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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.), € uma cultura de grande importancia econémica para o Brasil,
em especial para o Nordeste, regido responsavel por mais de 90% da producdo de meldo. Nas
ultimas décadas a produgéo de meldo cresceu exponencialmente devido as condi¢des climéticas
favoraveis com baixa umidade e poucas chuvas, produzindo assim, frutos de 6tima qualidade
para os consumidores. Entretanto, a cultura € suscetivel a varios fitopatdgenos que
comprometem a sua produtividade, levando a uma queda da qualidade dos frutos. Dentre estes
destaca-se a bactéria Paracidovorax citrulli, causadora da mancha aquosa, uma doenga cujos
sintomas podem ser observados em qualquer fase de desenvolvimento do meloeiro, levando a
perda de diversos cultivos. Apesar de existirem recomendacgdes de tratamento para o controle
desta bacteriose eles ndo tém se mostrado eficazes, levando a necessidade da realizacdo de
novas pesquisas para encontrar solugdes mais eficientes. Deste modo, o objetivo do estudo foi
testar in vitro a atividade antibacteriana de quatro produtos fitossanitarios, Kasumin®, Fegatex®,
Kocide® e Quimifol Titanium S®, que sdo utilizados no controle da mancha aquosa. No teste in
vitro, em placas de microtitulacdo, foram utilizados dois isolados de P. citrulli (CCRMACc1.43
e CCRMACM.1) e trés concentracdes dos produtos fitossanitarios, com oito repeti¢bes, sendo
avaliada ap0s 48h a inibicdo do crescimento fazendo a leitura para anélise de absorbancia. Para
confirmar o efeito inibitdrio, suspensdes de cada tratamento foram semeadas em meio de cultura
NYDA e inoculadas em frutos de meldo. Todas as concentragBes dos produtos inibiram o
crescimento dos isolados CCRMACc1.43 e CCRMACM.1 de P. citrulli. O Fegatex® e o Kocide®
demonstraram efeito bactericida, havendo inibicdo do crescimento bacteriano a partir da
primeira concentracao, que foram de 3.000ppm e 0,3g, respectivamente, ndo sendo observado
crescimento no meio de cultura e auséncia de sintomas da mancha aquosa nos frutos. Ja o
produto Kasumin® demonstrou a¢éo bacteriostatica com crescimento bacteriano inibido a partir
da segunda concentracdo (5.000ppm), porém com sintomas da doenca em todas as
concentracdes, com a possivel ocorréncia da condicdo de células viaveis, mas ndo cultivaveis
(VBNC) uma vez que néo foi observado crescimento no meio de cultura. Quando tratados com
Quimifol Titanium S®, os isolados tiveram seu crescimento inibido a partir da segunda
concentracdo (0,8mL/150mL) e a bactéria cresceu no meio de cultura apenas quando tratada
com a primeira concentracdo do produto (0,09mL/150mL), induzindo sintomas no fruto
também nessa concentracao.

Palavras-chave: Meldo; Mancha Aquosa; Controle Quimico; Hormese.



ABSTRACT

The melon tree (Cucumis melo L.) is a crop of great economic importance for Brazil, especially
for the Northeast, region responsible for more than 90% of melon production. In recent decades,
melon production has grown exponentially due to favorable climatic conditions with low
humidity and little rain, thus producing excellent quality fruits for consumers. However, the
crop is susceptible to several phytopathogens that compromise its productivity, leading to a
decline in fruit quality. Among these, the bacterium Paracidovorax citrulli stands out, which
causes watery spot, a disease whose symptoms can be observed at any stage of development of
the melon tree, leading to the loss of several crops. Although there are treatment
recommendations to control this bacteriosis, they have not been shown to be effective, leading
to the need to carry out new research to find more efficient solutions. Therefore, the objective
of the study was to test in vitro the antibacterial activity of four phytosanitary products,
Kasumin®, Fegatex®, Kocide® and Quimifol Titanium S®, which are used to control water spot.
In the in vitro test, in microtiter plates, two isolates of P. citrulli (CCRMACcl1.43 and
CCRMACcM.1) and three concentrations of phytosanitary products were used, with eight
repetitions, with growth inhibition being evaluated after 48 hours by reading for absorbance
analysis. To confirm the inhibitory effect, suspensions of each treatment were seeded in NYDA
culture medium and inoculated into melon fruits. All product concentrations inhibited the
growth of P. citrulli isolates CCRMACc1.43 and CCRMAcM.1. Fegatex® and Kocide®
demonstrated a bactericidal effect, with inhibition of bacterial growth from the first
concentration, which were 3,000ppm and 0.3g, respectively, with no growth observed in the
culture medium and no water spot symptoms in the fruits. The Kasumin® product demonstrated
bacteriostatic action with bacterial growth inhibited from the second concentration (5,000ppm),
but with symptoms of the disease at all concentrations, with the possible occurrence of the
condition of viable but non-culturable cells (VBNC) once that no growth was observed in the
culture medium. When treated with Quimifol Titanium S®, the isolates had their growth
inhibited from the second concentration (0.8mL/150mL) and the bacteria grew in the culture
medium only when treated with the first concentration of the product (0.09mL/150mL),
inducing symptoms in the fruit also at this concentration.

Keywords: Melon; Water stain; Chemical Control; Hormesis.
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1- Introducéo

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma olericola muito popular no Brasil com
popularidade crescente a nivel mundial, sendo um fruto consumido em larga escala na Europa,
Japéo e Estados Unidos (GOMES, 2007). O mel&o tem grande importancia para o comércio de
exportacdo do Brasil, pois a concentragéo da safra brasileira coincide com a entressafra da
Espanha, de setembro a abril, o que favorece a exportacdo do produto. Em 2020, o Brasil
exportou mais de 37% do total produzido (356.705 toneladas), movimentando quase 150
milhdes de dolares (IBGE, 2022).

