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Resumo — Objetivou-se avaliar a resisténcia da melancia hibrida Tainan e a capacidade do uso
de fosfito de potassio em induzir a resisténcia adquirida (SAR) ao fungo Didymella bryoniae.
No ensaio in vitro utilizou-se o delineamento experimental em blocos inteiramente casualizados
(DIC), com o fosfito diluido em meio BDA fundente em cinco concentragdes (D1: 0; D2: 100;
D3:200; D4: 300; e D5: 400 uL/ml), consistindo em quatro repeticdes. No ensaio in situ adotou-
se 0 delineamento experimental em blocos inteiramente casualizados em esquema fatorial 3x5,
consistindo em trés métodos de tratamento (T1: tratamento de sementes; T2: aplicacdo pre-
emergente; e T3: aplicacdo pos-emergente), combinados com cinco doses de fosfito (D1: 0; D2:
100; D3: 200; D4: 300; e D5: 400 pL/ml) com quatro repetigdes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (teste F), médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. O fosfito, em todas as doses utilizadas in vitro, apresentou efeito fungitoxico,
inibindo a germinacéo de conidios de D. bryoniae. No ensaioin situ 0 método de tratamento de
sementes (T1) obteve as maiores notas, proporcionando a total inducéo de resisténcia a D.
bryoniae a partir da dose de 200 pL/ml. Conclui-se que o uso de fosfito se mostra como uma
fonte alternativa no controle de doencas fingicas através da inducdo de resisténcia em plantas
e da sua acdo preventiva e fungitoxica.

Palavras-chave: Alternativa. Controle. Doenga Fungica. Manejo.

Induction of resistance to gummy stem blight in watermelon plant with the
use of phosphite

Abstract — The aim this work was to evaluate the resistance of the hybrid watermelon Tainan
and the ability of using potassium phosphite to induce acquired resistance (SAR) to the fungus
Didymella bryoniae. In the “in vitro” test, a completely randomized block design (DIC) was
used with the phosphite diluted in BDA melting medium in five concentrations (D1: 0, D2: 100,
D3: 200, D4: 300 and D5 : 400 uL/mL), consisting of four repetitions. In the “in situ” test, a
completely randomized block design in a 3x5 factorial scheme was adopted, consisting of three
treatment methods (T1: seed treatment; T2: pre-emergent application and T3: post-emergent
application), combined with five doses of phosphite (D1: 0, D2: 100, D3: 200, D4: 300 and D5:
400 pL / ml) with 4 repetitions. The data obtained were subjected to analysis of variance (F
test), averages compared by the Tukey Test at 5% probability. The phosphite in all doses used
“in vitro” showed a fungitoxic effect inhibiting the germination of D. bryoniae conidia. In the
“in situ” test, the seed treatment method (T1) obtained the highest scores, providing total
resistance induction to D. bryoniae from the dose of 200 uL/mL. It is concluded that the use of
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phosphite is shown as an alternative source in the control of fungal diseases through the
induction of resistance in plants and its preventive and fungitoxic action.

Keywords: Alternative. Control. Fungal disease. Management.

Introducéo

A melancia (Citrullus lanatus) € uma olericola da familia das Cucurbiticeas, mesma
familia do melo e das abdboras. Acredita-se que seja originaria da Africa, da regifo do deserto
de Kalahari. Porém, os primeiros registros do uso da melancia como alimento datam de 5.000
anos atras, pelos egipcios (SANTOS et al., 2018).

No Brasil, a cultura da melancia traz consigo grande importancia econdmica e social para
diversas regides brasileiras, tendo em vista a grande apreciacdo devido ao seu sabor agradavel,
além de seus custos e beneficios serem atraentes (SALGADO et al., 2018). Atrelada & producao
da cultura, sob perspectiva nacional, é cabivel destacar os estados do Rio Grande do Sul, Sdo
Paulo, Bahia, Rio Grande do Norte e Tocantins como maiores produtores.

Tavares et al. (2018) reportam que o estado do Tocantins vem se destacando na producéo
de melancia, pois possui clima e localizacdo favoraveis para o desenvolvimento das plantas e
posicdo estratégica para comercializacdo dos frutos no mercado interno. De acordo com a
Seagro (2020), o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) verificou que em 2017
foram colhidas 164.466 toneladas de melancia em uma area plantada de 9.395 hectares, e que,
juntos, os municipios de Lagoa da Confusdo e Formoso do Araguaia representam mais de 90%
da producéo total do estado.

