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Vii
RESUMO GERAL

A mancha aquosa causada por Acidovorax citrulli, € uma das doencas mais severas do
meloeiro (Cucumis melo) e um dos principais problemas para o Nordeste, a principal regido
produtora de meldo do Brasil. Estratégias para o controle da mancha aquosa incluem
tratamentos quimicos e fisicos das sementes e quimico da parte aérea da planta. Uma vez que
esses tratamentos ndo sdo eficientes e cultivares resistentes de meloeiro inexistem, outras
estratégias tém sido investigadas, dentre elas o controle bioldgico. Os objetivos deste trabalho
foram analisar a eficiéncia de leveduras no biocontrole dessa doenca pela protecdo de
plantulas e plantas e pelo tratamento de sementes de meloeiro, além de verificar a atividade in
vitro contra o patdgeno e a promogdo do crescimento de plantas de meloeiro. Nenhuma das 60
leveduras testadas inibiu o crescimento do patdgeno, porém os isolados LMA1 (Rhodotorula
aurantiaca), LMS (R. glutinis) e CC-2 (Pichia anomala) destacaram-se como 0s mais
eficientes na protecdo de plantulas. Quando testadas em plantas e sementes, LMA1 e CC-2
mantiveram a eficacia. Em plantas, as redugdes de indice de doenca (ID) e area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) em relacdo a testemunha foram de até 58,6 e 47,2%,
respectivamente, enquanto que o tratamento de sementes reduziu o ID e AACPD em até 34,3
e 45,5%. Esses isolados ndo promoveram o crescimento do meloeiro e ndo produziram
toxinas Killer in vitro. R. aurantiaca (LMA1) e P. anomala (CC-2) foram eficazes na protecédo
de plantulas e plantas e no tratamento de sementes de meloeiro. Portanto, a utilizacdo dessas
leveduras junto a outros métodos de controle, tais como cultivares resistentes e utilizagdo de

compostos cupricos, sera importante no manejo integrado da mancha aquosa.

Palavras-Chave: Acidovorax citrulli - Pichia anomala . Rhodotorula aurantiaca

Rhodotorula glutinis - promocéo de crescimento - toxinas Killer



viii

GENERAL ABSTRACT

The bacterial fruit blotch caused by Acidovorax citrulli is one of the most severe diseases of
melon (Cucumis melo), and a major problem in the Northeast, the main melon producing
region of Brazil. Strategies for control of bacterial blotch include chemical and physical
treatments of seeds and chemical sprays of the plant canopy. Since these treatments are not
efficient and resistant melon cultivars do not exist, other strategies have been studied,
including biological control. Our objectives were to analyze the efficiency of yeasts in the
biocontrol of this disease by protecting seedlings and plants, and by treating melon seeds; and
to verify the in vitro activity against the pathogen and the growth promotion of melon plants.
None of the 60 yeasts inhibited the growth of the pathogen, but the isolates LMAL
(Rhodotorula aurantiaca), LMS (R. glutinis) and CC-2 (Pichia anomala) stood out as the
most effective in protecting seedlings. When tested in plants and seeds, LMA1 and CC-2
maintained effectiveness. In plants, the reductions in disease index (ID) and area under the
disease progress curve (AUDPC) compared to the control reach 58.6 and 47.2%, respectively,
while seed treatments reduced ID and AUDPC up to 34.3 and 45.5%. These isolates did not
promote the growth of melon plants and did not produce killer toxins in vitro. R. aurantiaca
(LMAL) and P. anomala (CC-2) were effective in protecting plants and seedlings and for seed
treatment of melon. Therefore, the use of these yeasts jointly with other control methods, such
as resistant varieties and copper compounds, is important in integrated management of

bacterial fruit blotch.

Keywords: Acidovorax citrulli - Pichia anomala - Rhodotorula aurantiaca - Rhodotorula

glutinis - growth promotion - toxins killer
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INTRODUCAO GERAL

1. Importéncia econémica da cultura do meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma espécie da familia Cucurbitaceae, cuja producédo
¢ uma atividade de grande importancia econdmica para o Nordeste brasileiro (MARIANO;
SILVEIRA, 2004). Os frutos de meloeiro apresentam alto valor comercial, se destacando em
relacdo a outras espécies vegetais. O sabor e aroma peculiares dos frutos fazem com que essa
hortalica seja muito apreciada no Brasil e no mundo, sendo consumida em larga escala em
paises da Europa, nos Estados Unidos e no Japdo (SILVA; COSTA, 2003).

A produgédo brasileira de meldo cresceu 18,7% entre 2009 e 2010, passando de
402.959 mil para 478.431 mil toneladas. Nesse periodo, houve um aumento de 7,5% da area
cultivada com meldo, passando de 17.559 ha para aproximadamente 18.870 ha. O Nordeste é
a principal regido produtora, sendo responsavel por 16.308 ha dessa area com um rendimento
médio de 28 toneladas/ha. O estado Rio Grande do Norte destaca-se como o maior produtor
dessa regido, seguido do Ceard, Bahia e Pernambuco (IBGE, 2009; IBGE, 2010). O Brasil em
2010 exportou 759 mil toneladas de frutas frescas, sendo o meldo responsavel por 23,41 %
desse montante, liderando o ranking com 178 mil toneladas (IBRAF, 2010).

O aumento da area cultivada, a elevacdo da produtividade de frutos e o
desenvolvimento de novos materiais genéticos, tém proporcionado melhorias no manejo da
cultura do meloeiro (CRISOSTOMO et al., 2002). Na regido Nordeste, as grandes empresas
adotam um alto nivel tecnoldgico no desenvolvimento da cultura, como uso de irrigacdo
localizada por gotejamento, da cobertura plastica de polietileno (mulch) e da manta térmica
tecido-ndo-tecido (TNT) (SANTOS et al., 2001).

Nos estados do Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco, as regides
produtoras caracterizam-se pela presenca de empresas de médio e grande porte que lideram
este agronegocio, mas também de muitos pequenos produtores que escoam a producdo via
grandes empresas (BUAINAIN; BATALHA, 2007) e séo gerados cerca de 60 mil empregos
diretos e indiretos em cultivos de meloeiro (TAVARES, 2002).

As doencas e pragas do meloeiro, como de outras culturas, podem causar prejuizos
econdmicos pela reducdo da quantidade e/ou qualidade de frutos comercializados (MENEZES
et al., 2000). Essa cultura apresenta algumas caracteristicas que dificultam o manejo
fitossanitario, dentre as quais se destacam o ciclo curto, com média de 60 dias e o plantio de
forma escalonada, favorecendo a disseminacdo de pragas e patdégenos de um cultivo mais
antigo para um recém-plantado (BLEICHER; MELO, 1998; FERNANDES et al., 2000).
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Dentre os patdgenos que afetam o meloeiro, as bactérias vém assumindo uma grande
importancia, destacando-se no Brasil Acidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al. (Sin: A.
avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Willems et al. Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp.
citrulli Schaad et al.; Pseudomonas avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu 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. Em outros paises produtores, Erwinia ananas
(Serrano) e Erwinia tracheiphila (Smith) também tém sido assinaladas como bacterioses do
meloeiro (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001; TAVARES, 2002).

A. citrulli é o agente etiologico da mancha aquosa, importante doenca bacteriana para
as culturas do meloeiro e melancia (Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. e Nakai), no Brasil e

no mundo.

2. Acidovorax citrulli e a mancha aquosa do meloeiro

Acidovorax citrulli é uma bactéria Gram negativa, na forma de bastonete, aerébia e
movel por um flagelo polar. Apresenta bom crescimento em meio de cultura de rotina como
agar nutritivo - extrato de levedura - dextrose (NYDA), onde forma col6nias pequenas com
0,7 a 1,0 mm, brancas ou cremes, e ndo fluoresce em meio King B (SCHAAD et al., 1978).
Possui reacdes positivas para os testes de catalase, oxidase, urease e lipase e nao hidrolisa a
arginina (SCHAAD et al., 1978). Utiliza os carboidratos fermentaveis glucose, galactose,
ramnose, sacarose, lactose, maltose, amido, inulina, manitol, dulcitol, sorbitol e salicina
(CAVALCANTI et al., 2005; SCHAAD et al., 1978). Cresce a temperatura de 41°C, mas nao a
4°C, com maximo desenvolvimento a 35°C; na faixa de pH de 5,0 a 9,0, com maximo em pH 7,0;
e nas concentracdes de 1, 2, 3 e 4% de NaCl, com crescimento maximo a 2% e minimo a 4%
(CAVALCANTI et al., 2005). Isolados da espécie apresentam reacdo de hipersensibilidade
em fumo (Nicotiana tabacum L.) variada (RANE; LATIN, 1992; SILVEIRA et al., 2003;
SOMODI et al., 1991).

O primeiro relato da mancha aquosa ocorreu na cultura da melancia nos Estados
Unidos em 1965, onde foram observadas manchas encharcadas em plantulas (WEBB; GOTH,
1965). Em meldo, a sua primeira ocorréncia também foi nesse pais, s6 que 31 anos mais tarde,
em 1996, com incidéncia em mais de 50% dos frutos em campos agricolas no Texas
(ISAKEIT et al., 1997).
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No Brasil, a mancha aquosa foi detectada em meloeiro pela primeira vez no Rio
Grande do Norte no ano de 1997 (ASSIS et al., 1999), em seguida no Ceara (SANTOS;
VIANA, 2000), Pernambuco (MARIANO; SILVEIRA, 2004), Rio Grande do Sul (UENO et
al., 2003) e Bahia (MARIANO et al., 2004), com altos indices de infecgdo, depreciando
comercialmente o fruto de meldo (MARIANO; SILVEIRA, 2004). Essa doenga tem atingido
proporcdes epidémicas nos Estados do Rio Grande do Norte e Ceara, que despontam como
principais polos de producéo, causando perdas em torno de 40 a 50%, podendo atingir até 100
%, sobretudo em periodos chuvosos (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001).