O Nordeste ¢ a principal regido produtora de meldo do Brasil, com destaque para 0s
estados do Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco, em especial os polos produtivos
Mossoro-Assu no Rio Grande do Norte e Vale do Jaguaribe no Ceara. A adaptacdo do fruto na
regido deve-se as condig¢fes ecocliméaticas do semiarido, uma vez que favorece tanto o
desenvolvimento da planta quanto a qualidade dos frutos produzidos (Moura et al., 2011).

A cultura do meloeiro enfrenta diversos problemas devido a patdgenos, especialmente
na época chuvosa, levando a um declinio na qualidade do fruto e consequentemente na sua
producdo, chegando a dizimar a cultura (Frare, 2010). Dentre os fitopatdgenos que acometem
0 meloeiro, destaca-se a bactéria Paracidovorax citrulli (Schaad et al.) Du et al. (Du et al.
2023), causadora da mancha aquosa, o qual estima-se que as perdas causadas pela doenca no
Rio Grande do Norte sejam de até 100% nos periodos chuvosos devido a disseminagdo da
bacteriose, sendo considerada umas das principais doencas da cultura (Sales Junior; Menezes,
2001).

Paracidovorax citrulli é uma bactéria Gram negativa, aerdbia, baciliforme e com
mobilidade devido a presenca de um flagelo apolar (monotriquia) (Mariano; Silveira, 2004;
Schaad et al., 2000). Schaad et al. (2000), ainda relatam que a colora¢do das coldnias da bactéria
sd0 ndo amareladas em YDC/NA (Yeast Dextrose Carbonate/Nutriente-Agar) e ndo
fluorescentes em meio KB, e sendo capaz de crescer a 40°C.

Os sintomas da mancha aquosa podem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento da planta. As lesdes no fruto permanecem aquosas por longo periodo e
progridem para uma cor amarronzada variando em tons mais fracos e fortes, afetando
diretamente a sua comercializacdo (Oliveira et al., 2006).

Paracidovorax citrulli tem como principal fonte de disseminacdo a semente infectada,
sendo o controle da qualidade das sementes uma alternativa econémica e segura para o controle

da enfermidade no campo (FRARE, 2010), porém esta medida ndo vem apresentando muitos
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resultados positivos. A curtas distancias também ocorre a contaminagdo por meio de plantulas
vizinhas com ac¢do da &gua, seja por chuva ou irrigagdo, por insetos, trabalhadores do campo,
solos infestados e utensilios agricolas (Santos; Viana, 2000).

No campo, a bactéria sobrevive em plantas voluntarias, frutos infectados e restos de
cultura (Hopkins et al, 1996; Mariano; Silveira, 2004). Além do meloeiro, a bactéria infecta
também hospedeiros alternativos, como a abobrinha e abébora (Mariano; Silveira, 2004), bucha
e meldo-séo-caetano (Santos; Viana, 2000), berinjela, maxixe, moranga, pepino, pimentéo e
tomate (Frare, 2010; Nascimento et al., 2002).

Para o controle da mancha aquosa é recomendado o uso de bactericidas cupricos, com
aplicacdo semanal e com dose completa caso haja presenca de plantas infectadas, em caso de
auséncia de plantas infectadas a aplicacdo deve ser feita a cada duas semanas e com a dose
completa ou semanalmente com metade da dose recomendada (Isakeit, 1999). Walcott et al.
(2008) recomendam a aplicacdo de fungicidas cupricos a cada quinze dias ou semanalmente
como forma de prevencdo. De acordo com Araujo et al. (2004), o uso de sementes sadias
certificadas € a principal forma de controle para a mancha aquosa, entretanto mesmo com
diversos meios de tratamento para a erradicacdo da bacteriose, nenhuma das medidas citadas é
completamente eficaz para o0 combate em lotes de sementes infectadas (Santos; Viana, 2000),
fato que Mariano e Silveira (2004) atribuem a capacidade da P. citrulli associar-se as sementes
tanto de forma externa como interna por meio do hilo. Apesar de existirem diversos estudos e
indicagdes de tratamento de controle para a fitobacteriose, eles ndo tém se mostrado eficazes, o
que impulsiona novos estudos para encontrar solu¢gbes com maior eficiéncia.

Desta forma, esse estudo teve por objetivo testar in vitro a eficicia de produtos
fitossanitarios utilizados pelos produtores em éareas de plantio de meloeiro no manejo da

mancha aquosa.

2- Fundamentacédo Tedrica

2.1 - A cultura do meloeiro

O género Cucumis é um dos maiores da familia Cucurbitaceae, contendo pelo menos
trés especies cultivadas no Brasil: 0 meloeiro (Cucumis Melo L.) o pepineiro (Cucumis sativus
L.) e 0o maxixeiro (Cucumis anguria L.) (Lopes et al., 1999). O meloeiro é uma planta de origem
ainda incerta, alguns pesquisadores afirmam que seu cultivo surgiu no Egito e no Ird, outros

defendem a teoria que seu surgimento se deu na Africa (Lana; Tavares, 2010). Apresenta uma
12
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boa adaptabilidade a diferentes ambientes com temperaturas elevadas, baixa luminosidade,
pouca umidade e possui uma boa variabilidade genética (Silva et al., 2000; Souza, 2017).

O meloeiro é uma dicotileddnea perene na natureza, possui sistema radicular superficial
e praticamente ndo ha raizes adventicias levando a uma baixa capacidade de regeneracédo
quando danificado. Presenca de caule herbaceo com crescimento prostrado provido de nos e
gemas, e a partir dessas gemas observa-se o desenvolvimento de gavinha, folha e novo caule
ou ramificacdo, ja as folhas apresentam tamanho varidvel com as margens dentadas (Kirkbride,
1994)

O fruto é uma baga carnosa que apresenta tamanho, aspecto e forma variaveis. Os
grupos boténicos a qual pertencem os frutos variam de acordo com forma, sabor, comprimento,
peso, coloracao e textura da casca, tipo e aroma da polpa, intensidade do rendilhamento e linhas
de sutura da casca (Mccreight et al., 1993). Existem diversas cultivares de meldo onde podem
ser divididas em seis grupos béasicos: valenciano, honey dew, cantaloupe, caipira, charentais e
pele de sapo (Lopes et al., 1999).