Concomitantemente a producdo dessa cultura no estado, entraves de cunho fitossanitarios
evidenciam perdas significativas na producéo, devido, principalmente, a ocorréncia de doencas
causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides (REGO; CARRIJO, 2000). Um dos
patdgenos expoentes € o fungo Didymella bryoniae, agente causal do crestamento gomoso do
caule, uma das principais doencas da melancia, além de outros prejuizos que esse patdgeno
pode causar a produtividade e a qualidade organolépticas dos frutos (SANTOS et al., 2005b).
Os sintomas dessa doenca iniciam-se no colo da planta, na forma de finas rachaduras, que em
seguida necrosam e apodrecem o colo e ramas, provocando a murcha, a seca das folhas e a
morte da planta (TAVARES, 2002; MELANCIA et al., 2018).

Dessa forma, no Brasil, crescem a cada ano os estudos com produtos capazes de induzir
resisténcia a plantas em detrimento dos estresses bioticos e abidticos (BONALDO;
PASCHOLATI, ROMEIRO,2005; AGUIAR et al., 2018). Assim, por saber que plantas bem
nutridas com potassio (K) apresentam maior resisténcia a seca, as pragas, as doencas e ao
acamamento, e produzem frutos de melhor qualidade (DIANEZE; BLUM, 2010),
especialmente em relacdo ao uso do fosfito, além de relatos da sua acdo tdxica contra
determinadas espécies de fungos, ele também desempenha o papel de ativador de mecanismos
de resisténcia em plantas (DE ALMEIDA et al., 2018). Dessa forma, os fosfitos apresentam
grande potencial para o controle de doencas em plantas, pois, alem de atuarem diretamente nos
patdgenos, podem induzir respostas de defesa nos hospedeiros.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia da melancia
hibrida Tainan e a capacidade do fosfito de potassio de induzir a resisténcia adquirida (SAR)
ao fungo D. bryoniae.

Materiais e métodos
Local de pesquisa

O experimento foi conduzido no Centro Universitario Catolica do Tocantins
(UniCatdlica), Campus de Ciéncias Agrarias e Ambientais em Palmas (TO), localizando-se nas
coordenadas geograficas “48°16°34” W e 10°32°45” S em altitude de 230 m, no periodo de
fevereiro a maio de 2019.
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Preparacao do meio de cultura

O meio de cultura foi preparado com a combinacio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e
Nutriente Agar, na proporcéo de 20 g de batata-dextrose-agar, utilizando-se de 15 g de nutriente
agar para 500 ml de agua destilada. A mistura foi colocada em erlenmeyer e autoclavada por
20 minutos. Apds, foram vertidas em placas de Petri previamente esterilizadas.

Obtencéao do isolado

Os isolados de D. bryoniae utilizados neste estudo foram adquiridos da colecdo do
laboratério de fitopatologia do Centro Universitario Catdlica do Tocantins (UniCatolica).

Para repicagem do fungo estabeleceu-se um prévio cultivo, em placas de Petri, vertidas
com meio de cultura BDA, mantidas em incubacdo, a temperatura 20 + 5°C e fotoperiodo de
12 horas, por 13 dias.

Ensaio | — uso de doses de fosfito no controle de Didymella bryoniae

No ensaio in vitro, utilizou-se o delineamento experimental em blocos inteiramente
casualizados (DIC), com um tratamento sendo o fosfito diluido em meio BDA fundente em
cinco concentragdes (D1: 0, D2: 100, D3: 200, D4: 300 e D5: 400 uL/ml) com quatro repeticoes
vertidas em placas de Petri. Posteriormente, estabeleceu-se um disco de micélio do fungo D.
bryoniae em torno de 6 mm de didmetro no centro de cada placa.

As placas foram incubadas durante 8 dias, em B.O.D, em condic¢Ges de alternancia
luminosa (12 horas luz/12 horas escuro), a uma temperatura de aproximadamente 25° C. A
primeira avaliacdo aconteceu um dia apds a incubacéo, e as demais avaliacdes foram realizadas
em dias alternados por meio de medi¢cdes do didmetro micelial em mm com uso de um
paquimetro digital.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Ensaio Il — inducéo da resisténcia e/ou tolerancia da melancia hibrida Tainan utilizando
o fosfito em diferentes doses e modos de aplicacéo in situ

Adotou-se o delineamento experimental em blocos inteiramente casualizados em
esquema fatorial 3x5, sendo: trés métodos de tratamento (T1: tratamento de sementes; T2:
aplicacdo pré-emergente; e T3: aplicacdo pds-emergente) combinados com cinco doses de
fosfito (D1: 0, D2: 100, D3: 200, D4: 300 e D5: 400 puL/ml) com 4 repeti¢des.