Tantos nos Estados Unidos como no Brasil os surtos dessa bacteriose se deveram a
alta transmissibilidade e rapida disseminacdo do patdgeno pela semente e desenvolvimento da
doenca sob condi¢Ges ambientais favoraveis (ZAMBOLIM et al., 2011). A transmissdo de A.
citrulli por sementes merece atencdo especial, ja que o uso pelos agricultores de sementes
produzidas na propria lavoura para novos plantios é constante (MARIANO; SILVEIRA,
2007). Essa transmissédo varia de 33 a 91% e de 10 a 69%, respectivamente, segundo O'Brien
e Martin (1999) e Oliveira et al. (2001). Em lotes de sementes de melancia contendo uma
semente contaminada com a bactéria em concentragées diversas (1 x 10" a 1 x 10" UFC/ml),
foram obtidos niveis de transmissdo de A. citrulli variando de 16,7 a 100% (DUTTA et al.
2011).

Em sementes de melancia oriundas de frutos infectados A. citrulli sobreviveu durante
12 meses, demonstrando a importancia desse ambiente para a sobrevivéncia de A. citrulli.
(HOPKINS et al., 1996). Além de sementes, a bactéria sobrevive em plantulas voluntérias e
nas hospedeiras alternativas: abdbora (Cucumis maxima L), pepino (Cucumis sativus L.),
chuchu (Sechium edule L.) (ROBBS et al.,, 1991), meldo-pepino (Cucumis melo var.
cantalupensis Naud) (OLIVEIRA et al.,, 2003), abobrinha (Cucurbita pepo L.), cabaca
(Lagenaria vulgaris Ser.), maxixe (Cucumis anguria L.), abobora moranga (Cucurbita
maxima Duchesne), berinjela (Solanum melongena L.), tomateiro (Solanum lycopersicum L.),
pimentdo (Capsicum annuum L), mamoeiro (Carica papaya L.), bucha (Luffa cylindrica M.
Roem.) e meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) (NASCIMENTO et al., 2004).
Cucurbitaceas selvagens como Citrullus lanatus var. citroides (Bailey) pode hospedar A.
citrulli e possivelmente atua como um reservatorio da bactéria (O'BRIEN; MARTIN, 1999).
A. citrulli sobrevive também em tecidos de folhas e frutos de meloeiro incorporados ao solo
nas profundidades de 0,5 e 10 cm por 28 dias, e a 15 cm por 14 dias. No solo na auséncia de

uma planta hospedeira, a bactéria sobrevive menos de uma semana (OLIVEIRA, 2008).
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Os sintomas da mancha aquosa podem ser observados em varios estadios de
desenvolvimento da planta, desde plantulas oriundas de sementes contaminadas até a polpa do
fruto. Geralmente a doenga é introduzida no cultivo por meio de sementes contaminadas, dai a
importancia de sementes certificadas no plantio (BARBOSA et al., 2010). Em flores a
infeccdo é assintomatica. No entanto, em melancia, observou-se que as flores sdo potenciais
portas de entrada para posterior infeccao de frutos e sementes (WALCOTT et al, 2003).

Plantulas provenientes de sementes contaminadas podem entrar em colapso total
(SANTOS; VIANA, 2000), ou, apresentar extensas manchas encharcadas que progridem para
verde-escuras e marrons nos cotilédones, necrose no hipocétilo, tombamento e morte
(MARIANO; SILVEIRA 2007).

Nas folhas, as manchas sdo inicialmente pequenas, com aspecto oleoso e coloracao
verde-clara, tornando-se posteriormente marrom-escura (SANTOS; VIANA, 2000), com ou
sem halo (HOPKINS et. al., 1996). As lesdes sdo frequentemente observadas ao longo das
nervuras da folha e, dependendo das condices climaticas e da cultivar, podem crescer e
coalescer, e a necrose estender-se por quase toda a area foliar (MARIANO; SILVEIRA 2007).

As lesBes nos frutos apresentam-se inicialmente como pontos de aspecto oleoso de 1 a
5 mm de didmetro (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001), tornando-se posteriormente
manchas marrons, necréticas com ou sem rachaduras no centro (SANTOS; VIANA, 2000).
As lesdes necrdticas localizam-se na superficie do fruto que ndo entra em contato com o solo,
progredindo em torno de sete a dez dias, atingindo uma area maior, antes da colheita. A
bactéria, em geral, coloniza a polpa do fruto, contaminando as sementes externa e
internamente (MARIANO; SILVEIRA 2007).

Para o controle da mancha aquosa, a principal medida a ser tomada € a utilizacao de
sementes livres da bactéria (SANTOS; VIANA, 2000; VIANA et al., 2000). A. citrulli tem
sido isolada da casca e do embrido de sementes, indicando contaminagdo interna e externa
(RANE; LATIN, 1992) que dificulta a eficacia do tratamento de sementes. No entanto,
tratamentos quimicos e fisicos da semente tém sido recomendados: estreptomicina por 16
horas (1,0 mg/ml) (SOWELL; SCHAAD, 1979); acido cloridrico 1,8% por 5 minutos;
hipoclorito de sédio 0,5% por 20 minutos (RANE; LATIN, 1992); acido latico 2% por 20
minutos; imersdo em &gua quente a 52° C por 10 minutos (SANTOS; VIANA, 2000);
acibenzolar- S- metil 0,01% (ASM) por 20 minutos; sulfato de estreptomicina 0,1% por 30
minutos; sulfato de estreptomicina 0,1% + solucéo salina 1,5% por 30 minutos (MORAES et
al., 2002); acido peroxiacético 1.600 ug/ml por 30 minutos, seguindo-se secagem com baixa
umidade a 40°C por 24 horas (HOPKINS et al., 2003); e sulfato de estreptomicina 0,1%,
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kasugamicina 0,1%, oxicloreto de cobre 0,5% e Bion 0,01%, isoladamente ou em mistura por
30 minutos (SILVA NETO et al., 2003).

Para evitar a doenca em cultivos estabelecidos, devem ser efetuadas aplicagdes
alternadas, a cada sete dias, de defensivos de efeito bactericida, como os fungicidas cupricos
(VIANA et al., 2000) iniciando-se na floragdo, ou antes, e prolongando-se até a maturacao
dos frutos (WALCOTT et al.,, 2001), quando as barreiras morfolégicas a penetracdo do
patogeno parecem aumentar (FRANKLE et al., 1993).

Como medidas culturais de controle, séo indicadas: erradicar plantulas/plantas com
sintomas de mancha aquosa; manter 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 movimentacdo 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 adubacéo equilibrada, sem excesso de nitrogénio; eliminar
cucurbitaceas silvestres, como meldo-pepino (OLIVEIRA et al., 2003), bucha, cabaca e
meldo-de-séo-caetano (NASCIMENTO et al., 2004).

Varias selecOes para resisténcia a mancha aquosa tém sido realizadas com acessos e
variedades de meloeiro e outras curcubitdceas (BAHAR et al., 2009; BUSO et al. 2002;
CARVALHO, 2012; HOPKINS et al. 1993; HOPKINS; THOMPSON 2002; SOWELL;
SCHAAD, 1979). No entanto, varia¢des nos resultados frequentemente tém sido encontradas,
devido principalmente a diferencas nas condi¢Ges experimentais (CARVALHO, 2012;
HOPKINS; THOMPSON, 2002) e a alta variabilidade dos isolados utilizados (HOPKINS,
1993).

As medidas citadas acima ndo tém se mostrado eficientes no manejo da mancha
aquosa, sendo necesséria a busca de novas alternativas de controle para essa doenga, a
exemplo do controle bioldgico. Ressalta-se que o cultivo do meldo organico tem obtido
sucesso no Submédio do Vale do S&o Francisco, conforme a Associacdo Comercial,
Industrial, Agropecuaria e Servigos de Petrolina (ACISP), em Petrolina-PE (TAVARES,
2002). Logo, a adocdo de préaticas de controle biolégico de doengas de plantas na regido seria
de grande importancia para os produtores, contribuindo para a continuidade do sucesso da
producdo organica, além de ser um componente a mais no manejo da doenca em cultivo

convencional.
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3. Controle biol6égico da mancha aquosa

O uso intensivo de agroquimicos na agricultura tem acarretado diversos problemas
ambientais, tais como: a contaminacdo de alimentos, do solo, da agua e dos animais; a
resisténcia de patdgenos, pragas e plantas invasoras; e problemas a satde dos agricultores.

Dentre as alternativas para a reducdo do uso de agrogquimicos o controle biol6gico é
um das mais discutidas, podendo tanto aproveitar o controle bioldgico natural quanto realizar
a introducdo massal de antagonistas (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Controle bioldgico, segundo Baker e Cook (1974) Consiste na reducdo da quantidade
de in6culo ou das atividades determinantes da doenca provocados por um patdégeno ou
parasita, nos seus estadios de atividade ou dorméncia, por um ou mais organismos, realizado
naturalmente ou através da manipulacdo do ambiente, hospedeiro ou antagonista, ou pela
introducdo em massa de um ou mais antagonistas.

Os mecanismos envolvidos sdo: parasitismo direto; predagdo; competicdo por
nutrientes e nichos ecolégicos; producdo de antibidticos, bacteriocinas, metabdlitos acidos ou
toxicos; competicdo trofica de elementos essenciais ao desenvolvimento do patdgeno; e
estimulo do hospedeiro, ativando mecanismos de resisténcia (ROMEIRO, 1995). A
introducdo de antagonistas adaptados ao microhabitat do patégeno € um aspecto relevante
para muitos sistemas planta-patdgeno, mas o sucesso do biocontrole dependera da natureza
das propriedades e mecanismos de acdo do antagonista (MELO, 1998).

Alguns estudos comprovaram a eficiéncia de bactérias antagonistas para o biocontrole
da mancha aquosa em meloeiro e outras cucurbitaceas. Fessehaie e Walcott (2005) relataram
que o tratamento de sementes de melancia com A. citrulli AAA99-2 ndo patogénico ou P.
fluorescens (Flugge) A506 foi eficaz na redugédo da incidéncia da doenca em pléantulas, e que
em frutos oriundos de flores contaminadas e tratadas com esses antagonistas ocorreu uma
menor porcentagem de sementes de melancia infectadas.

Atraveés da microbiolizacdo de sementes de meloeiro artificialmente infectadas com A.
citrulli, os endofiticos ENM5 (Bacillus Cohn sp.), ENM9 (Bacillus cereus Frankland e
Frankland), ENM13 (Bacillus sp.), ENM16 (B. cereus), ENM32 (Bacillus subtilis Cohn) e
ENMA43 (Bacillus sp.), revelaram potencial para o controle da mancha aquosa (OLIVEIRA et
al., 2006).LU e LUO (2004) também descreveram uma bactéria endofitica ndo identificada e
isolada de meloeiro Hami (Cucumis melo var. saccharinus Naud) com potencial para o
controle dessa doenca.