2.2- Importancia econdmica do meloeiro

O meloeiro é uma das cucurbitdceas mais produzidas em escala mundial. De acordo
com o levantamento da FAO (2021), a producdo mundial em 2021 (Tabela 1) atingiu a marca
de 28,617 milhGes de toneladas, correspondendo a uma area colhida de 1.077,369 milhdes de
hectares. Em termos de produtividade, a China ocupou a lideranga com 14 milhdes de toneladas,
seguida da Turquia com 1 milhdo e 638 mil de toneladas e india com 1 milhdo e 478 mil
toneladas, ocupando o top trés. O Brasil ocupa o décimo lugar com uma producédo de 607 mil e
047 toneladas.

13
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Tabela 1- Ranking mundial dos maiores produtores de meldo em toneladas na safra de 2021.

Pais Valor Ranking
China 14.000.000,00 1
Turquia 163.863,800 2
india 147.800,000 3
Cazaquistao 139.517,092 4
Afeganistao 979.580,097 5
Guatemala 722.238,011 6
Ird 676.318,043 7
Espanha 652.600,000 8
Italia 607.380,000 9
Brasil 607.047,000 10

Fonte: FAO (2021)

Segundo o IBGE, no ano de 2021 a producéo brasileira atingiu 607.047 toneladas, com
area colhida de 23.858 hectares, com uma producdo equivalente a 628.322 milhGes de reais,
onde o maior produtor nacional ¢ o Rio Grande do Norte (IBGE, 2021). Atualmente, essa
olericola possui uma grande expressdo econémica para a regido Nordeste do Brasil e é uma das
cucurbitaceas mais produzidas no mundo.

A época de maior concentracao da oferta de meldo no mercado doméstico concentra-se
nos meses de outubro a fevereiro, época que 0s maiores polos nacionais escoam grande parte
da producdo, sendo eles Mossoré e Agu no Rio Grande do Norte (55,05%) e do Baixo de
Jaguaribe no Cearéa (28,47%). Durante os outros meses do ano que correspondem ao periodo de
chuva nessas regifes, a producdo cai permitindo que produtores do Submédio Sdo Francisco
alcancem os grandes mercadores consumidores, pois a regido favorece a producdo de melao
praticamente o ano inteiro (Costa, 2008).

A producéo do meldo na regido Nordeste enfrenta diversos problemas no que se refere
ao processo de comercializacdo, dentre eles encontramos 0s de natureza fitossanitaria, que sao
responsaveis pela perda de uma grande quantidade de produgéo e qualidade. Segundo Willems
et al. (1992), existem diversos registros de doencas viréticas, fungicas e bacterianas, e dentro

do grupo das bacterioses podemos elencar como uma das mais agressivas a mancha aquosa
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doenca provocada pela bactéria P. citrulli, um patdgeno agressivo que pode causar depreciagdo
completa no fruto.

2.3- A mancha aquosa

A mancha aquosa, causada por P. citrulli, foi inicialmente detectada nos Estados
Unidos, com o primeiro relato na Fl6rida em 1989, posteriormente na Carolina do Sul, Carolina
do Norte, Maryland e Delaware. Desde entdo, a doenca tem sido detectada todos os anos,
apresentando variacdo da intensidade em todo os Estados Unidos (Leahy, 2001).

Devido a transmissdo da bactéria por sementes de cucurbitaceas, acredita-se que a
doenga chegou no Brasil por meio da importacdo de sementes contaminadas dos Estados
Unidos, sendo que o primeiro relato com impacto econdémico para o meloeiro aconteceu no Rio
Grande do Norte em 1997 (Assis et al. 1999). Essa fitobacteriose causou graves danos na
producdo de meldo no Nordeste do Brasil, e além dos registros do Rio Grande do Norte
atualmente a bactéria estd amplamente distribuida nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Pernambuco, Ceara e Piaui (Assungdo et al., 2019).

A mancha aquosa pode ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento do meloeiro, mas
0s primeiros sintomas da doenca aparecem frequentemente em mudas e plantas jovens
(Assuncao et al., 2019). As plantulas infectadas pela bactéria quando ndo sdo completamente
devastadas, podem subsequentemente apresentar grandes manchas encharcadas nas folhas
cotiledonares, levando a murcha ainda verde e assim, a morte (Viana et al., 2000). Essas lestes
sdo importantes e servem como fontes de indculo para os frutos, nestes as lesbes sdo tidas como
fontes secundarias de contaminacdo no campo (Latin, 1996). Nos frutos, as lesGes aparecem
inicialmente como pontos aquosos de 1 a 3mm de didmetro, seguidamente formam-se manchas
de coloracdo marrom com rachaduras no centro. Essas rachaduras sdo responsaveis pela entrada
de outras bactérias que promovem o apodrecimento do fruto, afetando na sua producdo. A
necrose, ou apenas a simples lesdo na parte superficial do fruto ndo é indicativo da dimenséo
do dano na polpa imediatamente abaixo, uma vez que a parte interna ja pode estar bastante

comprometida (Viana et al., 2000).

2.4- Paracidovorax citrulli

O agente causal da mancha aquosa foi inicialmente classificado como Pseudomonas

pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et al., posteriormente como Pseudomonas avenae
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subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al., Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.)
Willems et al. e Acidovorax citrulli (Schaad et al.). Em 2022 foi reclassificado como
Paracidovorax citrulli (Schaad et al.) Du et al. (Du et al., 2023), a sua nomenclatura atual.

