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RESUMO GERAL 

A mancha aquosa é uma das principais ameaças ao meloeiro no Brasil, devido ao seu 

elevado potencial destrutivo. Essa doença tem como agente causal a bactéria A. citrulli. As 

medidas adotadas para controle da mancha aquosa não têm se mostrado eficazes, uma vez que 

novas epidemias estão sendo relatadas em todo o mundo, o que incentiva a busca por novas 

estratégias de controle. A Caatinga é um bioma situado na região semiárida do Brasil que possui 

plantas adaptadas as condições ambientais adversas, sendo uma fonte inesgotável de 

microrganismos que precisam ser estudados quanto a eficiência no biocontrole de 

fitopatógenos. Neste contexto, o objetivo da pesquisa foi selecionar microrganismos 

provenientes de plantas da Caatinga com potencial para o biocontrole da mancha aquosa em 

diferentes estádios fenológicos da cultura e determinar possíveis mecanismos desempenhados 

por esses biocontroladores. Das 29 amostras de espécies vegetais coletadas da Caatinga, foram 

isolados 98 microrganismos. No tratamento de plantas com os antagonistas, treze isolados 

(CCRMIP53, CCRMIP108, CCRMIP08, CCRMIP16, CCRMIP151, CCRMIP138, 

CCRMIP01, CCRMIP41, CCRMIP72, CCRMIP146, CCRMIP89, CCRMIP87 e CCRMIP21) 

destacaram-se como os mais eficientes na proteção de plantas, pois não diferiram 

significativamente da levedura Rodothorola aurantiaca CCRMLMA1, utilizada como controle 

positivo. Esses 13 isolados reduziram a severidade da doença (SEV) e a área abaixo da curva 

de progresso da doença (AACPD) em mais de 62,3% e 75,6%, respectivamente. Quando 

testados novamente em relação a proteção de plantas, plântulas e em sementes contaminadas 

com A. citrulli mantiveram a eficácia de controle nos diferentes estádios fenológicos da cultura, 

com destaque para os isolados CCRMIP01 (bactéria) e CCRMIP21 (levedura). Esses isolados 

apresentaram como mecanismos de ação antagônica a antibiose, produção de biofilme e quorum 

quenching, além de fator Killer no caso da levedura. A bactéria antagonista CCRMIP01 foi 

identificada como Pantoea sp. e a levedura CCRMIP21, como Rhodosporidiobolus fluvialis. 

Portanto, a utilização desses microrganismos, aliada a outros métodos de controle, será uma 

importante alternativa de manejo para a mancha aquosa. Este trabalhou também apresentou o 

primeiro relato de uma espécie de Rhodosporidiobolus como agente de biocontrole de 

fitopatógeno e mostrou o potencial de microrganismos de plantas do bioma Caatinga como uma 

nova fonte de agentes de biocontrole de fitobacterioses.  

 

Palavras-chaves: Acidovorax citrulli; Cucumis melo; Pantoea sp.; Rhodosporidiobolus 

fluvialis; Controle biológico. 



vii 
 

GENERAL ABSTRACT  

The bacterial fruit blotch is one of the main threats to the melon plant in Brazil, duo to 

its high destructive potential. This disease is caused by the bacterium Acidovorax citrulli. The 

measures adopted to control the bacterial fruit blotch haven’t been effective, once new 

epidemics are being reported all over the world, which encourages the search for new control 

strategies. The Caatinga is a biome located in the brazilian semiarid that has plants adapted to 

adverse environmental conditions, being an inexhaustible source of microorganisms that need 

to be studied for efficiency in the biocontrol of phytopathogens. In this context, the objective 

of the research was to select microorganisms from Caatinga plants with potential for the 

biocontrole of bacterial fruit blotch at different phenological stages of the culture and determine 

possible mechanisms performed by these biocontrollers. Of the 29 samples of plant species 

collected from the Caatinga, 98 microorganisms were isolated. In the treatment of plants with 

antagonists, thirteen isolates (CCRMIP53, CCRMIP108, CCRMIP08, CCRMIP16, 

CCRMIP151, CCRMIP138, CCRMIP01, CCRMIP141, CCRMIP72, CCRMIP146, 

CCRMIP89, CCRMIP87, CCRMIP21), stood out as the most efficient in plant protection, as 

they did not differ significantly from the yeast Rodothorola aurantiaca CCRMLMA1, used as 

positive control. These 13 isolates reduced disease severity (SEV) and area under the disease 

progress curve (AACPD) by more than 68,8% and 75,96%, respectively. When tested again for 

protection of plant, seedlings and in seeds contaminated with A. citrulli maintained efficacy in 

the different phenological stages of the culture, with emphasis on the isolates CCRMIP01 

(bacteria) and CCRMIP21 (yeast). These isolates presented as mechanisms of antagonistic 

action antibiosis, biofilm production and quorum quenching, in addition killer factor in the case 

of yeast. The antagonist bacterium CCRMIP01 was identified as Pantoea sp. and the yeast 

CCRMIP21, as Rhodosporidiobolus fluvialis. Therefore, the use of these microorganisms, 

combined with other control methods, will be an important management alternative to bacterial 

fruit blotch. This work also presented the first report of a species of Rhodosporidiobolus as a 

phytopathogen biocontrol agent and showed the potential of microorganisms from plants 

Caatinga biome as a new source of phytobacteriosis biocontrol agents 

 

Keywords: Acidovorax citrulli; Cucumis melo; Pantoea sp., Rhodosporidiobolus fluvialis; 

Biologic control. 
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PROSPECÇÃO DE MICRORGANISMOS DE PLANTAS DA CAATINGA PARA O 

CONTROLE DA MANCHA AQUOSA EM MELOEIRO  

 

INTRODUÇÃO GERAL  

1. A cultura do meloeiro 

O meloeiro (Cucumis melo L) é uma espécie hortícola pertencente ao gênero Cucumis, 

muito apreciada e de grande popularidade no mundo (RAHIMI-MIDANI et al., 2020). Seu 

centro de origem genético não está nitidamente definido, mas alguns autores acreditam que seja 

da África enquanto outros, que seja do oeste da Ásia, sendo levado da Índia para todas as regiões 

do mundo (DEMARTELAERE, 2021). Sua introdução no Brasil foi realizada por intermédio 

dos escravos e imigrantes europeus em meados da década de 60, no Rio Grande do Sul, 

considerado o primeiro centro de cultivo do meloeiro, expandindo-se para São Paulo e 

posteriormente para as regiões Norte e Nordeste, especialmente nos estados do Ceará - CE e 

Rio Grande do Norte – RN (GERHARDT, 2012).  

Os melões cultivados comercialmente pertencem a dois grupos botânicos: Cucumis 

melo var. cantaloupensis Naud. e C. melo var. inodorus Naud., que correspondem, 

respectivamente, aos melões aromáticos e aos melões inodoros (ALVES, 2000). Para uma 

melhor comunicabilidade no agronegócio do meloeiro, existe também a catalogação por tipo 

que agrupa híbridos ou cultivares com uma ou mais características semelhantes, identificadas 

com facilidade e diferenciadas dos demais, como por exemplo, o formato do fruto, o aspecto da 

casca, a cor da polpa, entre outras (ALVES, 2000). 

Os melões pertencentes ao grupo C. melo var. cantaloupensis são muito aromáticos, 

sendo mais doces que os inodoros, possuem superfície rendilhada, verrugosa ou escamosa, 

polpa de tonalidade alaranjada, salmão ou às vezes verde e com aroma característico médio 

(MENEZES et al., 2000). Já os frutos pertencentes ao grupo C. melo var. inodorus apresentam 

casca levemente enrugada ou lisa, tom amarelo, verde-escuro ou branco. A polpa possui uma 

coloração que varia de branco a verde-claro, com alto teor de açúcares e é, na maioria das vezes 

espessa (20 a 30 mm) (FERNANDES, 1996; FREITAS, 2003). Os tipos mais comercializados 

no Brasil são: Charentais (pertencentes à variedade cantaloupensis) e Amarelo, Pele de Sapo e 

Honey Dew (pertencentes à variedade inodorus) (OLIVEIRA et al., 2019). 

O melão do tipo amarelo é responsável por aproximadamente 70% do melão produzido 

e comercializado no Brasil, sendo também o principal tipo que se destina ao mercado externo. 

Essa preferência deve-se ao potencial produtivo e a maior resistência do melão amarelo ao 
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transporte por extensas distâncias e no armazenamento em temperatura ambiente 

(DEMARTELAERE et al., 2021).  

Em 2020, o meloeiro atingiu uma produção de aproximadamente 28,5 milhões de 

toneladas, em mais de 1,07 milhões de hectares colhidos (FAO, 2022). O maior produtor é a 

China, seguida pelo Irã, Turquia, Índia e Cazaquistão (ZHANG et al., 2021). De acordo com a 

FAO (2022), a produção total de C. melo nos cincos principais países produtores de melão 

representa mais de 67,9% da produção global. No mesmo ano, o Brasil ocupou a 10ª posição, 

contribuindo com aproximadamente 2,1% da produção mundial, superando mais de 613 mil 

toneladas de frutos produzidos (IBGE, 2022). Embora todas as regiões do Brasil produzam o 

melão, o Nordeste é responsável por mais de 95% da produção nacional (IBGE, 2022), pois o 

clima semiárido é bastante favorável ao desenvolvimento da planta (MOURA et al., 2011). 

Os estados do Rio Grande do Norte e do Ceará destacam-se como os principais 

produtores nacionais da fruta, contribuindo com 76% do total produzido no Brasil. A cultura 

do melão vem sendo o principal produto agrícola do Rio Grande do Norte, destinado ao 

mercado externo (DEMARTELAERE et al., 2021), onde em 2020, exportou mais de 37% do 

total produzido (356.705 toneladas), movimentando quase 150 milhões de dólares (IBGE, 

2022). 