O substrato utilizado para o referido ensaio foi elaborado em proporgdo 50:25:25,
consistindo em 50% de solo peneirado, 25% de areia lavada e 25% de substrato comercial
(bioplant®) previamente autoclavado sob temperatura de 120 °C durante 20 minutos e,
sequentemente submetido a secagem ambiente.

Em seguida o substrato foi levado para a casa de vegetacdo, onde foi acondicionado em
vasos de 1 litro, e posteriormente foi realizada a semeadura da melancia hibrida Tainan em uma
profundidade de 2 cm. No plantio, as sementes foram tratadas para constituir o tratamento T1
(tratamento de sementes), sendo submetidas as doses de fosfito nas concentracdes estimadas,
ficando emergidas na solugdo por 15 minutos.

Apos oito dias & germinacdo, realizou-se a inoculagdo do fungo nas mudas de melancia
atraveés da fixacao de discos de micelios de aproximadamente 6 mm, procedimento realizado
com o auxilio de alfinetes, via perfuracéo na regido do colo das plantulas, para a concepgéo de
facilidade de penetracdo do patdgeno no tecido vegetal.

Para constituir o tratamento T2 (aplicacdo pré-emergente), realizou-se a primeira
aplicacéo do fosfito com o auxilio de borrifadores nas concentragdes estimadas para o referido
tratamento no momento da inoculacdo do patdgeno.

No tratamento T3 (aplicacdo pds-emergente) para aplicagdo das doses do fosfito via
foliar, utilizaram-se borrifadores ap6s os sintomas caracteristicos da doenga causada pelo
patogeno serem visivelmente expressos nas plantulas.
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As plantulas foram avaliadas 20 DAE (dias ap0s a emergéncia), em que 0s sintomas e/ou

agressividade foram criteriosamente observados e enquadrados por meio da escala de notas

adotada conforme a metodologia descrita por Santos e Café-Filho (2005), utilizando-se o ponto
meédio da escala de notas de 0 a 9, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Escala de notas para analise severidade da doenca causada pelo Didymella bryoniae. Palmas — TO,
2019.

Nota Descricao
0 Tecido sadio
Menos de 1% de tecido doente
Entre 1 e 5% de tecido doente
Entre 6 e 25% de tecido doente
Entre 26 e 50% de tecido doente
Mais de 50% de tecido doente

O© N O1WwEF

Fonte: Santos e Café-Filho (2005)

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Foram ajustadas as equacdes de regressao
com base no teste “t” dos coeficientes a 5% de probabilidade e no coeficiente de determinagéo
(R).

Resultados e discussdes
Ensaio | - uso de doses de fosfito no controle de Didymella bryoniae

A anélise de variancia (Tabela 2) mostra que houve variacdo em funcdo das doses de
fosfito (70% de P20s e 10% de K>O) com significancia a 1% de probabilidade (p<0,01) sobre
o crescimento micelial in vitro do fungo D. bryoniae.

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia do crescimento micelial in vitro do fungo Didymella bryoniae sob
influéncia de diferentes doses de fosfito. Palmas — TO, 2019.

Fontes de variacéo GL SQ oM F

Doses do Fosfito 4 3676.93 919.23 117.53 **
Residuo 15 117.33 7.82

C.V (%) 41.25

Fonte: Os autores (2019).
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01), * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01
=< p < 0.05), * ndo significativo (p >= 0.05).

As médias do diametro micelial do fungo D. bryoniae do Ensaio | estdo expressas na
Tabela 3.

Tabela 3 - Diametro médio micelial (mm) de Didymella bryoniae submetido a diferentes doses de fosfito in vitro.
Palmas — TO, 2019.

Doses de fosfito (uL/ml) Diametro médio micelial (mm)
0 33,89 a
100 0,00 b
200 0,00 b
300 0,00 b
400 0,00 b
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Fonte: Os autores (2019).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 3, € cabivel destacar que para todos 0s
tratamentos foram obtidos valores de crescimento micelial igual a 0, ou seja, menores que a
testemunha, observando que ndo houve desenvolvimento micelial do fungo a partir da primeira
dose (100 pL/ml) do fosfito.

A inibicdo apresentada no crescimento micelial do fungo D. bryoniae pelo uso do fosfito
confirma o modo de acdo antifingico direto, observado por De Almeida et al. (2018), que
verificaram a inibicdo do crescimento micelial de Phytophthora palmivora sob acédo de fosfito.

A comprovacdo como agdo antifungica dessa substancia (fosfito) foi realizada nos
Oomicetos. Os efeitos sobre esse grupo de microrganismos consistiram na inibicdo do
crescimento micelial (fungistastico), mudancas metabdlicas que influenciam diretamente o
pseudo-fungo, supressdo de germinacao e esporulacdo, segundo Santos et al. (2017).