A P. citrulli é classificada no dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe
Betaproteobacteria, ordem Burkolderiales, familia Comamonadaceae (Schaad et al., 1978) e
género Paracidovorax (Du et al., 2023).

Paracidovorax citrulli apresenta-se como uma bactéria Gram-negativa, aerébia e movel
por um flagelo polar (monotriquia); quanto as suas coldnias, na maior parte dos meios de cultura
exibem coloragéo esbranquicada ou creme. N&o hidrolisa a arginina e possui reagdes positivas
para os testes de catalase, oxidase, urease e lipase (Schaad et al., 1978). Cavalcanti et al. (2005),
analisando as condigdes favoraveis ao cultivo de quatro isolados de P. citrulli, observaram
crescimento da bactéria entre 5 e 45°C, com crescimento 6timo em 35°C; na faixa de pH de 5,0
a 9,0, com étimo em pH 7,0; tolerancia a concentracdes de 1, 2, 3 e 4% de NaCl, com
crescimento maximo a 2% e minimo a 4%; e utilizacdo dos carboidratos fermentaveis glucose,
galactose, ramnose, sacarose, lactose, maltose, amido, inulina, manitol, dulcitol, sorbitol e
salicina (Silveira et al., 2003). A espécie ndo induz reacdo de hipersensibilidade em fumo
(Nicotiana tabacum L.), contudo a reacdo ja foi observada em diversos isolados da bactéria
(Rane; Latin, 1992; Silveira et al., 2003; Somodi et al., 1991).

2.5- Manejo da mancha aquosa

A mancha aquosa tornou-se uma doenca importante devido a sua dificuldade de
controle. O método recomendado € o controle preventivo que consiste em evitar a entrada do
fitopatdgeno na area utilizando sementes certificadas e livres de P. citrulli, pois uma vez que
for introduzida o controle se torna extremamente dificil (Costa et al., 2006; Rane; Latin, 1992).
Algumas medidas de controle podem ser aplicadas apds a entrada da bactéria no campo,
destacando-se a rotacdo de cultura com outras espécies que ndo sejam cucurbitaceas,
erradicacdo de plantulas ou plantas com sintomas e erradicacdo de plantas voluntarias (Davis
etal., 1998).

Em cultivos ja estabelecidos, as medidas preventivas consistem na prote¢éo das plantas
por meio de aplicagdes de fungicidas cupricos, ou seja, aqueles que sdo constituidos pelos
chamados “cobres fixos”, com ac¢ado bactericida, sendo eles: hidroxido de cobre, hidroxisulfato
de cobre ou oxicloreto de cobre, geralmente iniciando-se na floracdo e até a maturacdo dos
frutos (Walcott, 2005). Os fungicidas a base de Cobre (Cu), sdo frequentemente utilizados por
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oferecerem baixo custo, baixa toxicidade a seres humanos e eficiéncia no controle, entretanto
seu uso exacerbado acarreta problemas no solo e na 4gua, além de fitotoxicidade nas plantas e
desenvolvimento de microrganismos resistentes ao ativo (Pereira et al., 2022).

Novas alternativas ja foram testadas, sendo possivel encontrar na literatura estudos
sobre a eficiéncia de diversos tratamentos para as sementes como por exemplo: hipoclorito de
sodio e agua quente (Rane; Latin, 1992), &cido cloridrico (Hopkins et al., 1996) e pelo acido
latico (Santos; Viana, 2000). Outros produtos também ja sdo utilizados para o controle da
doenca como € o caso do Kasumin®, um antibidtico recomendado para controle de doencas
fangicas e bacterianas que possui recomendacdo para variados fitopatdgenos. A eficiéncia do
produto foi testada por alguns pesquisadores (Costa et al., 2006; Sales et al., 2005) que
apontaram o antibidtico como uma alternativa excelente para o controle da P. citrulli.

Outros defensivos agricolas sdo utilizados para o controle de fitobacterioses e séo
encontrados no comércio brasileiro e registrados voltado para produtos agricolas, como é o caso
do Fegatex® (cloreto de etil benzalcdnico e cloretos de benzalconio) e Kocide® (hidroxido de
cobre) que atuam como fungicidas e bactericidas para diversas culturas, entretanto, nao
possuem estudos sobre sua eficacia no controle de P. citrulli, em diferentes regides.

Tendo em vista a importancia do patégeno e a dificuldade de encontrar meios eficazes
de controle da mancha aquosa com um bom custo-beneficio, o objetivo da pesquisa foi testar
in vitro a eficacia de produtos fitossanitarios utilizados pelos produtores em areas de plantio de

meloeiro na inibicdo do crescimento de P. citrulli.
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RESUMO

A cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) € suscetivel a varios fitopatdgenos que
comprometem a sua produtividade, levando a uma queda da qualidade dos frutos. Dentre estes,
destaca-se a bactéria Paracidovorax citrulli, agente causal da mancha aquosa, uma doenca cujos
sintomas podem ser observados em qualquer fase de desenvolvimento do meloeiro, levando a
perda de diversos cultivos. Apesar de existirem recomendagOes de tratamento para o controle
desta bacteriose eles ndo tém se mostrado eficazes, levando a necessidade da realizacdo de
novas pesquisas para encontrar solugdes mais eficientes. Deste modo, o objetivo do estudo foi
testar in vitro a atividade antibacteriana de quatro produtos fitossanitarios, Kasumin®, Fegatex®,
Kocide® e Quimifol Titanium S®, que séo utilizados no controle da mancha aquosa. No teste in
vitro, em placas de microtitulacdo, foram utilizados dois isolados de P. citrulli (CCRMACc1.43
e CCRMACM.1) e trés concentracdes dos produtos fitossanitarios, com oito repeti¢bes, sendo
avaliada ap0s 48h a inibicdo do crescimento fazendo a leitura para anélise de absorbancia. Para
confirmar o efeito inibitdrio, suspensdes de cada tratamento foram semeadas em meio de cultura
NYDA e inoculadas em frutos de meldo. Todas as concentracbes dos produtos inibiram o
crescimento dos isolados CCRMACc1.43 e CCRMACM.1 de P. citrulli. O Fegatex® e o Kocide®
demonstraram efeito bactericida, havendo inibicdo do crescimento bacteriano a partir da
primeira concentracao, que foram de 3.000ppm e 0,3g, respectivamente, ndo sendo observado
crescimento no meio de cultura e auséncia de sintomas da mancha aquosa nos frutos. Ja o
produto Kasumin® demonstrou a¢éo bacteriostatica com crescimento bacteriano inibido a partir
da segunda concentracdo (5.000ppm), porém com sintomas da doenca em todas as
concentracfes, com a possivel ocorréncia da condicdo de células viaveis, mas ndo cultivaveis
(VBNC) uma vez que néo foi observado crescimento no meio de cultura. Quando tratados com
Quimifol Titanium S®, os isolados tiveram seu crescimento inibido a partir da segunda
concentracédo (0,8mL/150mL) e a bactéria cresceu no meio de cultura apenas quando tratada
com a primeira concentracdo do produto (0,09mL/150mL), induzindo sintomas no fruto
também nessa concentracdo. Dentre os 4 produtos quimicos testados ndo é recomendado o uso
do Kasumin®, as doses de recomendaco da bula de Kocide® e Fegatex® sio eficazes para a
inibicdo do crescimento de P. citrulli, e comprovou-se o efeito de Quimifol Titanium S® como

bactericida.

Palavras-chave: Meldo; Mancha Aquosa; Controle Quimico; Hormese.
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Introducéo

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma olericola muito popular no Brasil e com
popularidade crescente a nivel mundial, sendo um fruto consumido em larga escala na Europa,
Japdo e Estados Unidos (GOMES, 2007). O mel&o tem grande importancia para o comércio de
exportacdo do Brasil, pois a concentragéo da safra brasileira coincide com a entressafra da
Espanha, de setembro a abril, o que favorece a exportacdo do produto. Em 2020, o Brasil
exportou mais de 37% do total produzido (356.705 toneladas), movimentando quase 150
milhdes de dolares (IBGE, 2022).

O meldo fortalece a representatividade brasileira na agricultura por meio do principal
polo produtivo no Nordeste, sendo Rio Grande do Norte (RN), Ceard (CE), Bahia (BA) e
Pernambuco (PE), em especial Mossoro-Asst no Rio Grande do Norte e Vale do Jaguaribe no
Cearad. A adaptacdo do fruto na regido do Nordeste deve-se as condigdes ecoclimaticas do
semiarido, uma vez que favorece tanto o desenvolvimento da planta quanto a qualidade dos
frutos produzidos (Moura et al., 2011).

A cultura do mel&o enfrenta diversos problemas devido a patégenos, especialmente na
época chuvosa da Regido Nordeste, levando a um declinio na qualidade do fruto e
consequentemente na sua producdo, chegando a dizimar a cultura (Frare, 2010). Dentre 0s
fitopatdgenos que acometem o meloeiro, destaca-se a bactéria Paracidovorax citrulli (Schaad
etal.) Duetal. (Du et al. 2023) causadora da mancha aquosa. Estima-se que as perdas causadas
pela doenca no Rio Grande do Norte sdo de até 100% nos periodos chuvosos pois o clima
aumenta as chances de disseminacdo da bacteriose, sendo considerada umas das principais
doencas da cultura (Sales Junior; Menezes, 2001).

A disseminacdo da bactéria ocorre a longa distancia, especialmente, por sementes
infectadas (O’Brien; Martin, 1999; Silva et al., 2006), assim como também por transplantio de
mudas infectadas (Hopkins et al., 1992). A disseminacdo do patégeno da-se também entre
plantulas e plantas vizinhas, como de folha para frutos quando ha a intervencao de respingos de
agua da chuva ou de irrigagéo (Santos; Viana, 2000). No campo, a bactéria sobrevive em plantas
voluntarias, frutos infectados e restos de cultura (Hopkins et al, 1996; Mariano; Silveira, 2004).

No fruto a penetracdo ocorre via estomatos e lenticelas, sendo os frutos verdes mais
suscetiveis devido a deposicdo de cera nos frutos maduros, que por sua vez dificultam a
penetracdo do patogeno (Frankle; Hopkins; Stall, 1993; Silva neto et al., 2006: Silva et al.,

2006). As lesdes no fruto permanecem aquosas por longo periodo e progridem para uma cor
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amarronzada variando em tons mais fracos e fortes, afetando diretamente a sua comercializacdo
(Oliveira et al., 2006).

P. citrulli tem como principal fonte de disseminacdo a semente infectada, sendo o
controle da qualidade das sementes uma alternativa econdmica e segura para o controle da
enfermidade no campo (FRARE, 2010), porém esta medida ndo vem apresentando muitos
resultados positivos.

Para o controle da mancha aquosa é recomendada a aplicacdo de bactericidas
cupricos, com aplicacdo semanal e com dose completa caso haja presenca de plantas infectadas,
em caso de auséncia de plantas infectadas a aplicacdo deve ser feita a cada duas semanas com
a dose completa, ou semanalmente com metade da dose recomendada (Isakeit, 1999). Walcott
et al. (2005) recomendam a aplicacdo de fungicidas cUpricos a cada quinze dias, ou
semanalmente como forma de prevencdo. Outras medidas de manejo utilizadas séo: evitar
plantio em periodos chuvosos; realizar adubacdo equilibrada; rotacdo de culturas por pelo
menos trés anos; evitar circulacdo de pessoas ou implementos na area sobre condicdes de chuva,
orvalho ou mesmo irrigacao; destruir restos vegetais (Viana et al., 2000); erradicar plantulas e
plantas com sintomas (Dias et al., 1998). Mesmo que essas medidas adotadas possibilitem a
diminuicdo das perdas em plantios (Assunc¢do et al., 2021), a mancha aquosa ainda é uma
ameaca consideravel a producdo de meldo, pois novas epidemias da A. citrulli estdo sendo
apontadas em todo o mundo (EPPO, 2022).