Apesar da grande adequação às condições edafoclimáticas predominantes na região 

Nordeste, o cultivo do meloeiro é limitado por diversas doenças e pragas que acometem essa 

cultura, causando perdas significativas na produtividade e qualidade dos frutos (GONZÁLEZ; 

ARMIJOS; GARCÉS-CLAVER, 2020). Segundo Martyn (2014) algumas dessas doenças 

foram caracterizadas recentemente, enquanto outras são conhecidas há mais de quatro décadas, 

como o caso da fitobacteriose mancha aquosa, causada pela bactéria Acidovorax citrulli 

(Schaad et al.) Schaad et al., que é uma doença de grande impacto agrícola global nas culturas 

de cucurbitáceas, especialmente na melancieira e meloeiro, sendo a bactéria considerada uma 

praga quarentenária em muitos países (EPPO, 2022). Embora não seja uma praga quarentenária 

no Brasil, A. citrulli possui uma grande importância econômica para o meloeiro, pois causa 

depreciação no valor comercial do fruto (OLIVEIRA et al., 2007) e elevadas perdas na 

produção, que podem chegar a 100% (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001).  
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2. Mancha aquosa do meloeiro (Acidovorax citrulli) 

A A. citrulli é classificada no Domínio Bactéria, Filo Proteobacteria, Classe 

Betaproteobacteria, Ordem Burkolderiales, Família Comamonadaceae e Gênero Acidovorax 

(SCHAAD et al., 1978). Essa bactéria tem como características a forma de bastonete, aeróbica, 

móvel por um flagelo polar e Gram negativa (PUSEY; WILSON, 1984). De acordo com 

SCHAAD et al. (1978 ), A. citrulli apresenta no crescimento in vitro colônias pequenas de 0,7 

a 1,0 mm com coloração cremes ou brancas. 

Descrita pela primeira vez em cultivos de meloeiro nos Estados Unidos na metade da 

década de 1990 (ISAKEIT et al., 1999), A. citrulli atualmente está presente em quase todos os 

continentes (Figura 1) (EPPO, 2022). No Brasil foi constatada em 1997, acarretando grande 

impacto econômico para o meloeiro no Rio Grande do Norte, causando perdas maciças de 

rendimento, em condições favoráveis, devido aos elevados índices de infecção (ASSIS et al., 

1999). Atualmente, a bactéria está amplamente distribuída nos estados da Bahia, Minas Gerais, 

Rio Grande do Sul, Pernambuco, Ceará e Piauí (Figura 2) (ASSUNÇÃO et al., 2019). 

 

Figura 1. Distribuição Mundial de Acidovorax citrulli: ponto roxo significa, em processo de 

erradicação e, pontos amarelos, presença da bactéria (Fonte: EPPO, 2022).  

 

 

 

 

Figura 2. Distribuição de Acidovorax citrulli nos Estados brasileiros (Fonte: Adaptado de 

ASSUNÇÃO et al., 2019). 
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Os primeiros sintomas da doença surgem normalmente em mudas e plantas jovens, no 

entanto, a mancha aquosa pode ocorrer em qualquer fase de desenvolvimento do meloeiro 

(ASSUNÇÃO et al., 2019). Os sintomas característicos da doença incluem lesões encharcadas 

nos cotilédones, hipocótilos e folhas, que posteriormente progridem para verde-escuras e 

marrons. Nos frutos estão os sintomas mais típicos da mancha aquosa, com lesões aquosas 

pequenas e irregulares, de coloração verde-oliva que progridem através da casca, resultando em 

rachaduras que podem ocasionar a perda completa do melão (RAHIMI-MIDANI; CHOI, 2020). 

As sementes infestadas ou infectadas com A. citrulli representam a fonte mais 

importante de inóculo primário para os surtos da mancha aquosa (ALVES et al., 2018), mas as 

mudas infectadas, se distribuídas aos produtores, também podem resultar em ampla 

disseminação (BRANHAM et al. 2019). Após o crescimento das plantas de meloeiro no campo, 

a disseminação da A. citrulli ocorre para novas plantas e folhas vizinhas, principalmente através 

da irrigação e chuva, insetos, operários, solos infestados e utensílios agrícolas (ASSUNÇÃO et 
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al., 2019). Na pós-colheita, a disseminação pode acontecer de forma limitada por meio do 

contato entre os frutos sadios e doentes, pois a infecção só ocorre naqueles com ferimentos 

(BURDMAN; WALCOTT, 2012). 

A bactéria possui a capacidade de sobreviver em folhas, frutos, sementes de 

cucurbitáceas contaminadas que permanecem no campo após a colheita do melão (MARIANO 

et al., 2004). Dutta et al. (2016) relataram que a bactéria sobreviveu eficientemente em 

sementes de meloeiro e melancieira por períodos maiores que 30 anos, situada no 

endosperma/embrião, o que acaba dificultando a erradicação. Além disso também sobrevive 

em tecidos foliares e frutos de meloeiro incorporados ao solo nas profundidades de 0,5 a 10 cm 

por 21 dias, e a 15 cm por 14 dias, mas na ausência de uma planta hospedeira sobrevive menos 

de uma semana (ALVES et al., 2018). A sobrevivência da bactéria no campo também ocorre 

em hospedeiras alternativas como as cucurbitáceas nativas bucha (Luffa cylindrica), melão-de-

são-caetano (Momordica charantia) (SANTOS; VIANA, 2000), cabaça (Lagenaria vulgaris 

Ser.) (VIANA et al., 2000) e melão-pepino (Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) 

(OLIVEIRA; SALES JÚNIOR; MARIANO, 2003). 

 

3. Manejo da mancha aquosa 

Muitas estratégias de manejo foram implementadas e testadas para o controle da 

mancha aquosa, incluindo a seleção de cultivares resistentes ou tolerantes (BAHAR et al., 

2009), tratamentos com ácidos perocético (HOPKINS et al., 2003), solução de quitosana (LI et 

al. 2013) e pulverização de plantas com compostos cúpricos (WALCOTT et al., 2001). No 

entanto, todos esses métodos são insuficientes e limitados no combate à doença (HUSNI et al., 

2021). Então, para o controle eficiente da mancha aquosa é necessário um conjunto de medidas, 

nas diferentes fases do processo de produção (sementes, mudas e frutos de meloeiro) 

(ASSUNÇÃO et al., 2019). 

O tratamento de sementes é a estratégia mais aplicada no controle da mancha aquosa, 

visto que a exclusão de A. citrulli pelo uso de sementes livres do patógeno é a primeira medida 

a ser empregada, uma vez que a tolerância para a presença de sementes contaminadas com a 

bactéria é zero (WALCOTT, 2005). Esses tratamentos podem ser realizados através de métodos 

físicos e químicos, tais como: hipoclorito de sódio a 0,5% por 20 minutos; ácido lático 2% por 

20 minutos (VIANA et al., 2000), estreptomicina por 16 horas (1mg/ mL) (SOWELL; 

SCHAAD, 1979); sulfato de estreptomicina 0,1 % + solução salina 1,5 % por 30 minutos; 

sulfato de estreptomicina a 0,1% por 30 minutos; Bion 0,01% (acibenzolar-S metil) por 20 

minutos (MORAES; MEDEIROS; MARIANO, 2002); ácido peroxiacético 1.600 ug/mL por 
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30 minutos seguindo-se de secagem a baixa umidade a 40 ºC por 24 horas (HOPKINS; 

THOMPSON, 2003); kasugamicina 0,1% e oxicloreto de cobre 0,5%, isoladamente ou em 

mistura por 30 minutos (SILVA NETO et al., 2003); água quente a 52 ºC por 10 minutos 

(SANTOS; VIANA, 2000). Embora essas medidas sejam indicadas, nenhuma consegue 

erradicar a bactéria totalmente, mas reduzem expressivamente a disseminação da bactéria para 

as plântulas (BURDMAN; WALCOTT, 2012). De acordo com Bahar et al (2011) a otimização 

na detecção da A. citrulli em sementes através do uso da reação em cadeia da polimerase (PCR) 

é outra forma de manter os campos de produção livre dessa bactéria. 

Uma vez detectado os sintomas da mancha aquosa nas folhas das plantas durante o 

desenvolvimento da cultura, recomenda-se a pulverização de produtos químicos que englobem 

cobre, tais como sulfato, oxicloreto e hidróxido de cobre (HOPKINS; THOMPSON, 2003). 

Entretanto, esses produtos não desempenham a eficácia desejada, além disso, podem favorecer 

o aparecimento de isolados resistentes ao cobre (WALCOTT et al., 2004; WECHTER et al., 

2011). 

Outras medidas de manejo utilizadas nos campos de produção de frutos são as 

culturais, como: evitar plantio em períodos chuvosos; realizar adubação equilibrada; rotação de 

culturas por pelo menos três anos; evitar circulação de pessoas ou implementos na área sobre 

condições de chuva, orvalho ou mesmo irrigação; destruir restos vegetais, especialmente 

quando o campo estivar infectado pela bactéria (VIANA et al., 2000); erradicar plântulas e 

plantas com sintomas, como também as plantas voluntarias (DIAS et al., 1998). 

Mesmo que essas medidas adotadas possibilitem a diminuição das perdas em plantios 

(ASSUNÇÃO et al., 2021), a mancha aquosa ainda é uma ameaça considerável à produção de 

melão, pois novas epidemias da A. citrulli estão  sendo apontadas em todo o mundo (EPPO, 

2022), causando  grande impacto econômico mundial, o que impulsiona a necessidade da busca 

de novas alternativas para o controle dessa fitobacterioses, dentre as quais o controle biológico. 

 

4. Controle biológico 

A preocupação dos consumidores com o impacto dos agroquímicos no meio ambiente 

e da contaminação da cadeia alimentar vem modificando o cenário agrícola, acarretando 

grandes mudanças na produção de alimentos, das quais sem o uso de produtos químicos. O 

controle biológico é uma das alternativas mais debatidas para a diminuição do uso de 

agroquímicos podendo tanto aproveitar o controle biológico natural como também realizar a 

introdução de um agente de controle biológico (BETTIOL; MORANDI, 2009). 
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De acordo com Chet et al. (1997) o controle biológico pode ser definido como a 

influência de um organismo, o antagonista, sobre o outro, o patógeno, causando uma redução 

dos efeitos provocados pelo patógeno em determinada planta hospedeira. Estes microrganismos 

antagonistas, também conhecidos como agentes de controle biológico, possuem potencial para 

interferir nos processos vitais dos fitopatógenos e envolve, em sua maioria, indivíduos dos 

grupos de fungos e bactérias que podem ser de ocorrência natural ou de manipulação genética 

(MARIANO; SILVEIRA; GOMES, 2002).  

O sucesso do biocontrole dependerá dos mecanismos de ação dos antagonistas e 

também das características desejáveis em um antagonista, tais como: ser geneticamente estável, 

ser efetivo a baixas concentrações, ter habilidade para sobreviver sob condições adversas, não 

ser exigente em requerimentos nutricionais e ser eficiente contra uma vasta gama de patógenos 

em várias hospedeiras (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2018), além da 

facilidade de gerenciamento e utilização (WISNIEWSKI; WILSON, 1989). Por isso, testes in 

vitro e in vivo são a base para selecionar e avaliar o potencial e a viabilidade dos microrganismos 

biocontroladores (FILIZOLA et al., 2019). 

