrica M. Roemer), cabaga (Lagenaria vulgaris Ser.) e meldo-de-sdo-caetano
(Momordica charantia L.); pulveriza¢Bes quinzenais com cupricos, iniciando-se na floracéo,
ou antes, e se prolongando até a maturacdo dos frutos; e quatro pulverizagdes semanais com o
indutor de resisténcia acibenzolar-S-metil. Apesar dessas medidas, a doenca ainda é fator
limitante & producdo de meldo no Nordeste, 0 que justifica a busca de novas medidas de
controle. Considerando que os sintomas da mancha aquosa ocorrem inicialmente nas folhas,
de onde a bactéria é facilmente disseminada para os frutos; e ainda que a doenca é transmitida
pelas sementes, é importante que estratégias para o controle da mancha aquosa incluam

tratamento de sementes e da parte aérea da planta.
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Leveduras e silicio (Si) tém sido testados separadamente no controle da mancha aquosa
em meloeiro com resultados promissores (Ferreira, 2009; Wang et al., 2009; Melo 2012;
Preston, 2013). No entanto, nada se conhece da combinacdo de leveduras e Si no controle
dessa e de outras fitobacterioses. Por outro lado, efeito aditivo ou sinergistico de leveduras e
Si no controle de doengas fungicas pds-colheita tém sido obtidos (Tian et al., 2005; Farahani
etal., 2012).

As respostas de defesas bioquimicas envolvidas no controle da mancha aquosa por
leveduras sdo desconhecidas, e por Si ndo foram totalmente elucidadas, necessitando de mais
investigacGes. As leveduras Rhodotorula aurantiaca LMAL, R. glutinis LMS e Pichia
anomala CC-2 ndo foram capazes de inibir o crescimento de A. citrulli e nem produzir toxinas
killer, podendo estar envolvido no controle da doenca a inducgéo de resisténcia (Melo, 2012).
Nas plantas tratadas com Si na forma de silicato de calcio e inoculadas com A. citrulli foi
observado um aumento no nivel de proteinas sollveis totais e fendis totais; maior atividade de
APX (Ascorbato peroxidases); e significativa atividade de PFO (polifenoloxidases) e POX
(peroxidases), sendo associados a reducdo da severidade da mancha aquosa em meloeiro
(Preston, 2013).

Diante do exposto, 0s objetivos deste estudo foram: (a) avaliar o efeito combinado de
leveduras antagonistas com silicio no controle da mancha aquosa através da protecdo de
plantulas e plantas; (b) analisar possiveis mecanismos de acao envolvidos no controle.
MATERIAL E METODOS
Pat6geno e leveduras antagonistas

Foi utilizado o isolado Aacl1.12 de A. citrulli, oriundo de fruto de meloeiro, pertencente
a Colecdo de Culturas do Laboratdrio de Fitobacteriologia da UFRPE (LAFIBAC). A bactéria
foi cultivada em &gar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA) (10 g dextrose, 3 g

extrato de carne, 5 g extrato de levedura, 5 g peptona e 20 g 4gar L™) e incubada por 48 h a
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28+2°C. As suspensdes utilizadas nos experimentos foram ajustadas em espectrofotémetro
(Analyser 500 M, Brasil) para As7 = 0,25, que corresponde a 3,4 x 10’ UFC mL™,

Os isolados de leveduras antagonistas R. aurantiaca LMA1 e R. glutinis LMS foram
obtidos da Colecdo de Culturas do LAFIBAC e o isolado P. anomala CC-2, da Colecdo de
Culturas do Laboratdrio de Fungos de Solos da UFRPE, provenientes de folhas (LMAL e
LMS) e frutos (CC-2) de meloeiro. Essas leveduras foram selecionadas e identificadas por
Melo (2012) como eficientes no controle da mancha aquosa nos estadios de semente, plantula
e/ou planta de meloeiro. As leveduras foram cultivadas em meio de cultura Sabouraud-
dextrose-agar (SDA) (40 g dextrose, 10 g neopeptona e 20 g agar L), suplementado com
extrato de levedura (1,5 g L™) e cloranfenicol (50 mg L™) e incubadas durante 48 h a 28 +
2°C. As concentracdes das suspensdes foram ajustadas para 1,5 x 10” cels mL™, por contagem

em camara de Neubauer.

Fontes de silicio e formas de aplicacao

Como fontes de Si foram utilizados o silicato de calcio (CaSiOs3), aplicado via
incorporacgéo ao substrato, e o silicato de potassio (K,SiO3), via pulverizacao.