Desta forma, esse estudo teve por objetivo testar in vitro a eficacia de produtos
fitossanitarios utilizados pelos produtores em areas de plantio de meloeiro na inibicdo do

crescimento de P. citrulli.

2- Metodologia

2.1- Isolados de Paracidovorax citrulli

Foram utilizados dois isolados (Tabela 2) para esse estudo, que pertencem a Colecgéo de
Culturas Rosa Mariano (CCRM) do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE. Os isolados
passaram pelo processo de recuperacdo em meio NYDA - extrato de levedura-dextrose-agar
(10g dextrose, 3g extrato de carne, 5g extrato de levedura, 5g peptona e 20g agar/L) e
posteriormente foram preservados pelo Método Castellani apds teste de patogenicidade em

frutos de meloeiro.
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Para a preservacao foram utilizados tubos criogénicos com capacidade de 2m| com &gua
destilada esterilizada (ADE) adicionada até 1,5ml da capacidade. Os isolados bacterianos
cultivados em meio de cultura NYDA tiveram a massa bacteriana transferida com auxilio de
alcas esterilizadas de poliestireno descartaveis para os tubos, que logo em seguida foram

vedados e armazenados em temperatura ambiente.

Tabela 2 - Procedéncia dos isolados de Paracidovorax citrulli utilizados na pesquisa.

ISOLADO CULTURA PROCEDENCIA
CCRMACcl1.43 Meldo Amarelo Barauna, RN - Brasil
CCRMAcM.1 Meldo Amarelo Ribeira do Amparo, BA - Brasil

2.2 - Patogenicidade dos isolados de Paracidovorax citrulli

Frutos comerciais do tipo meldo valenciano, obtidos em mercados da cidade de Recife-
PE, foram previamente lavados com &gua e sabdo, secos com papel toalha, pulverizados com
alcool 70% e novamente secos e submetidos ao teste de patogenicidade.

Para cada isolado foi realizada uma suspensdo com ADE, ajustada no
espectrofotdmetro (As7o= 0,25) na concentracdo de 3,4x 107 UFC/ml. Seguindo a metodologia
de Song et al. (2020), a inoculacédo do fruto foi realizada por meio de uma perfuracdo com uma
ponteira de 200ul a uma profundidade aproximada de 1,5cm e, com o auxilio de uma pipeta,
50ul de suspensao bacteriana foi depositada na puncao.

Foram utilizados 5 pontos de inoculagdo para cada isolado. Os frutos foram colocados
em bandeja que continha papel toalha umedecido, foram cobertos com sacos plasticos e
mantidos em temperatura ambiente entre por 8 dias, quando foram avaliados quanto a presenca

ou auséncia dos sintomas da mancha aquosa.

2.3- Produtos quimicos

Foram utilizados quatro produtos fitossanitarios comerciais (Tabela 3) para a avaliacao
da sensibilidade in vitro, pertencentes a classe dos bactericidas e fungicidas com componentes

ativos e grupamento quimico distintos.
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420  Tabela 3- Produtos quimicos! selecionados para avaliacdo in vitro e concentragdes? utilizadas

Marca Grupo Quimico  Ingrediente Ativo  Formulagio* Conc. (g- Conc. 1 Conc. 2 Conc. 3
Comercial ml/L)**
Kasumin Antibidtico Kasugamicina SL 20g 3.000ppm 11.500ppm 20.000ppm
(0,30%) (1,15%) (2%)
Fegatex Améonio Cloretos de SL 100g 5.000ppm 20.000ppm 35.000ppm
Quaternario etilbenzalconios e (0,5%) (2%) (3,5%)
benzalconios
Quimifol Titanium S Fertilizante Cobre (Cu) + Solucéo 0,4-0,8ml 0,39 1,35¢ 2,49
mineral misto Manganés (Mn) +
para aplicacdo Zinco (Zn)
foliar
Kocide XDG Bioactive Inorganico Hidroéxido de Cobre WG 29 0,09ml 0,8ml 1,5ml

421 IClassificacdo de acordo com o Sistema de Produtos Fitossanitarios, AGROFIT.
422 2Concentracao referente a solugdo estoque de 150ml

423  *Concentrado Solavel (SL), Granulos Dispersiveis em Agua (WG).

424  **Concentracdo do ingrediente ativo (g ou ml/L) do produto comercial.

425 3. Avaliacgdo in vitro do efeito dos produtos fitossanitarios sobre o crescimento dos
426  isolados de P. citrulli

427 Foram utilizadas placas para microtitulacdo de 96 po¢cos com capacidade de trabalho de
428  260ul. Para cada isolado, foram depositados nos pocos 50puL. meio de cultura, 100uL das
429  respectivas concentracGes dos produtos e 10uL da suspensdo bacteriana, além do controle
430 negativo (dgua e meio de cultura) e o positivo (meio de cultura, &gua e a bactéria). As
431 microplacas foram mantidas em BOD com temperatura de 30°C. A avaliacéo foi realizada 48
432 horas por meio de leitura da absorbancia no equipamento Multiskan FC para andlise de
433 absorbancia.

434 As concentracdes utilizadas dos produtos quimicos foram determinadas a partir da
435  dosagem recomendada em bula por g-ml/L, uma intermediéria e uma alta dosagem, sendo
436  diferentes para cada produto conforme a Tabela 3.