A maioria dos microrganismos envolvidos no controle biológico operam por meio da 

antibiose, no qual um metabólito produzido por um microrganismo tem efeito nocivo sobre o 

outro, inibindo assim o seu crescimento. Esses metabolitos podem resultar na completa lise e 

dissolução da estrutura celular, independente do contato físico entre os microrganismos 

(OLIVEIRA et al., 2019).  

Muitas bactérias e leveduras antagonistas inibem os fitopatógenos através da produção 

de metabólitos secundários, que podem ser antibióticos ou enzimas líticas, da produção de 

toxinas killers e do Quorum quenching – QQ (Antibiofilme) (VISCONTI et al., 2017). As 

toxinas killer, também denominadas fator killer ou proteínas killer, que são proteínas 

extracelulares de baixo peso molecular, de natureza proteica ou glicoproteica, com efeitos letais 

sobre outras leveduras e uma ampla variedade de bactérias, além de uma gama de fungos 

filamentosos (ÇORBACI; UÇAR, 2017). Essas toxinas foram detectadas pela primeira vez em 

1963 por Bevan e Makower (1963), que conduziram uma pesquisa com a levedura 

Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, onde observaram que os isolados 

secretavam alguma substância que era letal para outras leveduras da mesma espécie. Desde 

então, outros gêneros de leveduras com atividade killer têm sido isolados em diferentes 

ambientes de diversas partes do mundo, existindo mais de 90 gêneros de leveduras, entre os 

quais: Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, 

Kluyveromyces, Pichia, Williopsis, Zygosacchomyces, Hansenula, Kloeckera, Metschnikowia, 
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Rhodothorula, Schwanniomyces, Torulopsis, Ustilago e Zigowillopsis (FERRAZ; CUNHA; 

KUPPER 2018). 

O biofilme, é um coagregado organizado de microrganismos, embebido numa matriz 

formada por glicoproteínas, água, polissacarídeos extracelulares e ácidos nucleicos (MARSH, 

2009). Esses microrganismos agregados realizam uma comunicação celular, conhecida como 

Quorum sensing (QS), que possui um papel importante na coordenação das ações 

leveduriformes e bacterianas visando a proteção contra mecanismos de defesa do hospedeiro, 

as forças de cisalhamento e outros fatores locais (TEUGHELS et al., 2006). A produção desses 

biofilmes tem sido descrita como um importante fator de virulência em uma ampla variedade 

de fitopatógenos, uma vez que esses patógenos se tornam tolerantes as condições ambientais 

adversas e resistentes aos mecanismos de defesas impostas pelo hospedeiro, como a produção 

de antimicrobianos (MALAFAIA et al., 2019). Portanto, a busca de novos mecanismos de 

biocontrole para inibir o QS são necessárias para o controle de fitobacterioses, a exemplo do 

QQ. Esse mecanismo inibe o processo de comunicação bacteriana através da degradação do 

AHL (acil homoserina lactona) ou pela produção em excesso de AHL para causar confusão do 

patógeno (WANG et al., 2020). As estratégias do QQ não visam matar bactérias ou limitar seu 

crescimento. Em vez disso, eles afetam a expressão de uma função específica, exercendo um 

importante recurso de pressão seletiva mais limitada para a sobrevivência microbiana do que 

os tratamentos com biocidas (VADAKKAN et al., 2022). De acordo com Zhao et al. (2020), 

no atual contexto da crescente resistência bacteriana aos antibióticos, este é um recurso valioso 

para o desenvolvimento de um controle sustentável. 

Um dos casos mais conhecidos e estudados de controle biológico de uma 

fitobacterioses utilizando bactérias, é o controle da galha em coroa, doença causada por 

Rhizobium radiobacter (Beijerinck and van Delden) Young et al. (Sin. Agrobacterium 

tumefaciens (Smith and Townsend) Conn) pelo antagonista não fitopatogênico R. radiobacter 

(Sin. Agrobacterium radiobacter (Beijerinck and van Delden) Conn). Até início dos anos 70, 

não havia nenhuma forma efetiva de controle reconhecida a não ser medidas preventivas, como 

utilizar propágulos e sementes livres da bactéria e evitar plantio em áreas infestadas. Nessa 

época, o grupo de trabalho do Dr. Allen Kerr, da Universidade de Adelaide, obteve de solo, 

isolados de R. radiobacter (saprófita) fortemente antagônicos in vitro a R. radiobacter 

(tumorogênica). Posteriormente pesquisas mostraram que esse biocontrole também ocorria in 

vivo, estabelecendo-se assim o primeiro caso de controle biológico de uma bacteriose de planta 

em cultivo comercial (ROMEIRO; GARCIA, 2003). 
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Nos últimos anos, vem sendo bastante estudado o desempenho das bactérias 

biocontroladoras, principalmente dos gêneros  Bacillus, Paenibacillus, Enterobacter, 

Streptomyces e Pseudomonas, contra microrganismos fitopatogênicos, incluindo fungos e 

bactérias, que ocasionam danos econômicos em vários setores do agronegócio, viabilizando 

assim o uso de práticas mais sustentáveis através do controle biológico (ABREU et al., 2022; 

ADENIJI et al, 2021; COCONUBO GUIO et al., 2020; GEBILY, D. A. S. et al., 2021; 

KAZERONI et al., 2020 ). Em estudos realizados por vários autores, as bactérias do gênero 

Pantoea e Bacillus surgiram como grandes promotoras de crescimento de plantas, além de 

atuarem também no biocontrole de fitopatógenos, e dentre as mais estudadas estão as espécies 

P. agglomerans (Ewing & Fife) Gavini et al. e B. amyloliquefaciens  Priest et al. (CISTERNAS-

JAMET et al., 2019; FARIA et al., 2021; GODEBO; GERMIDA; WALLEY., 2020; 

RAMÍREZ et al., 2022; RANI et al., 2022). Recentemente estudos indicaram que a bactéria P. 

agglomerans foi capaz de produzir ácido indol-3-acético e metabólitos como bioestimulantes 

em viveiros de plantas (LUZIATELLI et al., 2020), e também de produzir atividade antibiótica 

contra Neofusicoccum parvum (Pennycook & Samuels) Crous et al., Monilinia fructigena 

(Aderhold & Ruhland) Honey e M. laxa (Aderhold & Ruhland) Honey (HAIDAR et al., 2021; 

LAHLALI et al., 2020). Essas bactérias atuam através de mecanismos indiretos e diretos, como 

na aquisição de nutrientes (fosforo e nitrogênio), potencializando o crescimento de algumas 

plantas; na produção de fitormônios e lipopeptídeos; sintetizando compostos antifúngicos e 

enzimas (FARZAND et al., 2020; WANG et al., 2020). 

Em registros científicos são encontrados resultados promissores com a utilização de 

bactérias para o controle biológico da mancha aquosa. Santos et al. (2006) relataram ter 

conseguido o biocontrole por meio do tratamento de sementes infectadas com líquidos 

fermentados com ou sem presença das células de B. pumilis Meyer & Gottheil (isolado C116), 

B. subtilis (Ehrenberg) Cohn (R14), Bacillus sp. (MEN2), B. megaterium pv. cerealis Hosford 

(RAB7), tendo caracterizado que o mecanismo de ação destes isolados procedeu da antibiose e 

à presença de compostos ativos parcialmente caracterizados como lipopeptídeos. O isolado 

Bacillus sp. RAB9 mostrou eficiência no controle da doença através do tratamento de sementes 

infectadas (MEDEIROS et al., 2002). JIANG et al. (2015) ao estudarem os mecanismos 

antagônicos do isolado B. amyloliquefaciens 54 contra a A. citrulli, relataram pela primeira vez 

o controle da mancha aquosa por meio dessa espécie antagonista e também descobriram que a 

bactéria pode promover o crescimento da planta, devido ao aumento dos teores de NPK 

absorvido pelas plantas.  O isolado B. subtilis 9407 foi avaliado no biocontrole da mancha 

aquosa e reduziu em 61,7% a severidade da doença em plântulas, sendo associado a forte 
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atividade antibacteriana por meio da produção do composto surfactina (FAN et al., 2017). 

Bactérias dos gêneros Curtobacterium, Microbacterium e Pseudomonas também são relatadas 

controlando A. citrulli, onde foram capazes de reduzir a incidência e severidade da doença, em 

plântulas de meloeiro, em até 79,47% e 41,49%, respectivamente (HORUZ; AYSAN, 2018). 

Horuz (2021), ao pulverizar Pseudomonas oryzihabitans (Ishiyama) Swings et al. em folhas 

verdadeiras de meloeiro, observou um potencial no controle da A. citrulli, pois o isolado 

antagonista reduziu a severidade da doença em mais de 65%. 

Ultimamente, as leveduras também passaram a ser estudadas com maior frequência no 

controle de doenças de plantas, pois apresentam mecanismos antagonistas eficientes para o 

controle de muitos fitopatógenos. São organismos amplamente disseminados em todos os 

ambientes terrestres, estando presentes na microbiota epifítica e endófitica das plantas, 

ocupando, habitualmente, o solo, a rizosfera, a superfície das folhas, casca, frutas, flores e 

tecidos necróticos (QIN et al., 2015). As leveduras produzem muitas substâncias, incluindo 

enzimas degradadoras da parede celular de outros fungos e bactérias, antibióticos e outros 

compostos, que atuam no crescimento e nos mecanismos de defesa biológica das plantas 

(MACHADO et al., 2012), desempenhando importante papel no controle biológico e sendo 

consideradas, atualmente, um dos principais microrganismos que constituem os nichos 

microbiológicos (BUSBY et al., 2016). 

São várias as características que fazem das leveduras promissoras biocontroladoras, a 

facilidade de produção e manutenção in vitro, fácil adaptação nutricional, alta capacidade de 

proliferação e boa capacidade colonizadora (ROBIGLIO et al., 2011). Dentre os gêneros de 

leveduras estudados como potenciais biocontroladores destacam-se Candida, Rhodotorula, 

Pichia, Cryptococcus e Aureobasidium (BETTIOL et al., 2012). Atualmente apenas o produto 

Blossom ProtectTM, que tem como princípio ativo Aureobasidium pullulans (de Bary) G. 

Arnaud é registrado para o controle de fitobacteriose, a queima da macieira (COLLINGE et al., 

2022). 

Nos últimos anos, as leveduras também têm sido testadas para o controle de A. citrulli. 