O silicato de célcio possuia 16% de 6xido de calcio (CaO) e 64% de déxido de silicio
(SiOy), sendo o teor de Ca nivelado com carbonato de calcio (CaCO3 - 40% Ca). O produto
foi incorporado ao substrato comercial na dose de 1,41 g de Si kg™. O substrato foi incubado
em sacos plasticos por 25 dias sob alta umidade, e entdo distribuido em bandejas de
poliestireno expandido. Apds esse periodo, analises quimicas do substrato tratado e ndo
tratado com Si foram realizadas. O silicato de potassio utilizado continha 12,23% de Si, 12,8
g de K50 e densidade de 1,3875 g cm™, sendo a concentracio para pulverizacio ajustada para

17 mM Si, pH 10,5 (Preston, 2013).
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Efeito combinado de leveduras e silicato de célcio na protecdo de plantulas e plantas de
meloeiro

Sementes de meloeiro tipo Amarelo (Mandacaru F1) foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido, contendo substrato comercial Basaplant® (BX, BaseAgro, SP) no qual
foi incorporado 1,41 g de Si kg™ na forma de silicato de célcio, 25 dias antes do plantio. Para
0 experimento de protecdo das plantulas, cinco dias apdés a emergéncia, as folhas
cotiledonares foram pulverizadas com suspensdo das leveduras LMAL, LMS e CC-2 (1,5 x
10’ cels mL™), até o escorrimento.

Visando a protecdo das plantas, 10 dias apds o semeio em substrato tratado com Si as
plantas foram transplantadas para vasos de 500 mL contendo solo. Cinco dias apos a
transferéncia, o primeiro par de folhas verdadeiras foi pulverizado com suspensdo das
leveduras, até o escorrimento. Nos dois experimentos, 24 h apds o tratamento das plantulas e
plantas com os antagonistas, as folhas foram inoculadas por meio de pulverizagcdo da
suspensdo de Aacl.12 (3,4 x 10" UFC mL™) também até o escorrimento (Silveira et al.,
2003), sendo submetidas & cAmara Umida de pré e pos-inoculacdo por 24 h. Nestes e nos
demais experimentos, como controle positivo foi utilizado acibenzolar-S-methyl — ASM na
concentracdo de 50 mg i.a. L™ (Cabral et al., 2010) e como controle negativo as plantas foram
inoculadas apenas com A. citrulli. Para melhor aderéncia o surfactante Tween 80 a 0,03%
(v/v) foi adicionado as suspensdes de todos os tratamentos.

Apos a inoculacdo do patdgeno, as plantulas e plantas foram avaliadas diariamente por
seis e 10 dias, respectivamente, quanto ao aparecimento dos sintomas e severidade da doenca,
com auxilio de uma escala descritiva. Em plantulas, foi utilizada a escala descritiva de Araujo
et al. (2005), variando de 0 a 5, na qual O = plantulas sem sintomas; 1 a 4 = plantulas com
lesbes marginais em uma ou ambas as folhas cotiledonares, variando de 1 a 25%, 26 a 50%,

56 a 75% e de 76 a 100%, respectivamente; e 5 = necrose total das folhas cotiledonares e



123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

40

hipocotilo, tombamento e morte. A escala descritiva de Silveira et al. (2003) foi utilizada
para avaliacdo da severidade da doenca nas plantas, com notas variando de 0 a 6, onde O
indica folhas sem sintomas e 1-6 indicando, respectivamente, 1-5%, 6-12%, 13-37%, 38-62%,
63-87% e 88 a 100% de area foliar infectada. Com os dados obtidos foi determinado o
periodo de incubacdo (PI), sendo que nas plantas sem sintomas foi acrescentado um dia a
Gltima avaliacdo (lamsupasit et al., 1993); indice de doenca (ID), calculado pela férmula de
McKinney (1923), e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Shaner &
Finney, 1977).

Efeito combinado de leveduras e silicato de potassio na protecdo de plantulas e plantas
de meloeiro

Sementes de meloeiro tipo Amarelo (Mandacaru F1) foram semeadas em bandejas de
poliestireno contendo substrato e as plantulas com seis dias tiveram as folhas cotiledonares
pulverizadas pela combinagéo das leveduras (1,5 x 107 cels mL™) com Si na forma de silicato
de potassio (17 mM Si, pH 10,5), até o escorrimento.

No experimento para protecdo das plantas, estas foram transplantadas aos 10 dias apos
0 semeio para vasos de 500 mL contendo solo, e cinco dias depois o primeiro par de folhas
verdadeiras foi pulverizado pela mistura leveduras+Si. Apds 24 h as folhas tratadas de ambos
os experimentos foram pulverizadas com a suspensdo do patdgeno e avaliadas como descrito
anteriormente.

Em todos os experimentos o delineamento foi inteiramente casualizado com nove
tratamentos (LMAL; LMS; CC-2; Si; LMAL+Si; LMS+Si; CC-2+Si; ASM; Controle) e cinco
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 10 plantulas ou cinco plantas. As plantulas
foram irrigadas diariamente e mantidas em casa de vegetacdo com umidade relativa do ar e

temperatura médias de 58,9% e 32,5 °C, respectivamente, enquanto as condi¢cBes ambientais
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dos experimentos com as plantas foram 70,9% de umidade relativa do ar e 34,3 °C de
temperatura.
Compatibilidade in vitro de leveduras e silicato de potassio

A compatibilidade in vitro das leveduras ao Si na forma de silicato de potassio (17 mM
Si, pH 10,5) foi determinada em cultivo sélido e liquido. Uma aliquota de 500 pL da
suspensdo da levedura (1,5 x 10" cels mL™) foi semeada em placas de Petri (18 mm) contendo
meio de cultura DAS. Em seguida, discos de papel filtro esterilizados e embebidos com a
solucdo de Si foram depositados em pontos equidistantes da placa, sendo agua destilada e
esterilizada utilizada como controle negativo. As placas foram mantidas em B.O.D. por 48 h a
28 + 2 °C, e avaliadas pela observacdo da presenca de halo de inibicdo do crescimento das
leveduras.