Santos et al. (2006) obtiveram controle da mancha aquosa através do tratamento de

sementes de meloeiro com liquidos fermentados com ou sem presenca das células de B.
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subtilis (R14), B. megaterium de Bary pv. cerealis (Hosford) (RAB7), B. pumilis (Meyer e
Gottheil) (C116), Bacillus sp. (MEN19), sendo os melhores resultados obtidos com RAB7
que proporcionou reducdo da incidéncia (89,1%) e do indice de doenca (92,7%), elevou o
periodo de incubacdo da mancha aquosa de 9,8 para 11,9 dias e reduziu a area abaixo da curva
de progresso da doenga de 3,36 para 0,17.

De um total de 50 bactérias endofiticas e epifiticas testadas por Medeiros et. al. (2009)
no controle da mancha aquosa, o isolado RAB9 (Bacillus sp.) foi o mais eficiente pela
bacterizagdo de sementes infectadas e o isolado MEN2 (Paenibacillus lentimorbus Dutky)
pela pulverizagdo em plantulas para protecao das folhas.

Leveduras também foram testadas no controle biolégico da mancha aquosa. A
pulverizacdo foliar da levedura Pichia anomala (Hansen) Kurtzman em folhas de meloeiro
Hami foi efetiva na reducdo da incidéncia e severidade da doenga. 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,
ndo existem pesquisas dentro desta perspectiva de biocontrole no patossistema meloeiro x A.

citrulli.

4. Leveduras como agentes de controle bioldgico e promocéo de crescimento de plantas

Leveduras sdo fungos unicelulares, os quais estdo amplamente distribuidos em solos e
na superficie de folhas, ramos, pétalas de flores, frutos e sementes de plantas. Nas folhas,
leveduras se comportam como microrganismos residentes que fazem parte da microbiota
epifitica e se multiplicam nas superficies das mesmas sem prejudicar o hospedeiro, sendo
muitas vezes atraidos pelos exsudatos foliares ou por materiais depositados sobre elas, como
polen e restos organicos, e podem agir como um tampdo bioldgico, impedindo a ocorréncia de
infeccoes (WILSON; WISNIEWSKI, 1989).

A capacidade da levedura para se desenvolver rapidamente nas superficies de frutos,
folhas e flores, especialmente em habitats ricos em aclcar, dominando este ambiente e
excluindo o crescimento de outros microrganismos por meio de competicdo por espaco
e nutrientes, parece ser aforma mais comum de controle biolégico (VALDEBENITO
SANHUEZA, 2000). Porém, também podem produzir enzimas hidroliticas (JIJAKLI;
LEPOIVRE, 1998), compostos antibidticos (McCCORMACK et al., 1994) e toxinas Kkiller
(WALKER et al., 1995), agirem por indugdo de resisténcia (BETTIOL; MORANDI, 2009),
além de promoverem o crescimento de plantas (SHALABY; EL-NADY, 2008).
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Certos isolados de leveduras com fendtipo killer (Kp) produzem toxinas
extracelulares, denominadas de proteina killer ou toxinas Killer, as quais séo letais a células
microbianas sensiveis (HEMANDEZ et al., 2008; SCHMITT; BREINIG, 2002). Geralmente,
essas toxinas sdo ativas em valores de pH de 3 a 55 (1ZGU; ALTINBAY, 2004,
MARQUINA et al., 2002). A producdo de toxina Killer é uma caracteristica de leveduras de
diferentes géneros, incluindo Saccharomyces Meyen, Hansenula Syd. e P. Syd.,
Kluyveromyces Van der Walt e Pichia E. C. Hansen e varios outros (PLATANIA et al.,
2012). No entanto, a capacidade de produzir toxina Killer ndo é uma caracteristica fixa da
espécie, ou seja, é variavel entre os isolados (COELHO et al., 2011). P. anomala produz
toxinas Killer com amplo espectro de propriedades antimicrobianas, sendo capaz de suprimir
fungos, leveduras, bactéria e virus (WALKER, 2011), tendo apresentado atividade
antibacteriana contra Erwinia Winslow et al. spp., Enterobacteriaceae Rahn e Streptococcus
Rosenbach (CONTI et al., 2002; POLONELLI; MOORDE, 1986). O isolado 166 de
Rhodotorula glutinis (Fresen.) F. C. Harrison também ¢é citado como uma levedura Killer
(COELHO etal., 2011).

Numerosas pesquisas indicam que leveduras pertencentes a diferentes géneros sé@o
eficientes agentes de controle de doencas pds-colheita causadas por patdégenos flngicos em
frutas, vegetais (FRAVEL 2005; LASSOIS et al., 2008) e cereais (DRUVEFORS et al.,
2002). Os produtos Aspire® (Candida oleophila Montrocher), YieldPlus® (Cryptococcus
albidus (Saito) C.E. Skinner), Shemer® (Metschnikowia fructicola Kurtzman e Droby) e
Nexy® (C. oleophila isolado O), sdo recomendados para doencas causadas por Botrytis
cinerea (De Bary) Whetzel, Colletotrichum Corda spp., Penicillium Link spp., Rhizopus
Ehrenb. spp., Aspergillus Niger Tiegh., Fusarium Link spp. e Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)
de Bary em pos-colheita (FRAVEL, 2005; HAISSAM, 2011). Esses produtos ainda néo
possuem registro no Brasil.

Além da pos-colheita, leveduras também tém sido testadas para o controle de doencas
da parte aérea e radiculares causadas por fungos e bactérias, embora pesquisas para o controle
de fitobacterioses sejam poucas.

Em meloeiro, Cruz (2010) testou 50 isolados de leveduras para o controle da podridéao-
de-fusério (Fusarium pallidoroseum (Cooke) Sacc.) em frutos, e verificaram que nove
isolados reduziram pelo menos 10% da severidade da doenca, com destaque para o isolado
CC-24 (Candida guilliermondii (Castel.) langeron e Guerra) que proporcionou reducdo de
70,9%.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Anton_de_Bary
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Em pds-colheita Blum et al. (2004) testaram a eficiéncia da levedura C. laurenti
(isolado 36) em frutos de maca, cvs. Gala e Fuji, contra 0 mofo azul (Penicillium expansum
Link), a podriddo amarga (Glomerella cingulata (Stonemam)) Spauld e Schrenk) e a podridao
olho-de—boi (Pezicula malicorticis (Jackson) Nannf.) e verificaram que a levedura reduziu a
incidéncia e o didmetro das lesdes.

A aplicacdo de Sporobolomyces roseus Kluyver e van Niel, Aureobasidium pullulans
(de Bary) Arnaud ou C. laurentii var. flavescens (Saito) Lodder e Kreger-van Rij, reduziu
50% ou mais da infeccdo e o crescimento micelial superficial de Septoria nodorum (Berk.)
Berk. em folhas de trigo (FOKKEMA; MEULEN, 1976). Luz (1985) verificou que as
leveduras S. roseus, Rhodotorula F.C. Harrison sp. e Sporobolomyces Kluyver e C.B. Niel sp.
isoladas do filoplano de trigo reduziram manchas fangicas foliares causadas por Cochliobolus
sativos (S. Ito e Kurib) e Leptosphaeria nodorum (E. Miill.) sob condig¢des controladas, e que
provavelmente o mecanismo utilizado pelas leveduras tenha sido a competicdo por nutrientes
na superficie foliar.

A levedura C. albidus, isolada de morango, foi testada contra B. cinerea, agente
causador do mofo cinzento, e reduziu a incidéncia e a densidade de conidioforos em 86 e
99%, em avaliacBGes em discos de folhas de morango. C. albidus também reduziu a incidéncia
do mofo cinzento em frutos maduros, quando aplicado durante a floracdo (HELBIG, 2002).
Buck (2002) relatou uma reducdo no desenvolvimento de lesdes, causadas por B. cinerea co-
inoculada com Rhodosporidium toruloides Banno (Y-1091) em gerénio (Pelargonium
hortorum L. H. Bailey).

Piccinin et al. (2005) quando aplicaram Saccharomyces cerevisiae Meyen para o
controle de doengas foliares em sorgo observaram uma reducédo significativa da antracnose
(Colletotrichum sublineolum Ces (Wils)) e da mancha foliar (Exserohilum turcicum (Pass.)
K.J. Leonard e Suggs, além de aumentar a produtividade da cultura.

Em plantas de lirio (Lilium L.), Machado e Bettiol (2010) mostraram que
Sporidiobolus pararoseus (Fell e Tallman) foi eficiente para reduzir a incidéncia e severidade
de B. cinerea, e que é fundamental manter elevada a populacdo da levedura para que ocorra o
controle bioldgico natural da doenca.

Gasperini et al. (2011), testando 34 isolados de leveduras, selecionaram trés [AM2(-2),
AM5(-1) e AM12(-6)] com potencial contra Fusarium verticillioides (Sacc.) Niremberg
103F (cepa micotoxigénica) em milho, uma vez que apresentaram bons resultados no

antibiograma e no teste de carater killer.
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Com relacdo ao controle de fitobacterioses, redugdes na incidéncia de 100% da
podriddo mole em pimentdo foram obtidas com o isolado LD-19 de Rhodotorula sp. (MELO
et al., 1995). Esse isolado também reduziu em 21,2% a severidade da doenca em tomate
(GOMES et al., 2005). Outro isolado de Rhodotorula sp. (Rh1) foi eficiente no controle da
podriddo mole em couve-chinesa, reduzindo a &rea abaixo da curva de progresso da doenca
em até 33,5% em casa de vegetacdo e o indice de doenca em 8,8%, em campo (MELLO et al.,
2011). Pusey et al. (2009) verificaram que trés isolados de Cryptococcus, sendo dois de C.
magnus (Lodder e Kreger-van Rij) Baptist e Kurtzman e um néo identificado, foram
eficientes na supressdo de Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. em estigmas destacados
de flores de macas com controle de até 65%.

De acordo com Yedidia et al. (2001) microrganismos que apresentam a capacidade de
produzir compostos que promovem 0 crescimento vegetal apresentam-se como promissores
dentro do controle bioldgico. Esses microrganismos sdo capazes de solubilizar fosfatos e
outros minerais e melhorar a disponibilidade de nutrientes para as plantas sendo apontados
como promotores de crescimento e resisténcia vegetal.