437 Para confirmar a auséncia de crescimento bacteriano ou se o produto apresentava efeito
438  bacteriostatico, foram escolhidos trés pocos das placas de microtitulagdo aleatoriamente de cada
439  tratamento, e com a alca de descartavel foi realizado semeio em meio de cultura NYDA contido
440  em placas de Petri, com trés repeticfes cada, avaliando a presenca ou auséncia de crescimento
441  bacteriano ap0s 48 horas.

442 A partir das suspensbes de um dos pogos das placas de microtitulagdo de cada

443  tratamento foi realizada a inoculagdo em frutos de meldo, conforme descrito no teste de

25



444
445
446
447
448
449
450

451

452

453
454

455
456
457

458
459
460
461

462
463
464

patogenicidade. Controle negativo (ADE e meio de crescimento) e controle positivo (ADE,
meio de crescimento e suspensdo bacteriana) foram realizados, os frutos foram mantidos em
camara Umida por 7 dias em temperatura ambiente e avaliados quanto a presencga ou auséncia
de sintomas, realizando-se cortes transversais no centro da area inoculada.

A avaliacdo da agressividade dos isolados se deu por meio da observacao visual dos
sintomas da mancha aquosa no fruto do meloeiro, levando como parametro de comparacgéo 0s

controles negativo e positivo.

5. Resultados

5.1- Patogenicidade dos isolados de P. citrulli

Os dois isolados induziram sintomas caracteristicos da mancha aquosa, confirmando a

sua patogenicidade, com maior agressividade observada no isolado CCRMAc1.43 (Figura 1).

Figura 1- Teste de patogenicidade de Paracidovorax citrulli em frutos de meldo: isolado
CCRMACc1.43 (A) e isolado CCRMAcM.1 (B).

5.2- Avaliagdo in vitro dos produtos fitossanitarios sobre o crescimento dos isolados de P.

citrulli

Os dois isolados de P. citrulli se comportaram de forma semelhante de acordo com o0s
diferentes produtos fitossanitarios. Os produtos inibiram o crescimento bacteriano em todas as

concentragdes testadas (Figuras 2, 3, 4 e 5). Observou-se uma menor atividade antibacteriana
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dos produtos Kasumin®, Kocide® e Quimifol Titanium S® na segunda concentragéo testada de
20.000ppm, 1,359 e 0,8mL, respectivamente, que equivale a concentragdo intermediéria entre

a indicada na bula e a utilizada em campo pelos produtores.

Figura 2 — Efeito in vitro de diferentes concentracdes de Fegatex® no crescimento de
Paracidovorax citrulli, isolados CCRMAc1.43 e CCRMAcM.1. C1 = 3.000ppm, C2 =
11.000ppm, C3 = 20.000ppm
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Figura 3 — Efeito in vitro de diferentes concentragdes de Kasumin® no crescimento de
Paracidovorax citrulli, isolados CCRMAc1.43 e CCRMAcM.1. C1 = 5.000ppm, C2
=20.000ppm, C3 = 35.000ppm
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Figura 4 — Efeito in vitro de diferentes concentracdes de Kocide® no crescimento de
Paracidovorax citrulli, isolados CCRMAc1.43 e CCRMAcM.1. C1 =0,3g, C2 =1,35¢, C3 =
2,49
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484  Figura 5 — Efeito in vitro de diferentes concentrages de Quimifol Titanium S® no crescimento
485  de Paracidovorax citrulli, isolados CCRMAc1.43 e CCRMAcM.1. C1 =0,09ml, C2 =0,8ml,
486 C3=1,5ml
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488 Quando as suspensdes foram plaqueadas no meio de cultura NYDA, a partir dos pogos

489  das placas de microtitulag&o, verificou-se crescimento dos dois isolados de P. citrulli apenas na

490  primeira concentracdo de Kasumin®e Quimifol Titanium S® (Figura 6).
491  Figura 6- Efeitos de produtos quimicos no crescimento de Paracidovorax citrulli. (A) Controle:

492  negativo a esquerda e positivo a direita; (B) tratamento com Fegatex®; (C) tratamento com

493  Kasumin® na concentragdo de 5.000ppm.

494

495 Nas inoculacdes em fruto com os dois isolados de P. citrulli (controle positivo) e no
496  tratamento com todas as concentrages de Kasumin® verificou-se sintomas de mancha aquosa
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(Figura 7), embora em meio NYDA ndo tenha sido observado crescimento bacteriano nas duas
concentra¢fes mais elevadas (20.000 e 35.000ppm), indicando a presenga de células viaveis
mas ndo cultivaveis (VBNC). Para o tratamento com Quimifol Titanium S® foi observado
sintoma da doenca apenas na menor concentracdo (0,09 ml/150mL) em relacdo ao isolado
CCRMACcM-1 (Figura 8), embora em meio de cultura também tenha sido observado
crescimento do isolado CCRMACc1.43 nessa concentragcdo. No entanto, nos tratamentos com
Fegatex® e Kocide® ndo foram detectados sintomas da doenca. Ja para o Fegatex®e o Kocide®
ndo foi observado crescimento em meio de cultura e também sintoma da doenca, independente

da concentracdo testada, indicando que tiveram efeito bactericida.

Figura 7 - MelGes inoculados artificialmente com Paracidovorax citrulli submetida a
tratamento com diferentes concentracdes de Kasumin®, isolado CCRMACc1.43 (A) e isolado
CCRMACcM.1 (B).

Lesdes no fruto da esquerda para direita: controle negativo (azul), controle positivo (verde), concentracBes de
Kasumin® - 5.000ppm (vermelho), 20.000ppm (amarelo), 35.000ppm (rosa).
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Figura 8 - MelGes inoculados artificialmente com Paracidovorax citrulli submetida a
tratamento com diferentes concentragdes de Quimifol Titanium S®, isolado CCRMACc1.43 (A)
e isolado CCRMAcM.1 (B).