A ativacdo de enzimas, bem como a formacdo de diversos compostos fenolicos, foi
amplamente significativo quando usado fosfito de potassio na inducédo de resisténcia em plantas
de soja, conforme estabelece Locateli (2017). J& em feijdo, o uso de fosfito de manganés agiu
ativamente sobre a reducéo da incidéncia da ferrugem na cultura do café, reportando a ativacédo
génica, conforme observacéo feita por Brackmann et al. (2008).

Ensaio Il — inducéo da resisténcia e/ou tolerancia da melancia hibrida Tainan utilizando
o fosfito em diferentes doses e modos de aplicacéo in situ

De acordo a andlise de variancia, percebe-se significancia a 1% em funcéo das doses de
fosfito, para os métodos de tratamento (épocas de aplicacdo) e a interacdo entre eles, conforme
expostos na Tabela 4.

Tabela 4 - Anélise de variancia da escala de severidade do fungo Didymella bryoniae submetido ao uso da
aplicacdo de fosfito em diferentes métodos de tratamento. Palmas — TO, 2019.

Fontes de variacao GL SQ QM F
Doses do Fosfito (D) 4 93.83 23.46 14.56 **
Métodos de tratamento (T) 2 81.63 40.82 25.33 **
Interacio D * T 8 258.37 32.29 20.04 **
Residuo 45 72.50 1.61

C.V (%) 44.80

Fonte: Os autores (2019).
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01), * significativo ao nivel de 5% de probabilidade
(0.01 =< p < 0.05), ™ ndo significativo (p >= 0.05).

Os resultados médios obtidos a partir da avaliacdo de severidade de D. bryoniae,
utilizando escala proposta por Santos e Café-Filho (2005), sdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados médios por tratamento obtidos a partir da avaliagdo de severidade de Didymella bryoniae,
utilizando escala proposta por Santos e Café-Filho (2005). Palmas — TO, 2019.

Doses fosfito Metodos de tratamento
(nL/ml) Trat. de sementes Pré-Emergente P6s-Emergente
(T1) (T2) (T3)

0 5,00 aA 2,50 bB 7,00 aA
100 1,00 bB 2,5bB 7,00 aA
200 0,00 bB 3,00 bB 3,50 aB
300 0,00 bB 6,00 aA 1,75 bBC
400 0,00 bB 6,00 aA 0,00 bc

Fonte: Os autores (2019).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Letras mailsculas diferentes nas
colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05); letras mintsculas diferentes nas linhas
indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (P<0,05); letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

A Tabela 5 demonstra que houve diferenca significativa entre os tratamentos com
diferentes doses de fosfito e o tratamento testemunha para o método de aplicagdo “tratamento
de sementes”; numericamente, foi possivel observar que a partir da dose 200 puLL/ml apresentou
total resisténcia ao patdgeno, ndo apresentando severidade, conforme a Figura 1. Assim,
observa-se que o fosfito inibiu significativamente o desenvolvimento do patégeno a partir da
dosagem de D3: 200 pL/ml, ajustando-se a fun¢do ao modelo linear de regresséo, conforme
Figura 1, a qual apresenta tal dose como sendo a concentragdo sinalizadora na redugdo dos
micélios em tratamento pré-emergente.

Reportando e corroborando essa especificidade do presente estudo, Muller et al. (2017)
elucidaram que uma caracteristica de interesse promovida pelo tratamento de sementes através
do uso de fosfitos estd relacionada a efeitos fisiolégicos benéficos as plantas, favorecendo
varios deles, como maior resisténcia a periodos de estiagem, estimulando o seu sistema de
autodefesa, entre outros. Dessa maneira, confirmando os resultados obtidos, Dordas (2008) e
Dalcin et al. (217) asseguraram em seus estudos que os fosfitos induzem ou ativam
efetivamente os sistemas de defesa que se qualificam e entram no viés de funcionamento
guando as plantas sofrem ataques por patdgenos ou insetos.

Figura 1 - Efeito do Tratamento de sementes (T1) no progresso da severidade do fungo Didymella bryoniae
submetido a aplicacdo de fosfito. Palmas — TO, 2019.