As principais agdes diretas desses microrganismos nas plantas estdo relacionados a
producdo de fitormdnios de crescimento e ao auxilio a nutricdo da planta (fixagdo bioldgica
de nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos e outros nutrientes). Os beneficios indiretos
consistem no controle bioldgico de muitos fitopatogenos (VASSILEV et al., 2006).

Existem muitas pesquisas mostrando o efeito de bactérias na promocao de crescimento
de plantas, no entanto, poucos trabalhos avaliaram as leveduras com essa funcéo.

Shalaby e EI-Nady (2008) visando a promocao de crescimento de plantas de beterraba
agucareira, utilizaram a levedura S. cerevisae em imersdo de sementes, pulverizacdo foliar e
infestacdo do solo, e observaram que a aplicacdo do solo foi a técnica mais adequada,
aumentando a area foliar, 0 comprimento da raiz, o diametro da raiz e o peso fresco e seco da
raiz.

Apesar de serem escassas as pesquisas com leveduras para o controle de
fitobacterioses, os resultados promissores obtidos por Wang et al. (2009) no controle da
mancha aquosa em meloeiro Hami subsidiam a hipotese da possibilidade de sucesso de
leveduras como agentes promissores para o biocontrole dessa doengca em meloeiro. Diante
disso, a presente pesquisa teve por objetivos analisar a eficiéncia de leveduras no biocontrole
da mancha aquosa pela protecdo de plantulas e plantas e pelo tratamento de sementes de
meloeiro, além de verificar a atividade in vitro contra A. citrulli e a promoc¢éo do crescimento

de plantas de meloeiro.
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RESUMO

A mancha aquosa, causada por Acidovorax citrulli, € a bacteriose mais
importante para o meloeiro no Brasil. Os objetivos deste trabalho foram analisar a
eficiéncia de leveduras no biocontrole dessa doenca pela protecdo de plantulas e plantas
e pelo tratamento de sementes de meloeiro, além de verificar a atividade in vitro contra
0 patdgeno e a promoc¢do do crescimento de plantas de meloeiro. Nenhuma das 60
leveduras testadas inibiu o crescimento da bactéria, porém os isolados LMA1l
(Rhodotorula aurantiaca), LMS (R. glutinis) e CC-2 (Pichia anomala) destacaram-se
como os mais eficientes na protecdo de plantulas. Quando testadas em plantas e
sementes, LMAL e CC-2 mantiveram a eficacia, com reducdo do indice de doenca e
area abaixo da curva de progresso da doenca de até 58,6 e 47,2%, respectivamente.
Esses isolados ndo promoveram o crescimento do meloeiro e ndo produziram toxinas
Killer in vitro. Este estudo sugere que LMAL1 e CC-2 apresentam potencial para o

biocontrole da mancha aquosa em meloeiro.
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1. Introducéo

A mancha aquosa causada por Acidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al., € uma
das doencas mais severas do meloeiro (Cucumis melo L.) no Brasil, constituindo um dos
principais problemas no Nordeste (Mariano e Silveira, 2007), a principal regido produtora
desta fruta no pais (IBGE, 2010). Desde o ano de 1997, quando foi assinalada pela primeira
vez no Brasil (Assis et al., 1999), essa doenca tem ocorrido com alta intensidade em campos
de producdo de meldo, causando frequentemente perdas de 40 a 50%, atingindo niveis de até
100% em periodos chuvosos (Sales Junior e Menezes, 2001). O fruto torna-se improprio para
comercializacdo, evidenciando os sintomas da doenga, 0s quais se caracterizam pelo
aparecimento de pequenos pontos oleosos que se expandem e se tornam manchas marrons,
necréticas com ou sem rachadura no centro. Internamente, a bactéria coloniza a polpa do
fruto, onde causa podriddo seca (Sales Junior e Menezes, 2001; Santos e Viana, 2000).

Diversos 6rgdos da planta de meloeiro, em diferentes estadios de desenvolvimento,
podem ser afetados por A. citrulli, sendo importante que estratégias para o controle da mancha
aquosa incluam tratamento de sementes e da parte aérea da planta. A principal medida a ser
tomada é a utilizagdo de sementes livres da bactéria (Santos e Viana, 2000). Ha relatos que A.
citrulli tem sido isolada da casca e do embrido de sementes, indicando contaminacdo interna e
externa (Rane e Latin, 1992) que dificulta a eficacia do tratamento. No entanto, tratamentos
quimicos e fisicos de sementes tém sido recomendados (Santos e Viana, 2000; Silva Neto et
al., 2003), além da pulverizagdo de quimicos nas plantas no campo (Latin e Hopkins, 1995).
Diversas selecBes para resisténcia & mancha aquosa tém sido realizadas com acessos e
variedades de meloeiro e outras curcubitaceas (Bahar et al., 2009; Carvalho et al., 2012;
Hopkins et al., 1993; Hopkins e Thompson, 2002). Entretanto, varia¢cbes nos resultados
frequentemente tém sido encontradas, devido principalmente a diferencas nas condicdes
experimentais (Carvalho et al., 2012; Hopkins e Thompson, 2002) e a alta variabilidade dos
isolados utilizados (Hopkins et al., 1993). Enquanto tratamentos quimicos e fisicos que
eliminem a presenca da bactéria e cultivares resistentes de meloeiro ndo estdo disponiveis,
outras estratégias estdo sendo investigadas.

Bactérias antagonistas tém sido frequentemente testadas para o controle da mancha
aquosa em meloeiro e melancia. O tratamento de sementes de melancia com A. avenae subsp.
avenae AAA99-2 suprimiu a doenca e reduziu a transmissédo por sementes e a aplicacdo de
AAA99-2 e Pseudomonas fluorescens A506 em flores suprimiu o crescimento epifitico do
patdgeno e reduziu a infestacdo em lotes de sementes provenientes de frutos oriundos de

flores tratadas (Fessehaie e Walcott, 2005). Isolados dos géneros Bacillus e Paenibacillus,
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obtidos endofitica ou epifiticamente de meloeiro ou de outras culturas, também tém revelado
potencial no biocontrole da mancha aquosa quer seja pela microbiolizacdo de sementes de
meloeiro ou pulverizagdo em plantulas (Medeiros et al., 2009; Oliveira et al., 2006). Alem
disso, liquidos fermentados com ou sem presenca das células de Bacillus foram eficientes no
controle da mancha aquosa pelo tratamento de sementes (Santos et al., 2006).

Além de bactérias, leveduras também foram estudadas para o controle da mancha
aquosa em meloeiro. A pulverizacdo de Pichia anomala em folhas de meloeiro Hami
(Cucumis melo var. saccharinus) foi efetiva na redugdo da incidéncia e da severidade da
doenca. O tratamento das sementes com o extrato metabdlico desta levedura diminuiu a
incidéncia da doenca em plantas, ndo diferindo significativamente dos tratamentos quimicos
sulfato de estreptomicina (0,1% p/v) e acido hidrocloridrico (2% v/v) (Wang et al., 2009).
Leveduras controlam fitopatogénos utilizando os mecanismos de competicdo por espago
e nutrientes (Droby et al., 1989), compostos antibiéticos (Wang et al., 2009), toxinas Kkiller
(Walker et al., 1995) ou inducdo de resisténcia (Chan e Tian, 2006), e também podem
promover o crescimento de plantas (Shalaby e EI-Nady, 2008).

Ainda s@o poucos os trabalhos dentro da perspectiva de biocontrole no patossistema
meloeiro x A. citrulli no Brasil (Medeiros et al., 2009; Oliveira et al., 2006, Santos et al.,
2006) e nenhum foi encontrado utilizando leveduras. No entanto, os resultados promissores
obtidos por Wang et al. (2009) no controle da mancha aquosa em meloeiro Hami subsidiam a
hipdtese da possibilidade de sucesso de leveduras como agentes de biocontrole da doenca em
meloeiro no Brasil. Diante disso, a presente pesquisa teve por objetivos analisar a eficiéncia
de leveduras no biocontrole da mancha aquosa pela protecdo de plantulas e plantas e pelo
tratamento de sementes de meloeiro, além de verificar a atividade in vitro contra o patdgeno e

a promocéao do crescimento de plantas de meloeiro.

2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo e cultivo de Acidovorax citrulli e leveduras

O isolado Aacl1.12 de A. citrulli foi obtido da Colecdo de Culturas do Laboratorio de
Fitobacteriologia da UFRPE. O patdgeno foi cultivado em agar nutritivo-dextrose-extrato de
levedura (NYDA) (10 g dextrose, 3 g extrato de carne, 5 g extrato de levedura, 3 g peptona e
18 g 4gar I™)e incubado a 28 °C por 36 h. O indculo foi preparado diluindo-se o crescimento

bacteriano em &gua destilada esterilizada (ADE) e ajustando-se a concentragdo da suspensdo
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com auxilio de um fotocolorimetro (Analyser 500 M, Brasil) para As;o = 0,25, que
corresponde a 3,4 x 10 ufc mI™ de acordo com equaco previamente determinada.

Leveduras foram isoladas de plantas de meloeiro oriundas de areas de cultivo de
Petrolina no estado de Pernambuco e Mossoro, estado do Rio Grande do Norte, Nordeste do
Brasil. As folhas foram cortadas em pequenos fragmentos e 1 g das amostras foi colocado em
tubo de ensaio contendo 9 ml de ADE adicionada de cloranfenicol (50 mg ™). Apés banho de
ultrassom (Densply Neytech, USA) por 15 min, a suspensdo resultante foi diluida, e dessa
diluicdo (10®) aliquotas de 100 pl foram pipetadas em placas de Petri (9 mm) contendo meio
de cultura Sabouraud-dextrose-agar (SDA) (40 g dextrose, 10 g neopeptona e 17 g agar |™),
suplementado com extrato de levedura (1,5 g I™") e cloranfenicol (50 mg I™Y). As placas foram
incubadas a 28 °C por 48 h, e as colbnias de leveduras no meio foram individualmente
identificadas pela aparéncia, odor e coloragéo, sendo transferidas para meio SDA em tubos de
ensaio.