Wang et al. (2009) ao realizarem uma pulverização foliar da levedura Pichia anomala (Hansen) 

Kurtzman em melão Hami, verificaram uma redução da incidência e da severidade da mancha 

aquosa. O tratamento das sementes de melão com extrato metabólico desta levedura reduziu a 

incidência da doença em plantas e a sua eficácia não diferiu significativamente do tratamento 

com sulfato de estreptomicina (0,1% p/v) e ácido hidroclorídrico (2% v/v). No Brasil, Melo et 

al. (2015) obtiveram resultados promissores no controle da mancha aquosa em meloeiro, ao 

testar 60 isolados de leveduras. Os isolados Rhodotorula aurantiaca (Saito) Lodder e P. 
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anomala foram eficientes na proteção de plantas e no tratamento das sementes, reduzindo o 

índice da doença (58,6%) e área abaixo da curva de progresso da doença (47,2%). 

Embora demonstre grande potencial, o biocontrole de A. citrulli no meloeiro, 

utilizando bactérias e leveduras antagonistas, ainda é pouco explorado nas pesquisas científicas 

brasileiras e, não existem produtos biológicos comerciais registrados para o controle dessa 

fitobacterioses, o que justifica a necessidade de pesquisas com o objetivo de identificar 

microrganismos antagonistas promissores. 

 

5. Bioma Caatinga 

Os microrganismos antagonistas podem ser obtidos da planta na qual se deseja realizar 

o biocontrole, mas também de habitats diversos, com características que imprimam a esses 

microrganismos uma maior resistência as condições ambientais, principalmente quando se 

deseja o controle de um fitopatógeno (BETTIOL; MORANDI, 2009). 

O bioma Caatinga situado na região semiárida, compreende cerca de dez Estados 

brasileiros, estendendo-se pela região Nordeste e o estado de Minas Gerais, com 

aproximadamente 844,453 Km2, o que corresponde a quase 50% do Nordeste brasileiro e 10,1% 

do território nacional (IBGE, 2020). O termo Caatinga é originário do tupi-guarani e significa 

mata branca, que caracteriza bem a paisagem esbranquiçada apresentada pela vegetação durante 

o período seco, onde grande parte das plantas perde as folhas e os troncos tornam-se 

esbranquiçados e secos (BELEZA, 2021). É considerado como o único bioma exclusivamente 

brasileiro e apesar de sua biodiversidade ainda ser pouco conhecida é a mais diversa do que 

qualquer outro bioma o qual esteja exposto às mesmas condições de clima (CAVALCANTI et 

al., 2018). 

De acordo com Martins (2007) o bioma da Caatinga é uma floresta sazonalmente seca 

que apresenta um mosaico com tipos de vegetações bastante diversos, caracterizados, 

geralmente, por formações vegetais lenhosas, decíduas, xerófilas, com muitas espécies 

espinhosas, compreendendo um estrato arbóreo esparso (8 a 12 metros), outro arbóreo-

arbustivo (2 a 5 metros) e um herbáceo estacional (abaixo de 2 metros), de acordo com a época 

das chuvas. Dentre as espécies vegetais mais comuns da Caatinga, estão o marmeleiro (Cydonia 

oblonga Mill), o xiquexique (Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. ex Rowl.), 

a jurema (Mimosa tenuiflora (Mart.) Benth.), o mandacaru (Cereus jamacaru DC.), o 

umbuzeiro (Spondias tuberosa Arr.), o pinhão-bravo (Jatropha molíssima (Pohl) Baill.) e a 

faveleira (Cnidoscolus quercifolius Pohl). 
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A Caatinga caracteriza-se por ter condições ambientais diferenciadas, com elevadas 

temperaturas, médias anuais entre 25 ºC e 30 ºC, diferentes disponibilidades de nutrientes que 

variam de acordo com os tipos de solos encontrados e baixa disponibilidade hídrica (MOURA 

et al., 2015). As elevadas temperaturas associadas à alta insolação provocam uma demanda 

evaporativa alta e consequentemente a dessecação do solo, justificando o déficit hídrico da 

região (LEAL et al., 2003; TROVÃO et al., 2007). 

Devido as suas condições ambientais, espécies provenientes deste bioma 

desenvolveram adequações fisiológicas e reprodutivas para viver nesta região. Por isso, 

apresentam diferentes tipos de metabolismo e respostas adaptativas interessantes no âmbito 

científico e potencialmente exploráveis nos processos biotecnológicos (CAVALCANTI et al., 

2018). Drumond et al. (2000) relataram que a Caatinga é um ecossistema rico em recursos 

genéticos, com alta biodiversidade quando comparada a outras regiões semiáridas no mundo, 

pois apresentam uma variada cobertura vegetal, em grande parte determinada pelo clima, relevo 

e embasamento geológico. Sua flora nativa apresenta características anatômicas, morfológicas 

e funcionais especializadas para a sobrevivência destas plantas a estas condições de clima e 

solo. Com o crescente interesse da indústria de biotecnologia pelo uso de microrganismos e 

plantas como biofábricas de substâncias para diversos fins, a Caatinga pode funcionar como 

reservatório de biofábricas de microrganismos potenciais, por exemplo, para o uso no controle 

biológico de doenças de plantas (COSTA, 2011). 

Como área promissora na investigação de novas biomoléculas com atividade 

biológica, a Caatinga vem se destacando devido às espécies vegetais e os microrganismos 

estarem adaptadas às condições extremas de estresse ambiental, o que é bem característico das 

regiões semiáridas, com baixa pluviosidade, temperaturas elevadas e altas taxas de 

evapotranspiração e incidência de luz UV (CARRARA, 1996). A expansão das pesquisas 

voltadas para a bioprospecção de metabólitos secundários oriundos de plantas da Caatinga é 

extremamente importante, uma vez que as plantas tropicais têm sido fonte de materiais para a 

descoberta de novos medicamentos. Logo, se torna potencial na busca de novas alternativas 

também para a agricultura (ARCOVERDE et al., 2014). Recentemente, pesquisas utilizando 

extratos vegetais dessas plantas, têm sido realizadas para o controle de doenças causadas por 

fungos e bactérias fitopatogênicas, inclusive para o controle da mancha aquosa (ASSUNÇÃO, 

2019; CONCEIÇÃO, 2014). Além disso, Morais et al. (2022) verificaram que linhagens de 

Trichoderma do ecótono Cerrado-Caatinga apresentaram um significativo potencial de 

biocontrole contra fungos patogênicos de culturas, demonstrando a importância de estudar os 

recursos biológicos desta área, ainda pouco explorada. 
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Diante do exposto, o objetivo da pesquisa foi selecionar microrganismos provenientes 

de plantas da Caatinga com potencial para o biocontrole da mancha aquosa em diferentes 

estádios fenológicos da cultura e determinar possíveis mecanismos relacionados ao controle, 

para auxiliar nas estratégias de manejo da doença. 
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 13 

RESUMO 14 

A mancha aquosa, causada pela bactéria A. citrulli, é uma das principais doenças do 15 

meloeiro em muitas áreas produtoras do Nordeste brasileiro, provocando elevadas perdas na 16 

produtividade. As medidas recomendadas para o manejo da doença não têm se mostrado 17 

eficientes, uma vez que novas epidemias estão sendo relatadas, o que impulsiona a busca por 18 

novas estratégias de controle. Neste contexto, o objetivo da pesquisa foi selecionar 19 

microrganismos provenientes de plantas da Caatinga com potencial para o biocontrole da 20 

mancha aquosa em diferentes estádios fenológicos da cultura e determinar possíveis 21 

mecanismos relacionados ao controle. Das 29 amostras de espécies vegetais coletadas da 22 

Caatinga, foram isolados 98 microrganismos. No tratamento de plantas com os antagonistas, 23 

treze isolados destacaram-se como os mais eficientes na proteção de plantas, pois reduziram a 24 

severidade da doença em mais de 62,3% e não diferiram significativamente da levedura 25 

Rodothorola aurantiaca CCRMLMA1, utilizada como controle positivo. Quando testados 26 

novamente na proteção de plantas e plântulas e em sementes contaminadas com A. citrulli 27 

mantiveram a eficácia de controle nos diferentes estádios fenológicos da cultura, com destaque 28 

para os isolados CCRMIP01 (bactéria) e CCRMIP21 (levedura). Esses isolados apresentaram 29 

como mecanismos de ação antagônica a antibiose, produção de biofilme e quorum quenching, 30 

além de fator Killer no caso da levedura. A bactéria antagonista CCRMIP01 foi identificada 31 

como Pantoea sp. e a levedura CCRMIP21, como Rhodosporidiobolus fluvialis. Portanto, a 32 

utilização desses microrganismos, aliada a outros métodos de controle, será uma importante 33 

alternativa de manejo para a mancha aquosa. 34 
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 35 

Palavras-chaves: Acidovorax citrulli ⸱ Biocontrole ⸱ Cucumis melo ⸱ Quorum quenching ⸱ 36 

Toxinas killer. 37 

 38 

ABSTRACT 39 

The bacterial fruit blotch, caused by the bacterium Acidovorax citrulli, is one of the 40 

main diseases of melon in many producing areas of the brazilian Northeast, causing high losses 41 

in productivity. The recommended measures for the management of the disease haven’t been 42 

shown efficient, once new epidemics are being reported, which impulse the need to search for 43 

new strategies of control. In this context, the objective of this work was to select 44 

microorganisms from Caatinga plants with potential for the biocontrole of bacterial fruit blotch 45 

at different phenological stages of the culture and to determine possible mechanisms related to 46 

the control. Of the 29 samples of plant species collected from the Caatinga, 98 microorganisms 47 

were isolated. In the treatment of plants with antagonists, thirteen isolates stood out as the most 48 

efficient in plant protection, as they reduced disease severity by more than 62,3% and did not 49 

differ significantly from the yeast Rodothorola aurantiaca CCRMLMA1, used as a positive 50 

control. When tested again for protection of plant, seedlings and in seeds contaminated with A. 51 

citrulli maintained efficacy in the different phenological stages of the culture, with emphasis 52 

on the isolates CCRMIP01 (bacteria) and CCRMIP21 (yeast). These isolates presented as 53 

mechanisms of antagonistic action antibiosis, biofilm production and quorum quenching, in 54 

addition killer factor in the case of yeast. The antagonist bacterium CCRMIP01 was identified 55 

as Pantoea sp. and the yeast CCRMIP21, as Rhodosporidiobolus fluvialis. Therefore, the use 56 

of these microorganisms, combined with other control methods, will be an important 57 

management alternative for bacterial fruit blotch. 58 

Keywords: Acidovorax citrulli ⸱ biocontrol ⸱ Cucumis melo ⸱ quorum quenching ⸱ toxinas killer. 59 

 60 

INTRODUÇÃO 61 

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma hortaliça amplamente consumida em todo o 62 

mundo e de grande importância econômica para o Brasil (Assunção et al. 2021). A região 63 