Para o ensaio utilizando meio liquido, uma aliquota 500 puL de Si esterilizado por
filtracdo em filtro Millipore (0,22 um) foi adicionada em 9 mL do meio SD contidos em tubo
de ensaio. Em seguida, 500 pL da suspenséo das leveduras foram adicionados aos tubos o0s
quais foram incubados a 28 £ 2 °C por 48 h, sendo agitados manualmente duas vezes ao dia.
Tubos de ensaio contendo apenas as leveduras foram utilizados como controle. A inibi¢do do
crescimento da levedura foi determinada pela leitura em espectrofotémetro (Analyser 500 M,
Brasil). O delineamento experimental nos dois testes foi inteiramente casualizado com nove
tratamentos (LMAL; LMS; CC-2; Si; LMAL1+Si; LMS+Si; CC-2+Si; ASM; Controle) e com
cinco repeti¢Bes, sendo cada repeticdo constituida por um disco de papel filtro ou tubo de
ensaio.

Durabilidade da protecdo do meloeiro

No estudo da durabilidade da prote¢do das plantas de meloeiro a mancha aquosa foram

analisados, em combinagdo ou ndo, a levedura LMAL e Si na forma de silicato de potassio.

Foi utilizada a metodologia do experimento de protecdo das plantas de meloeiro com essa
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fonte de Si. O primeiro par de folhas verdadeiras de plantas com 15 dias foi pulverizado com
Si e procedeu-se a inoculagédo de A. citrulli no 1%, 2°, 3%, 4° e 5° pares de folhas verdadeiras,
respectivamente um, oito, 15, 17 e 19 dias ap6s os tratamentos, em diferentes plantas. As
plantas foram avaliadas diariamente por 10 dias ap0s cada periodo de inoculacdo do patégeno,
sendo entdo determinados os componentes epidemioldgicos da doenca (PI, ID e AACPD) aos
10, 18, 25, 27 e 29 dias apds as inoculagdes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (LMAL, Si , LMA1+Si e Controle), cinco amostragens
(cada amostragem referente ao par de folhas tratadas), com quatro repeti¢Ges, sendo cada
repeticdo constituida por cinco plantas. As plantas foram submetidas a regas diarias e
mantidas em casa de vegetacdo, com médias de umidade relativa do ar e temperaturas de 93%
e 28 °C, respectivamente.
Inducdo de respostas de defesas bioquimicas

Para avaliar a atividade enzimatica em plantas de meloeiro pulverizadas com a
combinacdo LMAL e Si (silicato de potéssio), foram conduzidos experimentos de acordo com
metodologia descrita anteriormente para protecdo das plantas de meloeiro com essa fonte de
Si. As amostras foram coletadas no tempo zero (equivalente a 30 min), 96 e 192 h apés a
inoculagdo de A. citrulli. Para determinar a atividade enzimatica, amostras com 0,1 g das
folhas foram maceradas em N, liquido acrescido de 0,05g de polivinilpirrolidona (PVP) e 4
mL do tampdo fosfato de potéassio (50 mM), pH 7,0. O concentrado foi colocado em
microtubos, centrifugados por 10 min a 10.000 g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
microtubos e conservados em freezer a -20°C. Para a determinacdo da atividade da catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) foi utilizada a metodologia descrita por Havir & Mchale (1987). A
atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 160 1.11.1.11) foi determinada pela metodologia
de Nakano & Asada (1981) modificada por Koshiba (1993). A determinacgéo da atividade da

peroxidase (POX, EC 1.11.1) foi avaliada de acordo com Urbanek et al. (1991) usando



197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

43

guaiacol e H,O, como substrato, e a da polifenoloxidase (PFO, EC 1.10.3.1) foi determinada
pela oxidacdo do pirogalol (Kar & Mishra, 1976). Todas as atividades enzimaticas foram
medidas em U min™ mg™.
Anélises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos duas vezes e como foi detectada
reprodutibilidade dos resultados, sem diferencas significativas, realizou-se analise conjunta
dos dados. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistix for
Windows® (versédo 9.0, Analytical Software Tallahassee).
RESULTADOS
Analises quimicas do substrato

As propriedades quimicas do substrato foram influenciadas pela incorporacdo de Si,
alterando a disponibilidade de alguns nutrientes. Verificaram-se aumentos nos niveis de N
(502%), K* (90%), Si (45%), Mn (7%), Mg**(4%) e pH de 5,8 para 6,6, enquanto que
reducOes foram observadas nos niveis de P (17%), Ca*?(9%) e Na* (3%) .
Efeito combinado de leveduras e silicato de calcio na protecdo de plantulas e plantas de
meloeiro

A incorporacdo de Si ao substrato combinado a pulverizacdo foliar com as leveduras,
assim como os tratamentos isoladamente, foram eficientes em proteger as plantulas e plantas
da infecdo por A. citrulli, aumentando o PI e reduzindo o ID e/ou AACPD (Tabela 1). No
entanto, ndo foi verificado efeito aditivo ou sinergistico das combinagfes, as quais ndo
diferiram significativamente (P<0,05) dos tratamentos contendo apenas as leveduras. Nas
plantulas somente na combinagdo CC-2+Si foi obtida uma reducdo da severidade da doenca
de 51%, maior que a utilizacdo isolada do Si.