Foram também utilizados no estudo 37 isolados de leveduras da Colecdo de Culturas
do Laboratério de Fungos de Solos da UFRPE. As suspensdes de leveduras foram preparadas
a partir de cultivo em meio de cultura SDA ou SD, suplementado com extrato de levedura e
cloranfenicol a 28 °C durante 48 h, e as concentraces ajustadas para 1,5 x 10° cel ml™,

usando escala de McFarland.
2.2. Sensibilidade in vitro de Acidovorax citrulli a leveduras

A antibiose de isolados de leveduras a Acl.12 foi testada utilizando a metodologia de
Wang et al. (2009) modificada. Uma aliquota de 500 pl da suspensdo bacteriana (3, 4 x 10’
ufc ml™) foi semeada na superficie do meio NYDA depositado em placas de Petri (18 mm).
Com o auxilio de um cortador de cortica esterilizado (6 mm de diametro) foram feitos 9 pocos
no meio de cultura, distando 3 cm entre si. Aliquotas de 100 pL dos cultivos liquidos de cada
levedura foram depositadas em cada orificio, sendo ADE utilizada como testemunha. As
placas foram incubadas a 28 = 2 °Cpor 48 h, quando entdo foi observada a presenca de
inibicio do crescimento bacteriano. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por um orificio.

Para avaliar a produgéo de substancias antibacterianas pelas leveduras, aliquotas de 60
uL de suspensdo de cada isolado (1,5 x 10° cel mI™) foram depositadas individualmente em
frascos Erlenmeyer de 150 ml contendo 60 ml de meio liquido SD, os quais foram incubados

a 28 °C durante quatro dias e agitados a cada 24 h. A suspensdo de levedura foi entdo
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centrifugada a 12.000 rpm durante 15 min e o sobrenadante foi esterilizado por filtragdo. O
filtrado de cultura livre de células foi testado para inibi¢do de A. citrulli como descrito acima.
A atividade killer nos isolados de levedura LMAL, LMS e CC-2 foi investigada em
placas (9 mm) contendo meio de cultura SDA com diferentes pHs (4,5; 5,5; 6,5; 7,5 e 8,5),
tamponado com citrato-fosfato. Em uma das extremidades, uma risca com o crescimento da
levedura foi realizado, e em seguida, foram realizadas quatro riscas horizontais do patégeno,
bem préximas e perpendiculares a risca da levedura. As placas foram incubadas por 48 h a
temperatura de 28 °C e avaliadas quanto a inibicdo do crescimento bacteriano. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, senda cada

repeticdo constituida por uma placa de Petri.

2.3. Protecéo de plantulas de meloeiro com leveduras

Sementes de meloeiro tipo Amarelo (Mandacaru F1) foram plantadas em vasos de
500 ml contendo mistura solo: himus (1:1 v/v), e apos seis dias as folhas cotiledonares foram
pulverizadas com a suspensdo das 60 leveduras (1,5 x 10° cel ml™), separadamente, até o
escorrimento. Apo6s 24 h, as folhas cotiledonares foram pulverizadas com a suspensao de
Acl.12 (3,4 x 10" ufc mI™) também até o escorrimento (Aradjo et al., 2005). As plantulas
foram submetidas a cAmara Umida de pré e pos-inoculacao por 24 h.

ApoOs a inoculagdo do patdgeno, as plantas foram avaliadas diariamente por seis dias
quanto ao aparecimento dos sintomas e severidade da doenca, estimada com auxilio de uma
escala descritiva com notas variando de 0 a 5, com 0 indicando plantulas assintomaticas, 1-4
indicando hipocotilos assintomaticos e sintomas em uma ou ambas folhas cotiledonares com
leses correspondendo a 25%, 26-50%, 51-75% e 76 a 100%, respectivamente, e 5 indicando
necrose total das folhas cotiledonares e hipocétilo associado ou ndo com damping-off (Aradjo
et al., 2005). Com os dados obtidos foi determinado o periodo de incubacéo (PI), definido
como o namero de dias entre a inoculacdo e o surgimento dos sintomas da doenca, sendo que
nas plantas sem sintomas acrescentou-se um dia a ultima avaliacdo (lamsupasit et al., 1993);
indice de doenca (ID), calculado pela férmula de McKinney (1923); e area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD), (Shaner e Finney, 1977). As plantas foram mantidas em casa
de vegetagdo com temperatura e umidade relativa do ar de 32,5 + 2 °C e 53,0 + 2%. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢es, sendo cada

repeticdo constituida por cinco plantulas.
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2.4. Protecao de plantas de meloeiro com leveduras

Plantas de meloeiro foram cultivadas em vasos de 500 ml, contendo a mistura solo:
hamus (1:1 v/v), por 15 dias, quando o primeiro par de folhas verdadeiras foi pulverizado com
suspensdo das leveduras LMAL, LMS e CC-2 (1,5 x 10° cel ml™) separadamente, até o
escorrimento. Apds 24 h as folhas foram pulverizadas com a suspensdo de Aac1.12 (3,4 x 10’
ufc ml™) também até o escorrimento (Silveira et al., 2003), sendo submetidas & cAmara imida
de pré e pos-inoculagdo por 24 h. Apo6s a inoculagdo do patdgeno, as plantas foram avaliadas
diariamente por dez dias quanto ao aparecimento dos sintomas e severidade da doenga,
estimada com auxilio de uma escala descritiva adaptada de Azevedo (1997), com notas
variando de 0 a 6, onde 0 indica folhas sem sintomas e 1-6 indicando, respectivamente, 1-5%,
6-12%, 13-37%, 38-62%, 63-87% e 88 a 100% de &rea foliar infectada. Com os dados obtidos
foram calculados o PI, ID e AACPD, conforme ja detalhado. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura de 29,3 = 2 °C e umidade relativa do ar de 60,0 £ 2%. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, sendo cada
repeticdo constituida por quatro vasos com duas plantas cada, avaliando-se duas folhas por

planta.

2.5. Supressdo da transmissdo de Acidovorax citrulli por sementes pelo tratamento com

leveduras

Sementes de meloeiro foram inicialmente desinfestadas em hipoclorito de sédio (0,5%
de cloro ativo) durante 10 min, lavadas em ADE e secas ao ar por 24 h. Apds esse periodo,
foram imersas por 30 min em 250 ml da suspensdo de Aac1.12 (3,4 x 10" ufc ml™) e postas
para secar por 16 h a temperatura ambiente (25 + 2°C). Em seguida, as sementes foram
imersas em 100 ml da suspensdo (1,5 x 10% cel mI™) das leveduras LMAL, LMS e CC-2 por
30 min. As sementes inoculadas e tratadas foram colocadas para secagem por 16 h, a
temperatura ambiente (+ 27 °C).

As sementes foram plantadas em bandejas de poliestireno expandido (Isopor®, Brasil)
contendo a mistura solo: himus (1:1 v/v) e ap6s a emergéncia, as plantulas foram submetidas
a camara umida por 24 h. As plantulas foram avaliadas diariamente por seis dias quanto ao
aparecimento dos sintomas e severidade da doenca, estimada com auxilio de uma escala
descritiva com notas de 0 a 5, onde: 0, plantulas sem sintomas; 1, plantulas com les6es

marginais em até 50% de uma ou ambas as folhas cotiledonares; 2, plantulas com lesdes
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marginais em até 75% de ambas as folhas cotiledonares; poucas lesdes no centro do limbo;
deformacdo foliar leve; 3, plantulas com lesbes marginais em 100% de ambas as folhas
cotiledonares; muitas lesdes no centro do limbo; deformacdo foliar acentuada; enfezamento;
4, plantulas com lesdes marginais em 100% de ambas as folhas cotiledonares; muitas lesdes
no centro do limbo progredindo para o hipocétilo; deformacédo foliar total, enfezamento; 5,
necrose total das folhas cotiledonares e hipocoétilo; tombamento e morte (Aradjo et al., 2005).
Com os dados obtidos foram calculados o PI, ID e AACPD. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacdo com temperatura e umidade relativa do ar de 32,2 + 2 °C e 49,5 £ 2%. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituida por dez plantulas.

Neste e nos demais experimentos, plantas pulverizadas com acibenzolar-S-methyl —
ASM (Bion 500 WG, Syngenta, Brasil) na concentracdo de 50 mg i.a. I"* foram utilizadas
como controle positivo (Cabral et al., 2010) e as testemunhas foram pulverizadas com &gua. O

surfactante quimico Tween 80 foi adicionado aos tratamentos a 0,03% (V/v).

2.6. Efeito de leveduras no crescimento do meloeiro

Plantas de meloeiro foram cultivadas em casa de vegetacdo em vasos de 500 ml,
contendo a mistura solo: humus (1:1 v/v), por 15 dias, quando as folhas definitivas foram
pulverizadas com a suspensao das leveduras LMAL, LMS e CC-2 até o escorrimento. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura de 32,2 £ 2 °C e umidade
relativa do ar de 49,5 = 2%. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do constituida por 20 plantas.

Aos 15 dias apds o tratamento, as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes foram
lavadas em &gua destilada para remogéo dos fragmentos de solo aderidos as mesmas. Apos
separacgdo, a parte aérea e raizes foram pesadas em balanga analitica (Acullab VI 200, USA)
para calcular a biomassa fresca da parte aérea (BFPA) e raiz (BFR). Posteriormente, 0
material foi acondicionado em sacos de papel e conduzido a estufa para secagem a 45 °C por
cinco dias. Apos esse periodo, as amostras foram pesadas novamente para obtencdo da

biomassa seca da parte aérea (BSPA) e raiz (BSR).

2.7. Identificacéo das leveduras
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Os isolados LMA1L, LMS e CC-2 foram identificados através de testes morfoldgicos e
fisioldgicos, de acordo com Barnett et al. (1983), e também atraveés da comparacdo das
sequéncias de rDNA, com primers especificos para a regido D1/D2 da regido 26S rDNA e o0s
primers ITS1 e ITS4 da regido ITS (Valente et al., 1999).

2.8. Analises estatisticas

Todos os ensaios foram repetidos para determinar a consisténcia dos resultados. Os
dados obtidos foram analisados quanto aos pressupostos da analise de variancia (ANOVA) e
submetidos ao teste de Tukey (P < 0,05). Para os dados que ndo atenderam aos pressupostos
da ANOVA, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05). As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistix for Windows® (verséo 9.0,

Analytical Software Tallahassee).
3. Resultados
3.1. Isolamento e sensibilidade in vitro de Acidovorax citrulli a leveduras

Vinte e trés isolados de leveduras foram obtidos de folhas de meloeiro de areas de
cultivo de Petrolina e Mossor6 os quais, juntamente com os 37 isolados da Colecdo de
Culturas do Laboratorio de Fungos de Solos da UFRPE, totalizaram os 60 isolados que foram
avaliados na inibicdo de A. citrulli e controle da mancha aquosa (Tabela 1).