Nordeste é responsável por mais de 95% da produção nacional de meloeiro (IBGE, 2022), pois 64 

o clima semiárido é bastante favorável ao desenvolvimento da planta (Moura et al. 2011). A 65 

mancha aquosa, causada por Acidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al., é uma das doenças 66 

mais graves que acometem a cultura. Essa doença foi constatada pela primeira vez no Brasil 67 

em 1997, acarretando grande impacto econômico para o meloeiro no Rio Grande do Norte, com 68 
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perdas de rendimento elevadas, em condições favoráveis, devido aos elevados índices de 69 

infecção (ASSIS et al. 1999). Atualmente a bactéria está amplamente distribuída nos estados 70 

da Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Pernambuco, Ceará e Piauí (EPPO 2022). 71 

A A. citrulli é disseminada, principalmente, por sementes de cucurbitáceas infectadas, 72 

e uma vez infectadas, todas as partes das plantas hospedeiras são extremamente suscetíveis a 73 

esta bactéria, principalmente as plântulas e frutos (Azman Husni et al. 2021). Os sintomas 74 

característicos da mancha aquosa incluem lesões encharcadas nos cotilédones, hipocótilos e 75 

folhas, que posteriormente progridem para verde-escuras e marrons (Hopkins 1994; VIANA et 76 

al. 2000; Oliveira et al. 2006). As lesões aquosas de coloração verde-oliva nos frutos de melão 77 

são pequenas e irregulares, mas progridem através da casca, podendo resultar em rachaduras 78 

que ocasionam a perda do fruto (WECHTER et al. 2011). No interior do fruto, a bactéria 79 

coloniza a polpa e contamina a semente, o que dificulta sua erradicação (Santos and Viana 80 

2000). 81 

Diferentes estratégias de manejo para o controle da doença foram testadas, incluindo 82 

a seleção de cultivares resistentes (Bahar et al. 2009), pulverização de plantas com compostos 83 

cúpricos (Walcott et al. 2001), tratamentos de sementes com ácido peroxiacético (Hopkins et 84 

al. 2003) e solução de quitosana (Li et al. 2013). Ainda assim, a mancha aquosa continua sendo 85 

uma ameaça considerável à produção de melão, pois novas epidemias da A. citrulli estão sendo 86 

relatadas em todo o mundo (EPPO 2022), o que impulsiona a necessidade da busca de novas 87 

medidas para o controle dessa fitobacteriose, a exemplo do controle biológico. 88 

O controle biológico se destaca como alternativa para um desenvolvimento agrícola 89 

mais sustentável, além de contribuir na conservação do meio ambiente, pois não utiliza 90 

substâncias químicas e degradativas. Testes in vitro e in vivo são a base para selecionar e avaliar 91 

o potencial e a viabilidade dos microrganismos biocontroladores (Filizola et al. 2019). Nos 92 

últimos anos, o controle biológico com bactérias ou leveduras antagônicas tem sido considerado 93 

uma abordagem promissora para o manejo da mancha aquosa (Horuz and Aysan 2018), a 94 

exemplo das pesquisas realizadas por Santos et al. (2006), que relataram biocontrole por meio 95 

do tratamento de sementes infectadas com Bacillus spp. e Melo et al. (2015) que ao testarem 96 

isolados de leveduras obtiveram uma redução da severidade da mancha aquosa por Rhodotorula 97 

aurantiaca e Pichia anomala.  98 

O bioma da Caatinga caracteriza-se por apresentar condições ambientais diferenciadas, 99 

com elevadas temperaturas, diferentes disponibilidades de nutrientes e baixa disponibilidade 100 

hídrica (Moura et al. 2015). Devido a essas condições, espécies provenientes deste bioma 101 

desenvolveram adequações fisiológicas e reprodutivas para viver nesta região. Por isso, 102 
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apresentam diferentes tipos de metabolismo e respostas adaptativas interessantes no âmbito 103 

científico (Cavalcanti et al. 2018). Recentemente pesquisas utilizando extratos vegetais dessas 104 

plantas têm sido realizadas para o controle de doenças causadas por fungos e bactérias 105 

fitopatogênicas, inclusive para o controle da mancha aquosa (Assunção 2019; Conceição 2019). 106 

No entanto, inexistem estudos com microrganismos da Caatinga para o controle de 107 

fitobacterioses, tendo sido encontrado apenas o relato de Trichoderma obtido das plantas 108 

Mimosa tenuiflora, Myrcia tomentosa (Aubl.) e Cenostigma macrophyllum com eficiência no 109 

controle da doença fúngica fusariose do abacaxizeiro (Morais et al. 2022),demonstrando a 110 

importância de estudar os recursos biológicos desta área, ainda pouco explorados. Diante do 111 

exposto, o objetivo da pesquisa foi selecionar microrganismos provenientes de plantas da 112 

Caatinga com potencial para o biocontrole da mancha aquosa em diferentes estágios 113 

fenológicos da cultura e determinar possíveis mecanismos relacionados ao controle para 114 

auxiliar nas estratégias de manejo da doença. 115 

 116 

MATERIAL E MÉTODOS  117 

Obtenção de A. citrulli e antagonistas 118 

Os isolados de A. citrulli (CCRMAc1.39) e de Rhodotorula aurantiaca 119 

(CCRMLMA1), utilizados neste trabalho foram cedidos pela Coleção de Cultura Rosa Mariano 120 

(CCRM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O isolado CCRMAc1.39 e 121 

CCRMLMA1 foram reativados em meio de cultura NYDA - extrato de levedura-dextrose-ágar 122 

(10g dextrose, 3g extrato de carne, 5g extrato de levedura, 5g peptona e 20g ágar L-1) e 123 

incubados em B.O.D. por 48h a 28±2°C. As suspensões de A. citrulli utilizadas nos 124 

experimentos foram ajustadas em espectrofotômetro (Analyser 500M, Brasil) para A570= 0,25, 125 

que corresponde a 3,4 x 107 UFC mL-1. 126 

Os possíveis microrganismos antagonistas foram isolados a partir de tecidos de folhas, 127 

ramos e flores de materiais vegetais provenientes da Caatinga (Município Canindé do São 128 

Francisco, Sergipe e Parque Nacional do Catimbau, Buíque-PE). Seis fragmentos de tecidos, 129 

de cada órgão das plantas, foram transferidos para tubos de ensaio contendo 9 mL de água 130 

destilada e esterilizada (ADE) e submetidos a banho de ultrassom durante 25 minutos, na 131 

potência 10 (aproximadamente 40 Kz). A suspensão obtida foi diluída em série, transferindo-132 

se 0,5 mL para tubos de ensaio com 4,5 mL de ADE, até a diluição 10-3. Os tubos foram agitados 133 

em vórtex, e uma alíquota de 0,1 mL foi depositada e semeada em placas de Petri (9 mm) 134 

contendo meio NYDA (Mariano et al. 2016). As placas foram incubadas à temperatura de 135 

25±2°C por 48 h em B.O.D. As colônias emergentes com distintas características morfológicas 136 
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como: tamanho, forma, bordos e coloração, dentro de uma mesma amostra, foram purificadas, 137 

por sucessivos repiques em placas de Petri contendo meio NYDA e preservadas em tubos 138 

criogênicos contendo ADE. Os isolados obtidos foram submetidos ao teste de coloração de 139 

Gram e observação microscópica. As suspensões dos antagonistas e da levedura 140 

(CCRMLMA1) para utilização nos experimentos foram ajustadas na concentração de 1,5 x 108 141 

cel mL-1, com o auxílio da escala nefelométrica de Mc Farland. 142 

 143 

Proteção de plantas 144 

Sementes de meloeiro tipo Amarelo (Cultivar GOLDEX F1) foram semeadas em vasos 145 

de 500 mL, contendo substrato BASAPLANT® e, após 10 dias da data de germinação, as folhas 146 

foram pulverizadas até o escorrimento com as suspensões de 98 isolados obtidos da Caatinga, 147 

na concentração de 1,5 x 108 cel mL-1. Após cinco dias, as folhas foram pulverizadas com a 148 

suspenção de A. citrulli (3,4 x 107 UFC mL-1) até o escorrimento (Araujo et al. 2005), sendo 149 

submetidas à câmara úmida de pré e pós-inoculação por 24 h. Neste e nos demais experimentos, 150 

o isolado CCRMLMA1 da levedura R. aurantiaca (Melo et al. 2015) e o antibiótico 151 

casugamicina na concentração de 400 mL 100 L-1 foram utilizados como controles positivos 152 

(Costa et al. 2006), e como controle negativo as plantas foram inoculadas apenas com o 153 

patógeno. Para melhor aderência o surfactante Tween 80 a 0,03% (v/v) foi acrescentado às 154 

suspenções do patógeno e dos antagonistas. Os vasos foram mantidos em condições de casa-155 

de-vegetação com temperatura média de 37,8ºC±2 e umidade de 45%±5. 156 

Após a inoculação da A. citrulli, as plantas foram avaliadas diariamente por 10 dias, 157 

quanto ao período de incubação (PI) e severidade da doença (SEV), estimada com auxílio de 158 

uma escala descritiva com notas variando de 0 a 6 (Silveira et al. 2003), onde 0 indica folhas 159 

sem sintomas e 1-6 indicando, respectivamente, 1-5%, 6-12%, 13-37%, 38-62%, 63-87% e 88 160 

a 100% de área foliar infectada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 161 

com quatro repetições, sendo cada repetição composta por duas folhas de meloeiro. O 162 

experimento foi repetido com os isolados mais promissores no biocontrole da mancha aquosa.  163 

 164 

Proteção de plântulas 165 

As sementes de meloeiro foram desinfestadas por imersão em hipoclorito de sódio 166 

(0,5% de NaClO) por 10 min, lavadas em água corrente e submetidas a secagem por 24 h. 167 

Posteriormente, foram submersas durante 30 minutos em 100 mL da suspensão de cada um dos 168 

13 isolados antagonistas, com concentração 1,5 x 108 cel mL-1, e secas em temperatura ambiente 169 