As combinacbes LMAL+Si e CC-2+Si em plantas foram téo eficientes quanto o ASM

(padrdo positivo) em reduzir o ID e a AACPD , diferindo significativamente do controle e do
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tratamento Si, embora sem diferirem dos tratamentos com as leveduras isoladamente (Tabela
1).
Efeito combinado de leveduras e silicato de potassio na protecdo de plantulas e plantas
de meloeiro

A pulverizacdo das plantulas e plantas de meloeiro com as leveduras e Si (silicato de
potassio) em combinacdo ou isoladamente, foram eficientes em aumentar o Pl e reduzir a
severidade da mancha aquosa (ID e AACPD) (Tabela 2). Contudo, também n&o foi observado
efeito aditivo ou sinergistico das interagfes no controle da doenca.

A combinagdo CC-2+Si, embora diferindo significativamente (P<0,05) do controle, foi
a menos eficiente em controlar a mancha aquosa em plantulas. Esta combinacdo foi
significativamente diferente de todos os tratamentos testados, exceto CC-2. Diferencas nao
foram observadas entre as outras combinagdes testadas e os tratamentos com as leveduras ou
Si usados isoladamente (Figura 1). Em plantas, a combinagdo LMAZ1+Si proporcionou 0s
maiores niveis de controle da mancha aquosa, aumentando o Pl em sete dias e reduzindo o ID
e AACPD em respectivamente 87 e 65%, sem diferir apenas do tratamento com essa levedura.
Essa combinagdo foi mais eficiente do que o ASM em controlar a mancha aquosa.
Compatibilidade in vitro de leveduras e silicato de potassio

N&o foi observada a formacéo de halos de inibicdo de crescimento de levedura nas
culturas solidas ou de reducdo da densidade de inoculo nas culturas liquidas, indicando que o
Si ndo inibiu o crescimento das trés leveduras testadas.
Durabilidade da protecdo do meloeiro

A protecdo das plantas de meloeiro através da pulverizacdo de LMAL, Si e LMA1+Si
no 1° par de folhas verdadeiras (plantas com 15 dias) foi verificada durante todo o periodo de
avaliacdo, ou seja, até os 29 dias ap0s os tratamentos quando foram obtidos aumentos de Pl de

seis dias, e redugdes de ID e AACPD de 83% com a combinagdo LMAL+Si (Figura 1).
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Contudo, esta combinacéo foi mais eficiente do que LMAL em controlar a mancha aquosa até
o0s 25 dias, e do gque o Si durante todo o periodo.
Inducéo de respostas de defesas bioquimicas

Os tratamentos com levedura, Si e combinacdo ndo induziram aumentos nem
decréscimos significativos nos niveis de POX e CAT (Figura 2A, 2B). Os maiores aumentos
na atividade de PFO foram observados 96 h apds a inoculacdo do patdgeno pela pulverizacdo
das plantas com Si e as 192 h por LMA1 (Figura 2C). A maior atividade da APX foi
verificada 96 h apds a inoculacéo para a combinacdo LMAL1+Si e LMAL (Figura 2D).
DISCUSSAO

As leveduras utilizadas na presente pesquisa haviam sido selecionadas dentre um total
de 60 isolados, pela eficiéncia no controle da mancha aquosa em diferentes estadios de
desenvolvimento do meloeiro (plantula, planta, semente), reduzindo o ID e AACPD em até
58,6 e 47,2%, respectivamente, em plantas (Melo, 2012). Da mesma forma, Si incorporado ao
solo, na forma de silicato de célcio também reduziu a severidade da doenca em meloeiro
(Ferreira, 2009; Preston, 2013). Diante do potencial dessas leveduras e do Si no controle da
mancha aquosa, um efeito aditivo ou sinergistico desta combinacéo era esperado.