Nenhum dos 60 isolados inibiu o crescimento de A. citrulli (Aacl.12) em meio
NYDA, ndo sendo observada zona clara ao redor dos pocos contendo as suspensdes de
leveduras apos incubacdo a 28 °C por 48 h. A inibicdo do crescimento do patdgeno pelo
filtrado de cultura das leveduras livre de células também néo foi observada. Adicionalmente,
as leveduras LMA1, LMS e CC-2 apresentaram resultado negativo quanto a producdo de

toxinas Killer contra A. citrulli em meio SDA nos diferentes pHs testados.
3.2. Protecdo de plantulas e plantas de meloeiro com leveduras
A eficiéncia do controle das 60 leveduras em relagdo a doenca em plantulas variou,

sendo que 16,7% e 13,3% dos isolados afetaram pelo menos uma das variaveis analisadas nos
experimentos 1 e 2, respectivamente. No entanto, os isolados LMA1, CC-2 e LMS foram os
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unicos que diferiram significativamente (P < 0,05) da testemunha em relacdo a maioria das
variaveis analisadas nos dois experimentos (Tabela 1). No experimento 1, ndo foram
observados sintomas da mancha aquosa nas plantulas pulverizadas com as leveduras LMAL e
CC-2 e com ASM, indicando 100% de controle da doenca, e o isolado LMS elevou o Pl em
3,4 dias e reduziu o ID e AACPD respectivamente em 86,7 e 86,6% em relacdo a testemunha.
No experimento 2, LMA1, CC-2 e LMS elevaram o Pl (4,4; 4,1; 2,5 dias), engquanto
reduziram ID (96,5; 94,1; 70,6%) e AACPD (95,9; 93,8; 76,3%) (Tabela 1). As trés leveduras
nédo diferiram significativamente do ASM, utilizado como controle positivo. O tratamento das
plantulas apenas com A. citrulli (testemunha) resultou em lesdes cobrindo de 51 a 75% de
uma ou ambas as folhas cotiledonares, enquanto que nos tratamentos com as leveduras foram
observadas no maximo, lesdes em 25% das folhas cotiledonares.

As leveduras LMAL, LMS e CC-2 foram identificadas respectivamente como
Rhodotorula aurantiaca, R. glutinis e P. anomala, com base em caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas e moleculares. LMAL e LMS foram isoladas de folhas de meloeiro de areas de
cultivo de Petrolina-PE, Brasil e CC-2, pertencente a Colecao de Culturas do Laboratorio de
Fungos de Solos da UFRPE, foi obtida de frutos de mel&o oriundo de feira livre.

As leveduras LMAL, CC-2 e LMS mantiveram a eficacia na protecdo de plantas de
meloeiro contra a mancha aquosa pela pulverizacdo 24 h antes da inoculacdo de A. citrulli,
reduzindo significativamente (P < 0,05) o ID e a AACPD em relacdo a testemunha em até

58,6 e 47,2%, respectivamente. Apenas o tratamento com ASM aumentou o Pl (Tabela 2).

3.3. Supressdo da transmissdo de Acidovorax citrulli por sementes pelo tratamento com

leveduras

O tratamento de sementes de meloeiro com as leveduras LMA1 e CC-2 resultou em
plantulas com menor severidade dos sintomas da mancha aquosa, com redugdes do ID (34,3;
27,1%) e AACPD (45,5; 31,4%), embora sem reduzir o Pl (Tabela 3). O isolado LMS nao
manteve a eficacia no controle da mancha aquosa, sendo incapaz de suprimir a transmisséo de
A. citrulli em sementes. Nesse ensaio e no de protecdo de plantas, as leveduras foram menos

eficientes do que ASM em controlar a doenca (Tabelas 2 e 3).

3.4. Efeito de leveduras no crescimento do meloeiro
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As leveduras LMAL, LMS e CC-2 ndo promoveram significativamente (P < 0,05) o
crescimento das plantas de meloeiro em relacdo a testemunha, avaliado pelas variaveis BFPA,
BFR, BSPA e BSR, comportando-se de forma semelhante ao ASM. Por outro lado, esses
isolados ndo apresentaram efeito deletério, exceto LMS que reduziu a BSPA em 26,7%
(Tabela 4).

4. Discussao

Estudos com leveduras para o controle de doengas bacterianas sdo poucos,
principalmente para doencas de parte aérea. No entanto, diferentes géneros de leveduras séo
eficientes agentes de controle de doencas pos-colheita causadas por patdgenos fungicos em
frutas, hortalicas e cereais. Os produtos YieldPlus® (Cryptoccocus albidus), Shemer®
(Metschnikowia fructicola) e Nexy® (C. oleophila isolado O) sdo recomendados para doencas
causadas por Botrytis cinerea, Colletotrichum spp., Penicillium spp., Rhizopus spp.,
Aspergillus niger, Fusarium spp. e Sclerotinia sclerotiorum em pés-colheita (Haissam, 2011),
mas ainda ndo possuem registro no Brasil.

Um importante mecanismo pelo qual leveduras beneficiam a planta é a produgéo de
moléculas com atividade direta sobre o patdgeno, chamado antibiose. No presente trabalho
nenhuma das 60 leveduras obtidas de folhas e frutos de meloeiro inibiu o crescimento de A.
citrulli (Ac1.12) no meio NYDA seja em cultivo liquido, seja como filtrado de cultura livre
de células. No entanto, de 463 isolados de leveduras obtidos de folhas e flores de
cucurbitaceas, 24 apresentaram antibiose contra A. citrulli e o filtrado de cultura livre de
células do isolado 0732-1 inibiu o crescimento da bactéria (Wang et al., 2009). Por outro lado,
auséncia de antibiose também foi encontrada para as leveduras Rh1, Rh2 (Rhodotorula sp.) e
Scl (Saccharomyces cerevisiae) contra Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Mello et al., 2011).

Dentre as 60 leveduras testadas por pulverizacdo em plantulas de meloeiro apenas 0s
isolados LMA1, LMS e CC-2 proporcionaram uma elevada protecdo contra a mancha aquosa,
com 100% de controle no experimento 1 e reducdes do ID e AACPD de até 96,5% no
experimento 2 (Tabela 1). Esses resultados séo relevantes uma vez que o meloeiro nos
estadios iniciais e finais de desenvolvimento, ou seja, plantulas e frutos, apresenta alta
suscetibilidade a mancha aquosa (Bahar et al., 2009). Além disso, o controle em plantulas é
importante porque ap6s o transplantio de mudas infectadas para o campo, A. citrulli é
disseminada para plantulas ou plantas vizinhas através de respingos de agua de chuva e
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irrigacdo, solos infestados, insetos, implementos agricolas e operarios de campo (Santos e
Viana 2000), o que aumenta a incidéncia da doenca. Protecdo de plantulas de meloeiro contra
infeccdo por A. citrulli também foi obtida por pulverizagdo com Paenibacillus lentimorbus
MEN2, com reducéo do ID (81%), AACPD (88%) e incidéncia (77%) (Medeiros et al., 2009).
A selecdo de agentes de biocontrole em plantulas apresenta as vantagens de ocupar pouco
espaco e ser rapida, podendo ser facilmente realizada em casa de vegetacdo. Este estadio de
desenvolvimento da planta tem sido utilizado com sucesso em estudos de selecdo de
cultivares com resisténcia a mancha aquosa (Bahar et al., 2009; Carvalho et al., 2012;
Hopkins e Thompson 2002).

No ciclo da mancha aquosa, as lesdes foliares sdo muito importantes como fonte de
inoculo para os frutos (Latin e Hopkins, 1995). As leveduras LMS1, CC-2 e LMS, também
foram eficazes no controle da mancha aquosa pela pulverizacdo nas plantas com redugéo do
ID e AACPD de até 58,6 e 47,2% (Tabela 2), indicando que podem ser utilizadas para reduzir
no campo a quantidade de indculo a ser disseminada para os frutos. Frutos sdo altamente
suscetiveis a mancha aquosa (Bahar et al., 2009), e sob 6timas condi¢cdes de temperatura e
umidade, perdas totais podem ocorrer em campos afetados, porque frutos sintomaticos ndo
sdo comercializaveis (Latin e Hopkins, 1995). Embora a protecdo de plantas tenha
proporcionado menor controle da doenga em relacdo a protecdo de plantulas (Tabela 1), os
niveis obtidos foram expressivos quando comparados a outras pesquisas. P. anomala isolado
0732-1 pulverizado em folhas de meloeiro Hami reduziu o ID da mancha aquosa em até
82,3% (Wang et al., 2009); Rhodotorula sp. (LD-19) reduziu em 21,2% a severidade da
podriddo mole em tomate (Gomes et al., 2005); e trés isolados de Cryptococcus suprimiram
em até 65% a populacdo de Erwinia amylovora em estigmas destacados de flores de macieira
(Pusey et al., 2009).

E através de sementes infectadas que A. citrulli pode ser introduzida em uma
determinada area (Assis et al., 1999), recomendando-se o plantio de sementes sadias como a
principal medida de controle da mancha aquosa (Latin e Hopkins, 1995). Adicionalmente, o
tratamento de sementes com antagonistas reforca esse controle (Medeiros et al., 2009), uma
vez que é a partir de sementes infectadas ou infestadas que se originam as plantulas doentes e
a bactéria se dissemina, acarretando significativa propor¢do de mudas infectadas (Latin e
Hopkins, 1995). Em lotes de sementes contendo uma semente contaminada com a bactéria em
concentracdes diversas (1 x 10" a 1 x 10’ ufc mI™), foram obtidos niveis de transmissao de A.
citrulli variando de 16,7 a 100% (Dutta et al., 2011). No ensaio da supressdo da transmissao

de A. citrulli por sementes, as leveduras LMAL e CC-2 confirmaram a efic&cia no controle da
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mancha aquosa, reduzindo o ID (34,3; 27,1%) e a AACPD (45,5; 31,4%) (Tabela 3 ). Wang et
al. (2009) também observaram reducdo significativa da severidade dessa doenca quando
trataram sementes de meloeiro Hami contaminadas com A. citrulli com filtrado de células de
P. anomala 0732-1, ndo diferindo dos tratamentos quimicos com sulfato de estreptomicina
(0,1% p/v) e acido cloridrico (2% v/v).