Lesdes no fruto da esquerda para direita: controle negativo (azul), controle positivo (verde), concentrac@es de
Quimifol Titanium S® - 5.000ppm (vermelho), 20.000ppm (amarelo), 35.000ppm (rosa).

6- Discussao

Os produtos fitossanitarios Fegatex®, Kocide®e Kasumin®s&o indicados para o controle
da mancha aquosa em meloeiro (MAPA, 2023) e o Quimifol Titanium S® é utilizado como
fertilizante em campos de producdo de meloeiro. Entretanto, no campo néo tém sido observados
bons resultados de controle da doenca (Informacédo pessoal Emanuel Assuncdo), motivo pelo
qual foi testada a eficiéncia dos produtos em inibir in vitro o crescimento de P. citrulli.

Os isolados CCRMACc1.43 e CCRMACcM.1 de P. citrulli apresentaram semelhancas de
reacdo frente aos produtos quimicos utilizados, tendo seu crescimento ja inibido na primeira
concentracdo (dose recomendada na bula) por todos os produtos utilizados na pesquisa, porém
na segunda concentracdo (dose intermediaria) os mesmos apresentaram aumento de
crescimento seguido novamente de um decréscimo, com excecdo do Fegatex® que apos a
inibicdo na primeira concentracdo (3.000ppm), 0 aumento sé ocorreu na terceira concentragdo
(20.000ppm), que é a dose utilizada pelos agricultores no campo. Este fato pode ser atribuido
ao conceito de hormese, onde ha uma relagdo de dose-resposta caracterizada por um estimulo
sob baixas doses e inibi¢do sob altas doses (Calabrese et al., 2015), de modo que ao submeter
os isolados a diferentes concentracfes recomendadas para o controle do patdgeno em campo
observa-se a possivel ocorréncia do fenémeno.
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O fruto do meloeiro inoculado com os isolados sob tratamento de Kasumin®
(Kasugamicina) desenvolveu sintomas da mancha aquosa em todas as concentragdes, mesmo
qgue em meio de cultura NYDA tenha apresentado crescimento apenas na primeira concentragdo
(5.000ppm), caracterizando como uma acgdo bacteriostatica com a possivel ocorréncia da
condicdo de células viaveis, mas ndo cultivaveis (VBNC). Segundo Maertens et al. (2021), a
bactéria na presenca do propulsor do estresse pode ser induzida a um estado celular regular.
Este estado celular ¢ denominado de estado “viavel, entretanto nio cultivavel”, ou seja, as
células bacterianas ndo podem ser cultivadas em meios laboratoriais, todavia mantém a
integridade da membrana além de niveis baixos, porém mensuraveis, de metabolismo e
expressao génica (Davey 2011; Schottroff et al., 2018). A baixa eficiéncia do antibidtico pode
estar correlacionada ao seu uso isoladamente, uma vez que é comumente utilizado associado
com produtos cupricos, como oxicloreto de cobre (Sales et al., 2005) e hidréxido de cobre
(Costa et al., 2006) potencializando o efeito no controle da bactéria. A resisténcia de bactérias
fitopatogénicas a compostos cupricos foi notificada pela primeira vez em Xanthomonas spp.
por Marco e Stall (1983), alguns estudos foram realizados para entender como funciona esse
mecanismo, entre eles o controle da entrada de cobre e 0 seu resgate por proteinas presentes no
interior da célula e na sua membrana externa (Cooksey, 1993).

Os isolados CCRMACcl1.43 e CCRMACM.1 quando submetidos a tratamento de
Quimifol Titanium S® e inoculados no fruto, apresentaram sintomas da doenca apenas na
primeira concentracdo (0,09 mL/150mL) em relacdo ao isolado CCRMACM.1, mesmo que
tenha sido observado crescimento in vitro nessa mesma concentracéo no isolado CCRMAc1.43,
fato que pode ser atribuido a questdo de adaptabilidade do isolado. O Quimifol é um fertilizante
com acao bactericida de aplicacdo na area foliar com composicédo rica em cobre, manganés e
zinco. Uma vez que uma das formas de disseminacao de P. citrulli se da por meio de plantulas,
plantas vizinhas e da folha para o fruto se houver respingos de chuva ou de irrigagéo (Silva et.
al., 2006), seu uso como controlador quimico dessa bactéria é vidvel, sendo uma alternativa
mais acessivel e eficaz.

Nos tratamentos com Fegatex® e Kocide® n&o foi observado crescimento em meio de
cultura assim como sintoma da doenca, independente da concentracdo testada, indicando que
tiveram efeito bactericida. Embora alguns estudos comprovem a baixa eficacia do uso de
hidroxido de cobre, ingrediente ativo do produto Kocide® no controle de P. citrulli, a sua
eficiéncia foi comprovada por Oliveira et al. (2007) ao avaliarem isolados sensiveis ao

composto a partir da concentracio de 138,2pg/L. Ja para o Fegatex®, produto a base de cloretos
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de etilbenzalconios e cloretos de benzalconios, ndo ha estudos sobre seu uso em relacéo a este
patdgeno apesar de recomendado para o controle da doenca, existindo estudos sobre o seu uso
no controle de outras bacterioses como Erwinia psidii na cultura da goiabeira (Rezende, 2006)
e Xanthomas spp. no controle da mancha bacteriana em tomateiro (Nascimento et. al., 2013).
Dentre os 4 produtos quimicos testados ndo é recomendado o uso do Kasumin®, que
se mostrou como 0 menos Vviavel para o controle da P. citrulli, pois inibiu o crescimento da
bactéria nos testes in vitro, mas ndo impediu o desenvolvimento da doenca nos frutos. As doses
de recomendagcéo da bula de Kocide® e Fegatex® sdo eficazes para a inibi¢do do crescimento

de P. citrulli, e comprovou-se o efeito de Quimifol Titanium S® como bactericida.
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