No entanto, ndo foi constatado efeito aditivo ou sinergistico das combinagdes dos
isolados das leveduras LMAL, LMS e CC-2 pulverizadas nas pléantulas e plantas de meloeiro
com o Si incorporado ao substrato (Tabela 1). Embora as combinag¢des tenham sido eficientes
na protecéo de plantulas e plantas, as leveduras aplicadas isoladamente apresentaram a mesma
eficacia. Inclusive, as combinagdes LMA1+Si e CC-2+Si e as leveduras isoladamente
evidenciaram efeito protetor similar ao ASM. Possivelmente, o Si ndo potencializou o efeito
antagoénico das leveduras no controle da mancha aquosa, como obtido em outras interagdes no

controle de doengas em pos-colheita (Qin & Tian, 2005; Farahani et al., 2012).
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Embora na maioria das pesquisas 0 Si seja incorporado ao solo, o tratamento do
substrato com Si evidenciou a melhoria das suas propriedades quimicas, em particular os
niveis de N, K e Si e tornando o pH mais proximo da neutralidade. Esse resultado indica a
viabilidade do uso dessa técnica pelo agricultor, uma vez que o tratamento do substrato & mais
facil e barato. O aumento do conteudo de Si e outros nutrientes em solos tratados com
diferentes fontes de Si ja foi observado em outras pesquisas (Lana et al., 2003; Ferreira, 2009;
Preston, 2013). No solo, os silicatos atuam de forma semelhante ao carbonato de célcio e
magnésio, corrigindo a acidez por meio da elevacdo do pH e reducdo dos teores de H+AI;
neutralizando o Al trocavel; e ainda aumentando a disponibilidade de Si soltvel (Epstein,
1999).

O aumento do Pl e a reducdo da severidade da doenca (ID e AACPD) foram obtidos
pela pulverizagdo combinada de leveduras e Si em plantulas e plantas de meloeiro, mesmo
sem efeito aditivo ou sinergistico no controle da doenca (Tabela 2). Por outro lado, a auséncia
de inibicao do crescimento das leveduras pelo silicato de potéssio, evidenciada in vitro, tanto
no cultivo sélido quanto liquido, indicaria a possibilidade de um efeito sinergistico no
controle, o que nédo foi observado. Destacou-se na reducdo da severidade da mancha aquosa a
combinacdo LMA1+Si (87%), porque mesmo com eficiéncia similar ao uso isolado da
levedura (80%), foi superior ao efeito do ASM, utilizado como controle positivo. Isto explica
a escolha dessa combinagdo para os estudos de durabilidade da protecdo do meloeiro e
atividade bioquimica.

O indutor ASM foi utilizado como controle positivo nos testes porque tem mostrado
eficdcia no controle da mancha aquosa quando comparado a outros indutores e defensivos
usados por produtores e em pesquisas, tanto em condicGes de casa de vegetacdo (Cabral et al.,
2010) quanto de campo (Sales Junior et al., 2007), além de ser registrado para o0 patossistema

meloeiro x mancha aquosa no Brasil (Agrofit, 2003). Em plantulas, foi obtida uma protecédo
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total (100% de controle) pela pulverizagdo desse indutor na dose 50 mg i.a. L™. Dessa forma,
outras leveduras e fontes de Si precisam ser testadas em plantulas visando a obtencdo de um
nivel de controle similar a esse produto.

A reducdo da severidade da mancha aquosa observada com as combinagdes ou ndo das
leveduras e Si é de grande relevancia, porque no ciclo desta doenca as lesdes foliares atuam
como fonte de in6culo para os frutos (Latin & Hopkins, 1995). Frutos de meldo sdo altamente
suscetiveis a mancha aquosa (Bahar et al., 2009) e sob condi¢cGes de temperatura e umidade
elevadas, perdas totais podem ocorrer em campos afetados, uma vez que frutos sintomaticos
ndo sdo comercializaveis (Preston, 2013).

Com relacdo a durabilidade da protecdo do meloeiro pelo uso de leveduras e Si, em
combinacéo ou ndo, foi verificada uma protecdo por um periodo de 29 dias (limite maximo da
avaliacdo), destacando-se uma maior reducdo da severidade da doenca de 83%, 25 dias apds a
pulverizagdo da combinacdo de LMAI1+Si (Figura 1). Atualmente sdo recomendadas
aplicagcbes quinzenais ou semanais de fungicidas clpricos, iniciando-se na floracdo, ou antes,
e se prolongando até a maturacéo dos frutos (Walcott et al., 2001); e quatro pulverizacGes, em
intervalos semanais, do indutor ASM na dose de 25 g ha™ (Sales Janior et al., 2007. Dessa
forma, os resultados obtidos sdo promissores, uma vez que as leveduras e/ou Si precisariam
ser aplicados apenas duas vezes durante o ciclo da cultura.

Testes in vitro realizados por Melo (2012) evidenciaram a auséncia de efeitos diretos
das leveduras LMAL, LMS e CC-2, bem como do silicato de célcio e do silicato de potéssio
(Ferreira, 2009; Preston, 2013) sobre A. citrulli. Por outro lado, a constatagdo da durabilidade
da protecédo das plantas de meloeiro pelo uso da levedura LMAL e Si no presente trabalho é
um indicativo da indugéo de resisténcia da planta como mecanismo de controle.

Plantas pulverizadas com a levedura LMA1 e inoculadas com A. citrulli apresentaram

aumento da atividade das enzimas APX e PFO (Figura 2), que podem se combinar para
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aumentar a resisténcia a doenca. O Si (silicato de potassio) induziu aumento apenas no nivel
de PFO em meloeiro. Nesse mesmo patossistema, porém, utilizando o silicato de célcio,
Preston (2013) verificou além de PFO, aumentos na atividade das enzimas APX e POX.