(25±2°C) por 24 h. Após a secagem procedeu-se a semeadura em bandejas de poliestireno, 170 
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contendo substrato comercial BASAPLANT® e, após seis dias da data de germinação, foram 171 

transplantadas para os vasos (500 mL). Decorrido 24 h, as folhas cotiledonares foram 172 

pulverizadas até o escorrimento com a suspensão de A. citrulli (3,4 x 107 UFC mL-1). As 173 

plântulas foram submetidas à câmara úmida de pré e pós-inoculação por 24 h, sendo mantidas 174 

em casa de vegetação sob temperatura média de 29ºC±2 e umidade de 47%±5. Após a 175 

inoculação da bactéria fitopatogênica, as plântulas foram avaliadas diariamente por 7 dias 176 

quanto ao PI e a SEV em plântulas, estimada com auxílio de uma escala descritiva de Araújo 177 

et al. (2005), variando de 0 a 5, na qual 0 = plântulas sem sintomas; 1 = plântulas com lesões 178 

cobrindo até 25% de uma ou ambas as folhas cotiledonares; hipocótilo sem sintomas; 2 = 179 

plântulas com lesões cobrindo de 26 a 50% de uma ou ambas as folhas cotiledonares; hipocótilo 180 

sem sintomas; 3 = plântulas com lesões cobrindo de 51-75% de uma ou ambas as folhas 181 

cotiledonares; hipocótilo sem sintomas; 4 = plântulas com lesões cobrindo de 76 a 100% de 182 

uma ou ambas as folhas cotiledonares; hipocótilo sem sintomas; 5 = necrose total das folhas 183 

cotiledonares; lesões ou necrose total do hipocótilo, tombamento e morte da plântula. O 184 

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repetições, sendo cada 185 

repetição composta por uma plântula. 186 

 187 

Tratamento de sementes 188 

As sementes desinfestadas como descrito anteriormente, foram submersas durante 30 189 

min em 100 mL de suspensão de A. citrulli (3,4 x 107 UFC mL-1). Após 24 h, as sementes foram 190 

imersas nas suspenções dos isolados antagonistas (1,5 x 108 cel mL-1) e submetidas a secagem 191 

por 12 h. Em seguida, procedeu-se a semeadura em bandejas de poliestireno contendo substrato 192 

comercial BASAPLANT®, as quais foram mantidas em casa-de-vegetação com temperatura 193 

média de 30ºC±2 e umidade de 51,5%±5. Logo após a germinação, as plântulas foram 194 

submetidas a câmara úmida por 48 h. Após esse período, as plântulas foram avaliadas 195 

diariamente por 6 dias quanto o PI e a SEV em folhas cotiledonares, através da escala descritiva 196 

com notas variando de 0 a 5 (Araújo et al. 2005), onde: 0 = plântulas sem sintomas; 1 = plântulas 197 

com lesões marginais em até 50% de uma ou ambas as folhas cotiledonares; 2 = plântulas com 198 

lesões marginais em até 75% de ambas as folhas cotiledonares; poucas lesões no centro do 199 

limbo; deformação foliar leve; 3 = plântulas com lesões em 100% de ambas as folhas 200 

cotiledonares; muitas lesões no centro do limbo; de formação foliar acentuada; enfezamento; 4 201 

= plântulas com lesões marginais em 100% de ambas as folhas cotiledonares; muitas lesões no 202 

centro do limbo progredindo para o hipocótilo; deformação foliar total; enfezamento; 5 = 203 

necrose total das folhas cotiledonares e hipocótilo; tombamento e morte. O delineamento 204 
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experimental foi inteiramente casualizado, com dez repetições, sendo cada repetição constituída 205 

por uma plântula.  206 

 207 

Determinação dos mecanismos de ação biocontroladora dos antagonistas 208 

As duas bactérias (CCRMIP01 e CCRMIP16) e as duas leveduras (CCRMIP21 e 209 

CCRMIP41) selecionadas como as mais eficientes no controle da mancha aquosa nos diferentes 210 

estágios fenológicos do meloeiro foram avaliadas quanto a antibiose, produção de toxinas killer, 211 

produção de biofilme e atividade Quorum quenching.  212 

Sensibilidade in vitro de A. citrulli- Alíquota de 0,1 mL da suspensão de A. citrilli (3,4 x 107 213 

UFC mL-1) foi depositada na superfície do meio NYDA contido em placa de Petri e espalhada 214 

com auxílio de “Swab” estéril. Discos de papel de filtro esterilizados foram embebidos na 215 

suspenção dos antagonistas (1,5 x 108 cel mL-1) e após retirado o excesso da suspensão foram 216 

depositados em três pontos equidistantes da placa. Discos embebidos em ADE foram utilizados 217 

como tratamento controle. As placas de Petri foram incubadas por 48 h à 28 ± 2°C em B.O.D. 218 

A avaliação constou da observação da presença ou ausência do halo de inibição do crescimento 219 

de A. citrulli, com a mensuração do tamanho desse halo. O delineamento experimental foi 220 

inteiramente casualizado, com quatro repetições sendo cada uma constituída por três discos de 221 

papel de filtro. 222 

Produção de toxinas killer- As leveduras foram caracterizadas quanto à presença do fator killer, 223 

de acordo com metodologia descrita por Ceccato-Antonini et al. (2004). As leveduras 224 

Kodamaea ohmeri (isolados LCFS 008 e LCFS 044) e Metschnikowia sp. (isolado 003), cedidas 225 

pela Coleção de Fungos do Solo (CFS) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, 226 

previamente caracterizadas como sensíveis quanto a atividade killer, foram cultivadas em placa 227 

de Petri contendo meio ágar-YEPD (10 g L-1 extrato de levedura, 10 g L-1 peptona, 20 g L-1 228 

glucose, 20 g L-1 ágar), e incubadas por 48h à 28 ± 2°C. Posteriormente, foram ressuspendidas 229 

em solução salina PBS na concentração de 1x106 células mL-1, e 0,1 mL da suspensão foram 230 

semeadas, com auxílio de “Swab estéril”, em meio ágar-YEPD acrescido de azul de metileno 231 

(0,005%) e tamponado a pH 4,5 (Oliveira et al. 2011). 232 

Após a secagem do meio de cultura, as leveduras antagonistas a serem testadas foram 233 

depositadas em arranjos pontuais equidistantes (4 pontos), com o auxílio de “Swab estéril”. As 234 

avaliações foram realizadas 48 h após o período de incubação e os isolados foram considerados 235 

produtores de toxinas killer quando as colônias apresentaram um halo de inibição de 236 

crescimento e zona azul adjacente, indicando morte celular da levedura sensível.  237 

 238 
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Produção de Biofilme - A formação de biofilme foi avaliada pelo método de quantificação 239 

colorimétrica marcado com cristal violeta, de acordo com a metodologia descrita por Tretin et 240 

al. (2011). Os experimentos foram realizados em microplacas de poliestireno de 96 poços com 241 

fundo chato, usando os meios de cultura líquidos: NYD (NYDA sem ágar), Luria-Bertani – LB 242 

(10 g L-1 triptona, 5 g L-1 extrato de levedura, 5 g L-1 NaCl), meio 523 (KADO) (10 g L-1 243 

sacarose, 8g -1L ácido-caseína hidrolisada, 4 g L-1 de extrato de levedura, 2 g L-1 K2HPO4, 0,3 244 

g L-1 MgSO4 7H2O), extrato de levedura dextrose carbonato de cálcio (YDC) (10 g L-1 extrato 245 

de levedura, 20 g L-1 dextrose, 20 g L-1 carbonato de cálcio), triptona de soja (TS) (15 g L-1 246 

triptona, 5,0 g L-1 digestão papaica de soja, 5,0 g L-1 cloreto de sódio), Sabouraud dextrose (SD) 247 

(40 g L-1 dextrose, 10g g L-1 peptona) e YEPD líquido. Para o teste com as bactérias foram 248 

utilizados os meios NYD, LB, KADO e YDC, e para as leveduras os meios NYD, YEPD, TS 249 

e SD. 250 

O patógeno A. citrulli foi cultivado em placas de Petri contendo meio NYDA por 48 h, 251 

e a partir do crescimento foi preparada uma suspensão na concentração de 3,4 x 107 UFC mL-252 

1. Os isolados antagonistas, foram cultivados em meio NYDA por 48 h e após esse período 253 

foram preparadas suspensões na concentração 1,5x 108 cel mL-1. Posteriormente, cada poço foi 254 

preenchido com 140 µL do respectivo meio de cultura, 40 µL de suspenção dos isolados a serem 255 

testados (A. citrulli ou antagonistas) e 20 µL de ADE. Após 24 h de incubação a 28 ± 2°C, o 256 

conteúdo de cada poço foi descartado e lavado três vezes com solução salina estéril (0,9%). Os 257 

microrganismos aderentes restantes foram fixados por calor em uma estufa de secagem a 60°C 258 

por 1 h. Em seguida, 200 µL de cristal violeta (0,5%) foram adicionados a cada poço e 259 

incubados por 15 min em temperatura ambiente (25± 2°C), para evidenciar a camada adesiva 260 

do biofilme formado. Posteriormente o excesso de corante foi removido com água destilada, e 261 

o cristal violeta aderido à camada de biofilme foi solubilizado com etanol a 99,5%. Após 30 262 

min a absorbância foi medida a 570 nm, usando um leitor de microplacas (Biotek). No controle 263 

negativo as suspenções dos isolados avaliados foram substituídas por 40 µL de ADE. 264 

A formação de biofilme foi avaliada seguindo a classificação de Stepanovic et al. 265 

(2000). O controle negativo (ODc) foi utilizado como base para classificar a formação de 266 

biofilme para cada isolado (OD) em diferentes meios de cultura, onde: OD ≤ ODc – não 267 

produção de biofilme; ODc < OD ≤ (2 x ODc) – produção de biofilme fraca; (2 x ODc) < OD 268 

≤ (4 x ODc) – produção de biofilme moderada; e (4 x ODc) < OD – forte produtor de biofilme.  269 

 270 

Atividade de Quorum quenching - Os isolados foram caracterizados quanto à atividade de 271 

quorum quenching por meio dos metabolitos produzidos, de acordo com a metodologia 272 
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adaptada de Malafaia et al. (2018). Neste experimento, foram utilizados microplacas de 273 

poliestireno de 96 poços com fundo chato (KASVI®). O patógeno A. citrulli foi cultivado em 274 

placas de Petri contendo meio NYDA por 48 h, e a partir do crescimento foi preparada uma 275 

suspensão na concentração de 3,4 x 107 UFC mL-1. Os isolados antagonistas, foram cultivados 276 

em meio líquido NYD, YDC e KADO sob mesa agitadora por 48 h. Os metabolitos foram 277 

obtidos a partir do crescimento dos antagonistas em meio líquido com auxílio de um filtro 278 

millipore. Posteriormente, 40 µL da suspensão bacteriana, 20 µL dos metabolitos e 140 µL de 279 

meio líquido (NYD, YEPD e KADO) foram adicionados aos poços das microplacas, e logo em 280 

seguida incubados a 28 ± 2°C por 24h. Após incubação os conteúdos das placas foram 281 

removidos e os poços foram lavados três vezes com solução salina (0,9%). As células 282 

bacterianas aderidas aos poços foram fixadas por calor a 60°C por 1h e logo depois foram 283 

coradas com 0,5% de cristal violeta por 15 min à temperatura ambiente. Em seguida, foram 284 

solubilizadas com etanol a 99,5% e após 30 min a absorbância foi medida a 570 nm em leitor 285 

de placa de Elisa (Biotek). No controle negativo os metabolitos foram substituídos por 20 µL 286 

contendo apenas meio de cultura (NYD, YDC ou KADO) e foi representado como 100%. 287 