Apenas na protecdo de plantulas, as leveduras LMAL, LMS e CC-2 apresentaram
eficicia similar ao tratamento com acibenzolar-S-metil. Esse indutor foi escolhido como
controle positivo por apresentar registro para a mancha aquosa em meloeiro no Brasil
(AGROFIT, 2003) e ter mostrado eficicia no controle da doenca quando comparado a outros
indutores e defensivos usados por produtores e em pesquisas, tanto em condi¢6es de casa de
vegetacdo (Cabral et al., 2010) quanto de campo (Sales Junior et al., 2007).

As leveduras selecionadas como eficientes no controle da mancha aquosa foram
identificadas como R. aurantiaca (LMAL), P. anomala (CC-2) e R. glutinis (LMS) (Barnett et
al., 1983; Valente et al., 1999). Espécies dos géneros Pichia e Rhodotorula sdo citadas na
literatura como potenciais agentes de controle de doencas de plantas, principalmente em
infeccdes pos-colheita.

A espécie P. anomala é um importante agente de controle bioldgico de fungos de
importancia agronémica (Walker, 2011), a exemplo de B. cinerea e Penicillium sp. em maca
(Haissam, 2011), além de outros fungos e Enterobacteriaceae presentes em grdos de cereais
(Olstorpe e Passoth, 2011). Ha relatos da utilizagdo de R. glutinis como agente de controle
bioldgico eficaz em doencas pds-colheita de macas (Qin et al., 2003) e peras (Zhang et al.,
2008), entre outras frutas, bem como de Rhodotorula sp. (Rh1) no controle da podriddo mole
em couve-chinesa (Mello et al., 2011).

Os mecanismos envolvidos no controle da mancha aquosa por LMAL, LMS e CC-2
ndo foram elucidados, uma vez que essas leveduras ndo inibiram o crescimento de A. citrulli,
ou seja, ndo agiram por antibiose e producdo de toxinas killer. Dessa forma, na protecdo das
plantulas e plantas pode estar envolvida a competicdo por nutrientes e no tratamento de
sementes, também a competicdo e a inducdo de resisténcia. Competicdo por nutrientes tem
sido sugerido como modo de acdo de varias leveduras biocontroladoras, a exemplo de Pichia
guilliermondii contra Penicillium digitatum (Droby et al., 1989), bem como Candida
guilliermondii, C. oleophila e Metschnikowia pulcherrima contra B. cinerea (Piano et al.,
1997; Saligkarias et al., 2002). As respostas de defesa na planta também podem ser
estimuladas pelas leveduras. P. guilliermondii incitou a producdo de etileno em toranja

(Droby et al., 1991) enquanto C. laurentii aumentou a atividade das enzimas relacionadas a
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defesa, B-1,3-glucanases, fenilalanina amonia liases, peroxidases e polifenol oxidases, em
frutos de pera contra Alternaria alternata (Tian et al., 2006).

No teste de carater killer, as leveduras LMAL, CC-2 e LMS néo foram eficientes em
inibir o crescimento de A. citrulli. A producgdo de toxinas killer parece ser uma caracteristica
generalizada de espécies de leveduras de diferentes géneros, incluindo Saccharomyces,
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia e varios outros (Platania et al., 2012). No entanto, a
capacidade de produzir toxinas Killer ndo é uma caracteristica fixa da espécie, ou seja, €
variavel entre os isolados (Coelho et al., 2011). P. anomala produz toxinas killer com amplo
espectro contra fungos, leveduras, bactérias e virus (Walker, 2011), tendo apresentado
atividade antibacteriana para Erwinia (Polonelli e Moorde, 1986). O isolado 166 de R. glutinis
também é citado como uma levedura Killer (Coelho et al., 2011).

Leveduras também tém sido relacionadas a promocao de crescimento de plantas (Rosa
et al., 2010). As principais agdes diretas dos microrganismos que envolvem a promocéo de
crescimento de plantas estdo associadas a producdo de fitohormonios e no auxilio a nutricdo
da planta (fixacdo bioldgica de nitrogénio e solubilizacdo de fosfatos e outros nutrientes)
(Vassilev et al., 2006). Neste estudo, LMA1, LMS e CC-2 ndo promoveram o crescimento das
plantas de meloeiro (Tabela 4). Visando & promocdo de crescimento de plantas de beterraba
acucareira, Shalaby e El-Nady (2008) utilizaram a levedura S. cerevisae para imersao de
sementes, pulverizacdo foliar e infestacdo do solo, e observaram que esta ultima técnica foi a
mais adequada, aumentando a area foliar, e 0 comprimento, diametro, peso fresco e seco da
raiz. Segundo Rosa et al. (2010), Torulaspora globosa (1S112) ndo proporcionou aumentos
significativos em altura e massa seca da parte aérea de plantas de sorgo, embora apresentasse
capacidade de producdo de AIA in vitro o que foi explicado pelo fato de que a aplicagéo foi
realizada por pulverizacdo nas folhas, ndo atingindo o solo e a rizosfera, locais onde a
levedura poderia auxiliar a planta a melhor expressar promocéo de crescimento. E provavel
que o mesmo tenha ocorrido no presente trabalho, ja que as leveduras também foram
aplicadas por pulverizagdo em folhas.

O indutor ASM, utilizado como controle positivo ndo influenciou o crescimento das
plantas, discordando dos resultados obtidos por Cabral et al. (2010) que detectaram custo
fisiologico, com reducdo de altura e biomassa fresca da parte aérea de plantas de meloeiro
Amarelo de 24,5 e 41,4%, respectivamente, por este indutor. Apenas o isolado LMS (Tabela
4) apresentou efeito deletério reduzindo a BSPA das plantas de meloeiro. Este efeito pode ser
atribuido ao custo da transferéncia de metabolitos envolvidos no crescimento para a sintese de

compostos relacionados a defesa da planta (Buzi et al., 2004).
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A mancha aquosa €é detectada em varios estadios de desenvolvimento de
cucurbitaceas. Dessa forma, a selecdo de biocontroladores considerando essa caracteristica, ou
seja, nas diversas etapas da doenca, torna os resultados mais confiaveis em condicbes de
ocorréncia natural. R. aurantiaca (LMA1) e P. anomala (CC-2) foram eficazes na protecéo de
plantulas e plantas e no tratamento de sementes de meloeiro. Portanto, a utilizacdo dessas
leveduras junto a outros métodos de controle, tais como cultivares resistentes e utilizacdo de

compostos cupricos, sera importante no manejo integrado da mancha aquosa.
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Protecdo contra a mancha aquosa pela pulverizacdo de leveduras em plantulas de meloeiro,

avaliada pelo periodo de incubagdo (PI%), indice de doenca (ID®) e 4rea abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD°®), em casa de vegetagao.

Experimento 1

Experimento 2

Tratamento® Pl ID AACPD Pl ID AACPD
Testemunha 2,0cd® 60,0a 9,6 a 2,2d 68,0 a 9,7a
LMA2 2,2bcd 44,0abcd 7,2ab 2,4 abcd 46,4 abcde 7,2 abcde
LMA3 2,6 abcd 44,8 abcd 6,7 abc 3,0abcd 31,2 abcde 4,4 abcde
CPS-3 2,3abcd 39,2abcd 6,8 abc 2,3cd 37,6 abcde 6,7 abcde
CA-1 2,3abcd 44,0 abcd 6,5 abc 2,6 abcd 39,2 abcde 6,0 abcde
CPS-9 2,3abcd 40,8 abcd 6,5 abc 2,4 cd 56,8 ab 8,2 abc
LMA-9 2,4 abcd 45,6 abcd 6,7 abc 3,0abcd 31,2abcde 4,5 abcde
CcCc-8* 3,0abcd 42,4 abcd 6,3 abc 2,7abcd 41,6 abcde 5,8 abcde
CA-6 2,6 abcd 46,4abc 6,5abc 2,4abcd 53,6abcd 8,5abc
CA-7* 2,2bcd 40,8abcd 6,5 abc 2,6 abcd 34,4 abcde 5,5 abcde
CPS-6 2,8 abcd 40,8 abcd 6,2 abc 3,4abcd 32,0abcde 3, 8 abcde
CA-4 1,9d 36,0 abcd 6,2 abc 2,7 abcd 35,2 abcde 5,2 abcde
CC-24* 2,3bcd 36,0abcd 6,1 abc 2,6 abcd 37,6 abcde 5,0 abcde
CA-2 2,7bcd 40,0 abcd 6,3 abc 2,6 abcd 49,6 abcde 7,0 abcde
CC-5 2,2abcd 39,2abcd 6,1 abc 2,6 abcd 39,2 abcde 5,9 abcde
LMA11 2,7 abcd 40,0 abcd 6,0 abc 3,6abcd 28,0abcde 3,5cde
LMA4 2,4 abcd 36,8 abcd 6,0 abc 2,4 abcd 58,4 ab 8,6 abc
LMAS5 2,5abcd 34,4 abcd 6,0 abc 2,4 cd 55,2 abc 8,6 abc
LMA12 2,6 abcd 36,0 abcd 6,1 abc 2,5abcd 49,6 abcde 8,0 abcd
LMAG 2,8abcd 40,8 abcd 6,0 abc 2,5abcd 43,2 abcde 6,6 abcde
CPS-2 2,7abcd 40,0 abcd 6,1 abc 2,7 abcd 39,2 abcde 6,0 abcde
CC-26 2,4 abcd 40,0 abcd 5,8 abc 2,7abcd 31,2abcde 4,5 abcde
LMA13 2,7abcd 44,0 abcd 5,8 abc 2,6 abcd 47,2 abcde 6,5 abcde
LMA-14 2,2 bcd 37,6abcd 5,7 abc 2,6 abcd 44,0 abcde 6,7 abcde
LMA15 2,1bcd 31,2abcd 5,7 abc 2,7abcd 42,4 abcde 6,1 abcde
CA-12 2,5abcd 33,6 abcd 5,7 abc 2,7abcd 49,6 abcde 6,6 abcde
CPS-5 2,7abcd 38,4 abcd 5,7 abc 2,8abcd 36,0 abcde 5,0 abcde
CA-3 2,5abcd 33,6 abcd 5,7 abc 3,3abcd 28,8 abcde 4,2 abcde
CA-10 2,6 abcd 36,8 abcd 5,6 abc 2,6 abcd 45,6 abcde 6,4 abcde
LMA16 2,9abcd 42,0abcd 5,7 abc 2,8abcd 46,4 abcde 6,2 abcde
CPS-8 2,6 abcd 44,0 abcd 5,4 abc 2,7 abcd 49,6 abcde 7,3 abcde
LMA-17 2,6 abcd 34,4 abcd 5,3 abc 2,4 abcd 43,2 abcde 7,0 abcde
CC-10 3,0abcd 32,0 abcd 5,4 abc 3,3abcd 28,0 abcde 3,7 abcde
LMA18 3,1abcd 34,4 abcd 5,3 abc 2,6 abcd 48,8 abcde 6,8 abcde
LMC 2,6 abcd 37,6 abcd 5,2 abc 2,7 abcd 29,6 abcde 5,0 abcde
CA-8 2,6 abcd 32,8abcd 5,2 abc 3,0abcd 28,0 abcde 4,6 abcde
CC-3 2,9abcd 44,8 abcd 5,1 abc 2,8abcd 44,0 abcde 5,2 abcde
LMA7 3,4abcd 33,6 abcd 4,7 abc 2,6 abcd 51,0 abcd 7,9 abcd
CC-17 3,0abcd 28,8 abcd 4,5 abc 2,7abcd 32,0 abcde 4,8 abcde
LMA19 4,1 abcd 24,8 abcd 3,8 abc 2,5abcd 46,4 abcde 7,1 abcde
CC-14 3,1abcd 30,4 abcd 4,5 abc 2,8abcd 30,4 abcde 4,6 abcde
LMA10 3,2 abcd 28,0 abcd 4,5 abc 3,1abcd 28,8abcde 4,6 abcde
CC-12 3,5abcd 26,4 abcd 3,7 abc 3,3abcd 28,8 abcde 3,8 abcde