Mesmo tendo sido verificada a inducdo de resisténcia pela levedura LMAL e Si, a
combinacdo LMAL+Si ndo potencializou as respostas de defesa da planta quanto a expressdo
das enzimas APX e PFO (Figura 2). Adicionalmente, a POX e a CAT nédo foram induzidas
pela levedura e Si, isoladamente ou em combinacdo. Essas e outras enzimas ja foram
sugeridas como mecanismos de inducdo de resisténcia de leveduras e Si no controle de
doencas de plantas (Yao & Tian, 2005; Silva et al., 2010; Alavi Fard et al., 2012; Oliveira et
al., 2012). Nas respostas de defesa bioquimica em plantas, as APXs sdo enzimas importantes
na eliminacdo de perdxido de hidrogénio (H,O;), tanto no citosol quanto nos cloroplastos da
célula vegetal (Inzé &Montagu, 1995), onde utilizam o ascorbato como doador especifico de
elétrons na redugdo de H,0, a agua. Isto ocorre porque embora H,O, tenha uma importante
funcdo na protecdo de plantas, agindo sobre as membranas bacterianas, sua excessiva
acumulagdo é prejudicial ao hospedeiro, conduzindo a oxidacéo de proteinas, acidos graxos e
DNA, causando assim danos e eventual morte celular (Halliwell, 2006; Oliveira et al., 2012).
Ja as PFOs tém as fungdes de metabolismo de fendis e mecanismo de defesa da planta contra
fitopatdgenos. O aumento da atividade de PFO pode contribuir para defesa da planta através
da producéo de formas oxidativas de quinonas, o que pode inativar as enzimas pectinoliticas
produzidas pelos patogénos (Hindumathy, 2012). A verificagdo do aumento da atividade da
enzima PFO, sugere possivel atuacdo de quinonas na redugdo da severidade da mancha
aquosa.

A constatacdo da producdo de PFO por LMAL1 e Si, e APX por LMA1+Si e LMAL aos

96 ou 192 h ndo seria o suficiente para fundamentar a durabilidade da protecdo, detectada até
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29 dias, indicando que outras enzimas ndo investigadas podem também ser responsaveis pela
inducdo de resisténcia.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a eficacia da atividade das leveduras
antagonistas (Melo, 2013) e do Si (Ferreira, 2009; Preston, 2013) no controle da mancha
aquosa e indicaram a auséncia de efeito aditivo ou sinergistico da combinacdo destes. Dessa
forma, considerando a eficiéncia de controle, a durabilidade da protecdo, o aumento da
expressao de enzimas relacionadas a inducdo de resisténcia e a viabilidade do tratamento pela
pulverizacdo de plantulas e plantas, a levedura LMAL devera ser testada em condicBes de
campo, para que futuras formulacdes sejam desenvolvidas.

AGRADECIMENTOS

A CAPES pela concessdo da bolsa de estudo a Claudeana S. Conceicdo e de pesquisa a Katia
C. S. Felix, e ao CNPq pela concessdo da bolsa de pesquisa a Rosa L. R. Mariano e Elineide
B. Souza.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agrofit. Sistema de Agrotéxicos Fitossanitarios, 2003. Disponivel em: www.agrofit.
agricultura.gov.br / agrofit_cons/principal_agrofit_cons. Acessado em 12 de maio de 2013.
Alavi Fard F, Etebarian HR, Sahebani N (2012) Biological control of gray mold of apple by
Candida membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa and Pichia guilliermondii. Iranian
Journal of Plant Pathology 48:17-26.

Araljo DV, Mariano RLR, Michereff SJ (2005) Inoculation methods of Acidovorax avenae
subsp. citrulli in melon. Summa Phytopathologica 31:69-73.

Assis SMP, Mariano RLR, Silva-Hanlin DMW, Duarte V (1999) Mancha-aquosa do melao
causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli no Estado do Rio Grande do Norte.

Fitopatologia Brasileira 24:191.



369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

50

Bahar O, Kritzman G, Burdman, S (2009) Bacterial fruit blotch of melon: screens for disease
tolerance and role of seed transmission in pathogenicity. Europan Journal Plant Pathology
123:71-83.

Cabral CP, Gama MAS, Alexandre ER, Mariano RLR, Silveira EB (2010) Efeito de
acibenzolar-S-metil, mananoligossacarideo e bioflavondides citricos no controle da mancha-
aquosa e no crescimento do meloeiro. Tropical Plant Pathology 35:119-123.

Epstein E (1999). Silicon. Annual Review in Plant Physiology and Plant Molecular Biology
50:641-664.

Farahani L, Etebarian HR, Sahebani N, Aminian H (2012) Effect of two strains of
antagonistic yeasts in combination with silicon against two isolates of Penicillium expansum
on apple fruit. International Research Journal of Applied and Basic Sciences 3:18-23.

Ferreira HA (2009) Silicio no controle da mancha aquosa em meloeiro (Cucumis melo L.).
Dissertagcdo de Mestrado, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife PE.