Valores superiores a 100% representam um estímulo à formação de biofilme em relação ao 288 

controle. 289 

 290 

Identificação molecular dos isolados 291 

Os isolados CCRMIP01 (bactéria) e CCRMIP21 (levedura), selecionados a partir dos 292 

resultados dos testes in vivo e in vitro, foram submetidos a identificação molecular. O isolado 293 

bacteriano foi caracterizado através da comparação das sequências de rDNA, utilizando a 294 

metodologia descrita por Senthilraj et al. (2016). Para a amplificação do DNA da região 16S 295 

rDNA, foi utilizado os primers universais 27F (5'-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') como 296 

forward e 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') como reverse, que amplificam um 297 

fragmento de 1500pb. 298 

Para a identificação do isolado de levedura foi realizada a comparação das sequências 299 

de rDNA, com primers específicos para a região LSU- Nuclear large subunit rDNA: LROR (5'-300 

ACCCGCTGAACTTAAGC-3') e LR5 (5'-TCCTGAGGGAAACTTCG-3') e a região do 301 

espaço de transcrição interna 1 e 2, incluindo o gene 5.8S rRNA (ITS), com os primers ITS1 302 

(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), que 303 

amplificam um fragmento de 900pb e 1000pb, respectivamente (Valente et al. 1999).  304 
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Os produtos da PCR (amplicons) foram sequenciados e as sequências obtidas 305 

depositadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI) e comparadas com as 306 

sequências depositadas no GenBank usando Blastn (Altschul et al. 1997). 307 

 308 

2.7 Análises estatísticas 309 

Todos os ensaios foram repetidos duas vezes para determinar a consistência dos 310 

resultados e como não foram observadas diferenças significativas nas variâncias (P≤0,05), os 311 

dados foram avaliados como repetições no tempo. As suposições de análise de variância 312 

(ANOVA) foram verificadas usando o Testes Shapiro-Wilk e Levene na versão do software 313 

Statistix 9.0 (Universidade Estadual da Flórida). Para os testes in vivo as médias foram 314 

comparadas pelo teste Scott-Knott usando o software SAEG versão 9.0 (Universidade Federal 315 

de Viçosa), ao nível de 5% de probabilidade. 316 

 317 

RESULTADOS  318 

Obtenção e preservação dos antagonistas 319 

Das 29 amostras de espécies vegetais coletadas na Caatinga foram isolados 98 320 

microrganismos, sendo 56 bactérias e 42 leveduras. Do total, 82 isolados foram obtidos de 321 

folhas, 6 de flor e 10 de ramo (Tabela 1). Os isolados foram preservados pelo método de 322 

Castellani e depositadas na coleção CCRM. 323 

 324 

Proteção de plantas 325 

No primeiro experimento, dos 98 isolados testados, apenas os isolados CCRMIP19, 326 

CCRMIP06 e CCRMIP143 não diferiram significativamente (P ≤ 0,05) do controle negativo 327 

(inoculado apenas com A. citrulli) em relação a SEV e/ou AACPD (Tabela 2). No entanto, se 328 

destacaram os isolados CCRMIP53, CCRMIP108, CCRMIP08, CCRMIP16, CCRMMF151, 329 

CCRMMF138, CCRMIP01, CCRMIP41, CCRMIP72, CCRMIP146, CCRMIP89, CCRMIP87 330 

e CCRMIP21, pois não diferiram significativamente da levedura CCRMLMA1, utilizada como 331 

controle positivo, em relação a SEV e AACPD, combinado com a capacidade de aumentarem 332 

o PI de 3 a 4 dias em relação ao controle negativo (Tabela 2). Esses 13 isolados reduziram a 333 

SEV e a AACPD em mais de 68% e 76,3%, respectivamente, em relação ao controle negativo, 334 

e por isso foram selecionados para um segundo experimento em plantas, para determinar a 335 

consistência dos resultados, e para os experimentos in vivo em plântulas e sementes.  336 

No segundo experimento todos os 13 isolados antagonistas diferiram significativamente 337 

(P ≤ 0,05) do controle negativo do antibiótico casugamicina (controle positivo) reduzindo a 338 
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SEV e a AACPD. No entanto, apenas os isolados CCRMIP41, CCRMIP16, CCRMIP21, 339 

CCRMIP01, CCRMIP53 mantiveram os mesmos níveis de controle da levedura CCRMLMA1, 340 

aumentando o PI e reduzindo a SEV em níveis superiores a 70% e a AACPD em mais de 66,8% 341 

(Tabela 3). 342 

 343 

Proteção de plântulas 344 

Dos 13 isolados avaliados, todos diferiram significativamente (P ≤ 0,05) do controle 345 

negativo, e apresentaram sintomas leves nas folhas cotiledonares e verdadeiras, com PI 346 

variando de 3 a 5 dias e SEV com notas de 4 a 1,43 (Tabela 4). Os melhores níveis de controle 347 

foram obtidos com os isolados CCRMIP21, CCRMIP01, CCRMIP41, CCRMIP16 e 348 

CCRMIP53, que aumentaram o PI em até 2,75 dias, diminuíram a SEV em até 62,6% e 349 

reduziram a AACPD em até 67% em relação ao controle negativo. No entanto, apenas os 350 

isolados CCRMIP21 e CCRMIP01 mantiveram os mesmos níveis de controle da levedura 351 

CCRMLMA1. 352 

 353 

Tratamento de sementes 354 

O tratamento de sementes de meloeiro com os 13 isolados antagonistas e inoculação 355 

com A. citrulli, resultou em plântulas em menor severidade dos sintomas da mancha aquosa, 356 

diferindo significativamente do controle negativo (P ≤ 0,05), com reduções da SEV e AACPD 357 

superiores a 39,6% e 46,3%, respectivamente. Dentre todos os isolados avaliados, os melhores 358 

resultados foram obtidos comCCRMIP01, CCRMIP16, CCRMIP21 e CCRMIP41 que 359 

proporcionaram um aumento no PI de até 2,1 dias, uma redução da SEV superior a 78,3% e 360 

uma diminuição na AACPD de mais de 61,3%, com comportamento similar a levedura 361 

CCRMLMA1 (Tabela 5). O antibiótico casugamicina mostrou pouca ou nenhuma eficiência no 362 

controle da mancha aquosa em todos os experimentos realizados em condições de casa de 363 

vegetação. 364 

Os isolados das bactérias CCRMIP01, CCRMIP16 e das leveduras CCRMIP21 e 365 

CCRMIP41 foram selecionados para os estudos de determinação dos mecanismos associados 366 

ao biocontrole.  367 

 368 

Determinação dos mecanismos de ação biocontroladora dos antagonistas  369 

Entre os quatro isolados avaliados, CCRMIP01 (Figura 1A), CCRMIP21 e CCRMIP16 370 

inibiram o crescimento de A. citrulli com halos médios de 6,8 , 5,6 e 5,2 mm, respectivamente, 371 

sendo verificada ausência de atividade antibiótica para o isolado CCRMIP41. As leveduras 372 
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CCRMIP21 (Figura 1B) e CCRMIP41 também apresentaram atividade Killer, caracterizada 373 

pelo halo de inibição do crescimento das leveduras sensíveis Kodamaea ohmeri e 374 

Metschnikowia sp., evidenciada por uma região azul clara, formada por células mortas coradas 375 

pelo azul de metileno. 376 

Todos os isolados selecionados e o patógeno (A. citrulli) foram capazes de aderir à 377 

superfície inerte e formar biofilme nos meios de cultura utilizados, em diferentes níveis (fraco, 378 

moderado e forte). Os isolados das bactérias antagonistas CCRMIP01 e CCRMIP16 foram 379 

classificados como produtores moderados e fortes de biofilme nos meios de cultura NYD, 380 

KADO e YDC. Os isolados das leveduras CCRMIP21 e CCRMIP41 se destacam, pois foram 381 

classificados como produtores fortes de biofilme em todos os meios de cultura (NYD, YEPD, 382 

TS e SD). Em contraste, o patógeno CCRMAc1.39 foi predominantemente fraco produtor de 383 

biofilme nos meios NYD, KADO e YDC, mas no meio LB apresentou uma produção moderada 384 

(Tabela 6).  385 

Os isolados CCRMIP01 (bactéria) e CCRMIP21 (levedura) também apresentaram 386 

atividade de quorum quenching, reduzindo, respectivamente, a formação de biofilme de A. 387 

citrulli em 59,7 e 61,5% no meio de cultura NYD e em 38,7% e 46,5%, no meio de cultura LB 388 

(Figura 2). 389 

 390 

Identificação molecular dos isolados 391 

A sequência do isolado bacteriano CCRMIP01, obtido da planta da Caatinga Bauhinia 392 

cheilantha, foi idêntica (100% de similaridade) à do isolado Pantoea sp. (OL604374.1), 393 

enquanto a sequência da levedura CCRMIP21, obtida da planta da Caatinga Callisia cordifolia, 394 

foi idêntica (100% de similaridade ) à da espécie Rhodosporidiobolus fluvialis (MK163556.1). 395 

 396 

DISCUSSÃO 397 

Os microrganismos antagonistas utilizados no presente estudo foram procurados em 398 

plantas da Caatinga devido às condições ambientais extremas desse bioma, com elevadas 399 

temperaturas e baixa disponibilidade hídrica a que essas plantas e seus endófitos coexistentes 400 

estão adaptados. Além disso, o cultivo de meloeiro tem se expandido em áreas pertencentes a 401 

Caatinga (AGRIANUAL, 2017), o que aumentaria a chance de encontrar agentes 402 

biocontroladores com atividade antagônica a A. citrulli. 403 

Uma série de experimentos foram realizados in vivo e in vitro para selecionar dentre 404 

os98 isolados microbianos obtidos os melhores isolados para o controle da mancha aquosa. 405 

Visando a proteção das plantas contra a infecção de A. citrulli, 13 isolados apresentaram uma 406 
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redução da severidade da doença acima de 62% e comportamento similar ao isolado 407 