CC-1* 2,8 abcd
SPS-3 2,9 abcd
CA5 4,7 abcd
CPS-4 2,9 abcd
CC-16 3,6 abcd
CC-25* 4,9 abcd
CC-4 3,8 abcd
CC-6* 4.5 abcd
LMAS 5,3 abc
CA-11 5,2 abc
CA-9 4,3 abcd
LMS* 5,4 abc
LMA-20 5,9 abc
CC-9 6,0 abc
CC-15 6,1 ab
ASM* 70a
CC-2* 70a

LMA1* 70a
LMA-21 7,0a

28,0 abcd
20,0 abcd
28,8 abcd
24,8 abcd
23,2 abcd
16,0 abcd
25,6 abcd
17,6 abcd
9,6 bcd
8,0 bcd
9,6 bcd
8,0 bcd
8,0 bcd
5,6 bed
4,8 cd
0d

0d

0d

0d

3,3 abc
3,4 abc
3,3 abc
3,1 abc
3,0 abc
2,6 abc
2,9 abc
2,6 abc
1,7 bc
1,6 bc
1,6 bc
1,3 bc
1,2 bc
0,8 bc
0,8 bc
Oc

Oc

Oc

Oc

2,7 abcd
2,6 abcd
2,4 abcd
4,2 abc
3,2 abcd
3,9 abc
3,8 abc
3,6 abcd
2,6 abcd
2,6 abcd
3,0 abcd
4,7 abc
2,4 cd
2,5 abcd
2,8 abcd
6,5a
6,3 ab
6,6 ab
2,4 bed

40,0 abcde
50,4 abcde
54,4 abc
21,6 de
35,2 abcde
41,6 abcde
24,0 bcde
23,2 cde
33,6 abcde
49,6 abcde
25,6 bcde
20,0 bcde
46,4 abcde
54,4 abcd
37, 6 abcde
40¢e

40¢e

24 ¢

49, 6 abcde

4,7 abcde
7,0 abcde
8,1 abc
2,6 de
4,2 abcde
3,6 bcde
2,8 de
2,9 cde
5,5 abcde
7,1 abcde
4,1 abcde
2,3 de
7,1 abcde
8,6 ab

5, 2 bcde
05e
0,6e
04e

7, 5 bcde

& Calculado de acordo com lamsupasit et al. (1993).

® Calculado de acordo com McKinney (1923).

¢ Calculado de acordo com Shaner e Finney (1977).
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9 CP, CA e CC - leveduras isoladas de frutos de meldo oriundos de feiras livres, pertencentes

a Colegdo de Culturas do Laboratério de Fungos de Solos da UFRPE; LM - leveduras

isoladas de folhas de meloeiro de areas de cultivo de Petrolina (Pernambuco) e Mossor6 (Rio
Grande do Norte) * CC-8 = Geotrichum candidum; CA-7= Candida guilliermondii, CC-24 =
C. guilliermondii, CC-1 = Aureobasidium pullulans, CC-25 = A. pullulans, CC-6 = A.

pullulans, LMS = Rhodotorula glutinis, CC-2 = Pichia anomala, LMA1 = Rhodotorula
aurantiaca; ASM - acibenzolar-S-metil.

¢ Média de cinco repeticdes com cinco plantas cada. Dentro da coluna, médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (P <

0,05).
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Tabela 2
Protecdo contra a mancha aquosa pela pulverizacdo de leveduras em plantas de meloeiro,
avaliada pelo periodo de incubagdo (PI%), indice de doenca (ID®) e 4rea abaixo da curva de

progresso da doenca (AACPD°®), em casa de vegetagao.

Tratamento® PI (dias) ID (%) AACPD
Testemunha 3,0b° 958a' 248 a
LMAZL(Rhodotorula aurantiaca) 3,2b 442 b 13,1b
ASM (acibenzolar-S-metil) 44a 235¢C 7,7c
CC-2 (Pichia anomala) 3,2b 39,7b 140b
LMS (Rhodotorula glutinis) 34b 43,3b 14,7b
CV (%) 10,7 48 17,07

% Calculado de acordo com lamsupasit et al. (1993).

® Calculado de acordo com McKinney (1923).

¢ Calculado de acordo com Shaner e Finney (1977).

9 LMAL e LMS — leveduras isoladas de folhas de meloeiro de areas de cultivo de Petrolina
(Pernambuco); CC-2 — levedura isolada de fruto de meldo oriundo de feira livre, pertencente a
Colecdo de Culturas do Laboratério de Fungos de Solos da UFRPE.

® Média de 10 repeticdes com oito plantas cada; cada média representa dados de dois
experimentos que ndo diferiram entre si. Dentro da coluna, médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

" Dados transformados (Log x + 1).
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Tabela 3

Efeito do tratamento de sementes de meloeiro com leveduras no controle da mancha aquosa,
avaliado em plantulas pelo periodo de incubacéo (PI%), indice de doenca (IDOP) e 4rea abaixo

da curva de progresso da doenca (AACPD°), em casa de vegetagio.

Tratamento® PI (dias) ID (%) AACPD
Testemunha 1,1 b 65, 6 a 70a
LMAZ1(Rhodotorula aurantiaca) 2,4 ab 43,1b 3,8 bc
ASM (acibenzolar-S-metil) 2,7a 28,3¢C 2,8¢C
CC-2 (Pichia anomala) 1,3 bc 47,8Db 48b
LMS (Rhodotorula glutinis) 1,3 bc 61,7a 6,2a
CV (%) 17,70 21,4 18,8

& Calculado de acordo com lamsupasit et al. (1993).

b Calculado de acordo com McKinney (1923).

¢ Calculado de acordo com Shaner e Finney (1977).

¢ LMAL e LMS — leveduras isoladas de folhas de meloeiro de areas de cultivo de Petrolina
(Pernambuco); CC-2 — levedura isolada de fruto de meldo oriundo de feira livre, pertencente a
Colecdo de Culturas do Laboratério de Fungos de Solos da UFRPE.

¢ Média de 10 repeticdes com 30 plantulas cada; cada média representa dados de dois
experimentos que ndo diferiram entre si. Dentro da coluna, médias seguidas pela mesma letra
nédo diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).

" Dados transformados (Log x +1).
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Tabela 4

Efeito de leveduras na promocdo de crescimento de plantas de meloeiro, avaliado pela
biomassa fresca da parte aérea (BFPA), biomassa seca da parte aérea (BSPA), biomassa

fresca da raiz (BFR) e biomassa seca da raiz (BSR), em casa de vegetacao.

Tratamento® BFPA (g) BSPA(g) BFR (g) BSR (g)
Testemunha 11,6 ab” 1,5 ab 2,0a 0,6a
LMAZ1(Rhodotorula aurantiaca) 12,5ab 18a 3,3a 0,8a
ASM (acibenzolar-S-metil) 14,3 a 1,2 bc 25a 0,6 a
CC-2 (Pichia anomala) 14,7 a 1,7a 2,4 a 0,7a
LMS ( Rhodotorula glutinis) 9,2b 11c 18a 0,6a

# LMAL e LMS — leveduras isoladas de folhas de meloeiro de areas de cultivo de Petrolina
(Pernambuco); CC-2 — levedura isolada de fruto de meldo oriundo de feira livre, pertencente a
Colecdo de Culturas do Laboratério de Fungos de Solos da UFRPE.

b Média de 10 repeticbes com dez plantas cada; cada media representa dados de dois
experimentos que ndo diferiram entre si. Dentro da coluna, médias seguidas pela mesma letra

nédo diferem significativamente de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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- O cultivo liquido e o filtrado de cultura livre de células das 60 leveduras ndo inibiram o

crescimento de Acidovorax citrulli (Aacl.12), indicando ndo agirem por antibiose;

- Dentre as 60 leveduras testadas, LMA1 (Rodothorula aurantiaca), CC-2 (Pichia anomala) e
LMS (Rodothorula glutinis) reduziram a severidade da mancha aquosa em plantulas, porém
apenas as duas primeiras mantiveram a eficiéncia pela protecdo das plantas e tratamento de

sementes, podendo ser incluidas como componente no manejo integrado da mancha aquosa;

- Toxinas killer ndo foram produzidas por LMAL, CC-2 e LMS contra A. cittrulli, bem como

essas leveduras ndo foram promotoras de crescimento de plantas de meloeiro.