Halliwel B (2006) Reactive species and antioxidants. Redox biology is a fundamental theme
of aerobic life. Plant Physiology, 141:312-322.

Havir EA, Mchale NA (1987) Biochemical and development characterization of multiple
forms of catalase in tabaco leaves. Plant Physiology 84:450-455.

Hindumathy CK (2012) The defense activator from yeast for rapid induction of resistance in
susceptible pearl millet hybrid against downy mildew disease. International Journal of
Agriculture Sciences 4:196-201.

lamsupasit N, Chakraborty S, Cameron DF, Adkins SW (1993) Components of quantitative
resistance to anthracnose (Colletotrichum gloesporioides) in tetraploid accessions of the
pasture lemgume Stylosanthes hamata. Australian Journal of Experimental Agriculture

33:855-860.



393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

417

51

Inzé D, Montagd MV (1995) Oxidative stress in plants. Current opinion in Biotechnology
6:153-158.

Kar M, Mishra D (1976) Catalase, peroxidase and polyphenoloxidase activities during rice
leaf senescence. Plant Physiology 57:315-319.

Koshiba T (1993) Cytosolic ascorbate peroxidase in seedlings and leaves of maize (Zea
mays). Plant and Cell Physiology 34:713-721.

Lana RMQ, Kornodorfer GH, Zando LA, Silva AF (2003) Efeito do silicato de calcio sobre a
produtividade e acumulacdo de silicio no tomateiro. Bioscience Journal 19:15-20.

Latin R, Hopkins DL (1995) Bacterial fruit blotch of watermelon. The hypothetical exam
question becomes reality. Plant Disease 79:761-765.

Mckinney RH (1923) Influence of soil temperature and moisture on infection of wheat
seedlings by Helminthosporium sativum. Journal of Agricultural Research 6:195-218.

Melo EA (2012) Eficacia de leveduras no biocontrole da mancha aquosa em meloeiro.
Dissertagcdo de Mestrado, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife PE.

Nakano Y, Asada K (1981) Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-especific
peroxidase en spinach chloroplasts. Plant Cell Physiology 22:867-880.

Oliveira JC, Albuquerque GMR, Mariano RLR, Gondim DMF, Oliveira JTA, Souza EB,
(2012) Reduction of the severity of angular leaf spot of cotton mediated by silicon. Journal of
Plant Pathology 94:297-304.

Preston HAF (2013) Potencial de fontes silicio no manejo da mancha aquosa em meloeiro.
Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Recife PE.

Sales Junior R, Pontes Filho FST, Nunes GHS, Torres GRC (2007) Eficiéncia de
Acibenzolar-S-Methyl e Oxicloreto de Cobre no Controle de Acidovorax avenae subsp.
citrulli, Agente Causal da “Mancha-Aquosa” no Meloeiro. Revista de Biologia e Ciéncias da

Terra 7:66-71.



418

419

420

421

422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

52

Silva IT, Rodrigues FA, Oliveira JR, Pereira SC, Andrade CCL, Silveira RP, Conceicdo MM
(2010) Wheat resistance to bacterial leaf streak mediated by silicon. Journal of
Phytopathology 158:253-262.

Silveira EB, Michereff SJ, Mariano RLR (2003) Severidade da mancha-aquosa em meloeiro
sob diferentes condi¢cbes de molhamento foliar e concentracdo de inoculo de Acidovorax
avenae subsp. citrulli. Fitopatologia Brasileira 28:171-175.

Tian SP, Qin GZ, Xu Y (2005) Synergistic effects of combining biocontrol agents with silicon
against postharvest diseases of jujube fruit. Journal of Food Protection 68:544-550.

Urbanek H, E Kuzniak-Gebarowska, K Herka (1991) Elicitation of defense responses in bean
leaves by Botrytis cinerea polygalacturonase. Acta Physiologiae Plantarum 13:43-50.

Walcott RR, Langston D, Gitaitis RD, Gay D, Hopkins DL, Kucharek TA, Latin R, Eggel D,
Cook WP, Keinath AP, Lovic B (2001) Guidelines for managing bacterial fruit blotch disease.
Georgia. Disponivel em: www.stalals.com/flyer.htm. Acessado em: 20 junho 2013.

Wang X, Li G, Jiang DH, Huang HC (2009) Screening of plant epiphytic yeasts for biocontrol
of bacterial fruit blotch (Acidovorax avenae subsp. citrulli) of hami melon. Biology Control
50:164-171.

Yao HJ, Tian SP (2005) Effects of a biocontrol agent and methyl jasmonate on postharvest
diseases of peach fruit and the possible mechanisms involved. Journal of Applied

Microbiology 98:941- 950.