9 -
8 4
=7
6 -
S5 ¢
2a-
(5]
% 3 y=-0,011x + 3,4
0o R2=0,6436
1 - *
0 ; * *
0 100 200 300 400

Doses de Fosfito (uL/ml)
Fonte: Os autores (2019).
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Ja para o tratamento pré-emergente, conforme a Figura 2, a funcéo ajustou-se ao modelo
linear de regresséo, constatando-se que ndo houve diferenca significativa entre a testemunha e
as doses D2 (100 uL/ml) ¢ D3 (200 uL/ml) do fosfito, ao passo que tal método de tratamento
ndo foi capaz de induzir a resisténcia das plantulas de melancia mesmo nas maiores doses, fato
esse comprovado pelo 0 aumento da escala de severidade nas doses D4 (300 puL/ml) e D5 (400
pL/ml).

Figura 2 - Efeito do tratamento pré-emergente (T2) no progresso da severidade do fungo Didymella bryoniae
submetido a aplicacdo de fosfito. Palmas — TO, 2019.

} y =0,0105x + 1,9
. R?=0,8167
*

Severidade (%)

O P, NN W S~ 01 OO N 00 ©
1

0 100 200 300 400
Doses de Fosfito (uL/ml )
Fonte: Os autores (2019).

Nascimento et al., em 2016, atestaram tais resultados obtidos no tratamento T2 (pré-
emergente), os quais afirmaram que ha uma necessidade de algum tempo para que a planta
atinja o estado de inducdo, uma vez que a expressdo da inducgéo ndo ocorre imediatamente. 1sso
pode ter sido a principal causa para 0 aumento da severidade do patbgeno mesmo com o
aumento das doses de fosfito, pois o tempo de esporulagdo do fungo D. bryoniae ocorreu com
mais rapidez do que o processo de inducdo da planta.

Dessa maneira, apds o patdégeno ser amplamente detectado pela planta, o uso de agentes
qguimicos secundarios tende a ativar defesas, tais como a reacdo de hipersensibilidade, bem
como 0 aumento da expressdo génica atribuidas ativamente a defesa, na habilidade em superar
respostas de resisténcia (ROMA, 2013).

No tratamento pds-emergente, segundo a Figura 3, os valores também se ajustaram ao
modelo linear de regressdo, evidenciando a ndo disparidade de diferenca estatistica (Tabela 5)
entre a testemunha e a dose D2 (100 uL/ml). No entanto, quando submetidas a doses maiores,
houve uma percepc¢do na reducéo frente a escala de severidade, observando o fato de que nas
doses superiores se alcancou a resisténcia total da plantula ao ataque do fitopatdgeno. No
entanto, a eficiéncia desse método de tratamento foi observada concomitantemente ao aumento
das dosagens avaliadas, em que a dose de 398,96 pL/ml apresentou maiores resultados.
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Figura 3 - Efeito do tratamento pés-emergente (T3) no progresso da severidade do fungo Didymella bryoniae
submetido a aplicacdo de fosfito. Palmas — TO, 2019.
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Fonte: Os autores (2019).

Esses resultados corroboram os de Bruzamarello et al. (2018), que evidenciaram que 0
uso de fosfitos a base de potassio, cobre e manganés agiram sobre a prospeccéo da ativacdo
enzimatica, demonstrando a ativacdo da resisténcia na cultura da soja. Por outro lado, Costa et
al. (2017) observaram, na cultura do feijdo, o aumento da atividade enzimatica responsavel pela
ativacdo contra o agente causal da antracnose utilizando fosfito de potassio, tendo percebido
ainda o aumento da quantidade de lignina e fendlicos sollveis.

Esses resultados sdo confirmados estudos de Mauch-Mani et al. (2006), nos quais
afirmam que os primings sdo propriedades indutoras de resisténcia nos vegetais e podem
também reduzir a esporulacéo dos patdgenos, possibilitando, com isso, a reducdo na intensidade
das doencas, e que podem ocorrer alteracdes na planta nos niveis fisioldgico, transcricional,
metabolico e epigenético

Sendo assim, o tratamento pés-infeccdo do patdgeno conseguiu, nas maiores doses,
reduzir a severidade da doenca. Esses resultados corroboram os de Cole (2005), o qual atribuiu
tal efeito ao fato de os fosfitos, além de ativarem o sistema de defesa das plantas, atuarem
diretamente no patdgeno promovendo uma acao fungicida

Consideracoes finais

O fosfito, em todas as doses utilizadas (100, 200, 300 e 400 pL/ml) no ensaio in vitro,
apresentou efeito fungitdxico, inibindo o crescimento micelial do fungo D. bryoniae.

No ensaio in situ, 0 método de tratamento de sementes obteve os melhores resultados,
proporcionando total inducdo de resisténcia a D. bryoniae observada a partir da dose de 200
pL/ml de fosfito.

O uso de fosfito mostra-se como uma fonte alternativa no controle de doencas fungicas
através da inducdo de resisténcia em plantas e da sua acéo preventiva e fungitoxica.
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