442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

53

Tabela 1 - Efeito combinado do tratamento do substrato com silicio (silicato de calcio) e
pulverizacdo das plantulas e plantas de meloeiro com leveduras no controle da mancha
aquosa, avaliado pelo periodo de incubacéo (PI), indice de doenca (ID) e area abaixo da curva

de progresso da doenca (AACPD), em casa de vegetacédo

Tratamento Plantulas’ Plantas”
Pl (dias)y ID(%) AACPD Pl(dias) ID(%) AACPD
Controle 1,5d° 103,6 a 8,7a 1,8d 87,8a 15,2a
ASM (acibenzolar-S-metil) 7,0 a 0,00 d 0,0d 9,6a 6,4d 0,8d
Silicio 2,3bc 82,6 b 7,1ab 34cd 49,2 b 86D
LMAL (R. aurantiaca) 2,8 bc 54,2 ¢ 4,6 ¢ 70b 22,8 cd 3,8cd
LMAL + Si 2,7 bc 65,8 bc 5,6 bc 7,2ab 17,4d 2,8d
LMS (R. glutinis) 2,1lc 74,8 b 6,3b 4,0cd 46,4 bc 8,2b
LMS + Si 2,3 bc 65,6 bc 6,0 bc 5,2 bc 41,8 bc 7,0 bc
CC-2 (P. anomala) 2,5 bc 65,6 bc 5,7 bc 6,8b 22,6 cd 3,4 cd
CC-2 +Si 29b 50,4 c 43c 70b 24,4 cd 3,8cd
CV (%) 11,0 13,9 14,6 21,5 33,0 31,3

' Média de 5 repeticdes com 10 plantulas cada;
2 Média de 5 repeticdes com 5 plantas cada;
3 Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 2 - Efeito combinado da pulverizacao de plantulas e plantas de meloeiro com silicio
(silicato de potassio) e leveduras, no controle da mancha aquosa, avaliado pelo periodo de
incubacdo (PI), indice de doenca (ID), e area abaixo da curva de progresso da doenca

(AACPD), em casa de vegetacédo

T ratamento Plantulas’ Plantas’
Pl (dias)  ID (%) AACPD  PI(dias) 1D (%) AACPD

Controle 2,24 ¢° 97,1a 80a" 2,0d 80,3 a 1,2a
ASM (acibenzolar-S-metil) 7,0 a 0,00 e 0,0e 75b 24,3 cd 0,7cd
Silicio 5,2cd 17,8d 15cd 6,7 bc 24,6 cd 0,7 bed
LMAL (R. aurantiaca) 6,0b 12,2 de 0,9d 7,8 ab 16,4 de 0,6 de
LMAL + Si 5,7 bc 16,6 d 1,2 cd 9,0a 10,7 e 0,4e
LMS (R. glutinis) 4,9 de 23,8 cd 18¢c 56¢ 36,8b 0,9bc
LMS + Si 5,1 cd 25,1cd 19¢c 59c¢ 30,2 bc 0,8 bc
CC-2 (P. anomala) 4,2 ef 36,1 bc 30D 53c 37,8b 09D
CC-2 +Si 39f 38,8b 3,3Db 56¢c 32,9 bc 0,8 bc
CV (%) 10,1 9,8 11,0 16,4 25,7 14,6

' Média de 5 repeticdes com 10 plantulas cada;

2 Média de 5 repeticdes com 5 plantas cada;

¥ Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05);

* Dados transformados Vx+0,5;

> Dados transformados (log x+1).
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Figura 1- Durabilidade da protecdo de plantas de meloeiro a mancha aquosa através da pulverizagdo
da levedura LMA1 (R. aurantiaca) e silicio (silicato de potassio), em mistura ou isoladamente,

seguida da inoculacdo de Acidovorax citrulli no 1%, 2° 3%, 4° e 5° par de folhas verdadeiras, e
avaliacdo 10 dias apos as inoculagdes do patdgeno, respectivamente 10, 18, 25, 27 e 29 dias. Periodo
de incubacdo (PI) (A), indice de doenca (ID) (B) e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) (C), Médias seguidas pela mesma letra em cada periodo ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (P<0,05).
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Figura 2 — Atividade enzimatica em plantas de meloeiro pulverizadas com a levedura LMA1 (R.
aurantiaca) e silicio (silicato de potassio), em mistura ou isoladamente, e inoculadas ap6s 24 h com
Acidovorax citrulli. AvaliacOes realizadas a 0 (equivalente a 30 minutos), 96 e 192 h ap6s a inoculagdo
do patégeno. A. peroxidase (POX); B. catalase (CAT); C. polifenoloxidase (PFO); D. ascorbato

peroxidase (APX). Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste LSD (P<0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

Todos os tratamentos com silicio (silicato de célcio e potassio) e leveduras reduziram
a severidade da mancha aquosa em plantulas e plantas de meloeiro;

N&o foi observado efeito aditivo ou sinergistico das combinagdes entre leveduras e
silicio;

A levedura Rhodotorula aurantiaca LMAL, isolada ou em combinagdo com o Si
(silicato de potassio), se destacou na protecdo de plantas de meloeiro;

O aumento da atividade das enzimas PFO e APX estd provavelmente relacionado a
inducdo de resisténcia a mancha aquosa pela levedura LMAL1 isolada ou combinada ao
Si.

O isolado LMAL é um agente em potencial de biocontrole da mancha aquosa.