CCRMLMA1 da levedura R. aurantiaca.  Essa levedura, isolada de folhas de meloeiro, foi 408 

utilizada como padrão positivo de controle por ter mostrado eficiência na redução da severidade 409 

da mancha aquosa (Conceição et al. 2014; Melo et al. 2015). A seleção visando a proteção das 410 

plantas é importante para reduzir no campo a quantidade de inóculo a ser disseminada para os 411 

frutos, visto que no ciclo da mancha aquosa, as lesões foliares são uma grande fonte de inóculo 412 

para os frutos de melão (Latin and Hopkins 1995). 413 

Visando uma maior aplicabilidade dos antagonistas, foi testada a eficiência dos isolados 414 

na proteção de sementes contra a infeção de A. citrulli durante a produção de mudas e no 415 

tratamento de sementes contaminadas com a bactéria. O controle da mancha aquosa também 416 

precisa ser realizado durante a produção de mudas, com o objetivo de diminuir a disseminação 417 

da doença entre as plântulas e o transplantio de mudas sintomáticas e assintomáticas (Assunção 418 

et al. 2019). Sabe-se ainda que as sementes de meloeiro infestadas com A. citrulli podem 419 

facilmente introduzir epidemias de mancha aquosa em estufas comerciais e campos sob 420 

condições favoráveis (Horuz and Aysan 2018). No nosso estudo, os 13 isolados mantiveram a 421 

eficiência na proteção das plântulas e no tratamento das sementes, mas apenas dois 422 

(CCRMIP01e CCRMIP21) e quatro (CCRMIP01, CCRMIP16, CCRMIP21 e CCRMIP41) 423 

isolados, respectivamente, apresentaram níveis de controle similares aos da levedura 424 

CCRMLMA1. Outro aspecto importante é que esses antagonistas, além de aumentarem o PI e 425 

reduzirem a SEV da doença, não influenciaram negativamente na germinação das sementes, 426 

como observado em tratamentos físicos e químicos de sementes para o controle da mancha 427 

aquosa (Hopkins and Thompson 2003). 428 

Os agentes de biocontrole podem apresentar diversos mecanismos de ação, os quais 429 

podem ser detectados por testes in vitro (Visconti et al. 2017), a exemplo de antibiose, atividade 430 

killer, formação de biofilme e quorum quenching. A antibiose foi detectada como o mecanismo 431 

de ação dos isolados bacterianos CCRMIP01 e CCRMIP16 e da levedura CCRMIP21 pois 432 

inibiram in vitro o crescimento de A. citrulli. Muitas bactérias e leveduras, têm sido 433 

frequentemente associadas ao mecanismo de antibiose pela produção de diferentes compostos 434 

antimicrobianos (Ongena and Jacques 2008). Wang et al. (2009) ao testarem 463 leveduras 435 

obtidas de folhas e flores de cucurbitáceas, verificaram que 24 isolados produziram antibiose 436 

contra A. citrulli, destacando-se a levedura 0732-1 que também reduziu a incidência da doença 437 

para 48,8%. 438 

A produção de toxinas killer pelos isolados de levedura, CCRMIP21 e CCRMIP41, 439 

corroboram com a afirmação de Platania et al. (2012) de que a produção de toxinas killer parece 440 
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ser uma característica comum de espécies de leveduras de diferentes gêneros. As toxinas killer, 441 

quando presentes, configuram-se como um importante mecanismo, pois o resultado da ação 442 

antimicrobiana por essas toxinas pode estar associado com a ação antibiótica produzida pelas 443 

leveduras antagônicas e, por este motivo, é imprescindível a constatação de ocorrência ou não 444 

desse mecanismo de biocontrole (Coelho et al. 2005). De acordo com os resultados obtidos, 445 

apenas a levedura CCRMIP21 apresentou os mecanismos de antibiose e o fator killer. 446 

Nesse estudo as leveduras antagonistas CCRMIP21 e CCRMIP41 apresentaram uma 447 

alta formação de biofilme em todos os meios avaliados, indicando uma forte capacidade de 448 

aderir a superfície foliar. Por outro lado, as bactérias CCRMIP01 e CCRMIP16 produziram 449 

biofilme, mas em menor quantidade, a depender do meio de cultura utilizado. Os meios 450 

nutritivos podem influenciar na formação de biofilme, visto que meios mais pobres favorecem 451 

a formação de biofilme, devido à condição de estresse que as bactérias são submetidas 452 

(Stepanoviy et al. 2004). A formação de biofilme, por leveduras e bactérias antagonistas é 453 

importante, pois é um mecanismo a mais, como colonizadoras de ferimentos, que poderá agir 454 

na proteção da planta e controle do fitopatógeno (Droby et al. 2009). O isolado CCRMAc1.39 455 

de A. citrulli não mostrou ser um bom produtor de biofilme, sendo classificada como fraca ou 456 

moderada produtora, a depender do meio de cultura utilizado. Resultados semelhantes foram 457 

obtidos por Malafaia et al. (2018) ao avaliarem em meio NYD a formação de biofilme de outros 458 

isolados de A. citrulli, onde Aac1.12, Aac1.5 e Aac1.78 não foram produtores de biofilme, e 459 

Aac5.16 e Aac1.43 foram fracos produtores de biofilme.  460 

A inibição da formação de biofilme (quorum quenching) foi reconhecida como uma 461 

nova alternativa de mecanismo para o controle de doenças de plantas (Tian et al. 2019). Várias 462 

bactérias fitopatogênicas, incluindo Agrobacterium, Brucella, Burkholderia, Enterobacter, 463 

Ralstonia, Pectobacterium, utilizam o quorum sensing para regular sua virulência, tornando um 464 

alvo emergente para agentes de biocontrole que utilizam o quorum quenching como mecanismo 465 

de ação antagonística (Garge and Nerurkar 2017). Os isolados CCRMIP01 e CCRMIP21 466 

apresentaram atividade quorum quenching, pois reduziram a produção de biofilme da A. citrulli 467 

no meio de cultura NYD, em que a bactéria foi classificada como fraca produtora de biofilme, 468 

como também no meio LB, em que foi moderada produtora. O mecanismo de quorum 469 

quenching tem sido associado ao biocontrole de Dickeya dadantii por Bacillus cereus, B. 470 

thuringiensis e Brevibacillus brevis (Khoiri et al. 2016), Xanthomonas campestris pv. 471 

campestris por Cupriavidus sp. (Tian et al. 2019) e de Rhizobium rhizogenes por Rhodococcus 472 

erythropolis R138 (Bourigault et al. 2021). 473 
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As bactérias epifíticas do gênero Pantoea, o qual o isolado CCRMIP01 foi identificado, 474 

são relatadas no biocontrole de doenças a mais de duas décadas, quando Johnson and Stockwell 475 

(1998) encontraram isolados de P. agglomerans reduzindo a severidade da queima bacteriana 476 

em macieira, causada por Erwinia amylovora. O isolado P. agglomerans EH24 também reduziu 477 

a queima bacteriana em cerca de 76%, na cultura da pera (Ozaktan and Bora 2004). Uma 478 

variedade de antibacterianos orgânicos ácidos e antibióticos peptídicos, como a fenazina e a 479 

pantocina produzidos por espécies de Pantoea vêm sendo estudados no biocontrole de doenças 480 

de plantas (Smits et al. 2019). Existem bioprodutos comercializados à base de P. agglomerans, 481 

como o Bloomtime Biological (NAP®) que atua por competição por espaço e nutrientes e o 482 

Blossom Bless (Grochem®) que age por exclusão de nicho mediada por antibiose, ambos 483 

indicados para o controle da queima bacteriana em pera e maça (Bettiol et al. 2012). Apesar 484 

desses relatos de controle biológico, P. agglomerans é mais conhecida como uma rizobactéria 485 

promotora de crescimento de plantas, sendo bastante utilizada como biofertilizantes, pois é uma 486 

bactéria solubilizadora de fosfato (Goljanian-Tabrizi et al. 2016).  487 

Este trabalhou apresentou o primeiro relato de uma espécie de Rhodosporidiobolus, R. 488 

fluvialis (CCRMIP21), controlando uma bactéria fitopatogênica, pois até o presente momento 489 

não foram encontrados na literatura publicações de Rhodosporidiobolus spp. como agente de 490 

biocontrole. Embora com outra finalidade biotecnológica, R. fluvialis é utilizada na indústria 491 

alimentícia para produção de lipídios (Poontawee et al. 2018). Leveduras endófiticas e epifíticas 492 

obtidas de diversas plantas têm sido amplamente testadas como agentes de controle biológico, 493 

pois uma grande parte da população desses microrganismos apresenta efeito inibitório a 494 

fitopatógenos (Pretschre et al. 2018). Temos o exemplo de R. aurantiaca CCRMLMA1 que é 495 

eficiente no controle da mancha aquosa (Melo et al. 2015) e foi utilizada no presente estudo 496 

como padrão de controle positivo. 497 

Este estudo selecionou a bactéria Pantoea sp. (CCRMIP01) e a levedura R. fluvialis 498 

(CCRMIP21), obtidas de plantas da Caatinga, como eficientes agentes de controle da mancha 499 

aquosa em diferentes estádios fenológicos da cultura do meloeiro, podendo ser indicadas para 500 

o manejo dessa doença. Os isolados apresentam como mecanismos de ação antagônica a A. 501 

citrulli a antibiose, produção de biofilme e quorum quenching, além de fator Killer no caso da 502 

levedura. Este trabalho mostra o potencial de microrganismos de plantas do bioma Caatinga 503 

como uma nova fonte de agentes de biocontrole de fitobacterioses. 504 
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Tabelas e Figuras 

 

Tabela 1 – Plantas coletadas no bioma da Caatinga, no Município Canindé do São Francisco 

(Sergipe) e Parque Nacional do Catimbau em Buíque (Pernambuco), e número de isolados 

microbianos obtidos de cada espécie. 

Espécie  Nome popular Órgão 

vegetal 

Número de Isolados  

Callisia cordifolia Engorda gado Folha 3 

Bauhinia cheilantha Mororó Folha 5 

Croton sonderianus Marmeleiro Folha 4 

Mimosa tenuiflora Jurema Preta Folha 3 

Schinopsis brasiliensis Baraúna Folha 2 

Anadenanthera colubrina Angico monjolo Folha 5 

Calatropis procera Algodão de Ceda Folha 3 

Jatropha gossypiifolia Pião-roxo Folha 2 

Croton heliotropiifolius Velame Folha 6 

Eugenia brejoensis Cutia Ramo 2 

Waltheria indica Malva Branca Flor 3 

Murraya paniculata Murta-de-cheiro Folha 8 

Piptadenia stipulacea Jurema Branca Ramo 3 

Herissantia tiubae Melabode Folha 4 

Ziziphus joazeiro Juazeiro da Bahia Folha 2 

Sideroxylon obtusifolium Quixabeira Ramo 5 

Cenostigma pyramidale Catingueira Folha 2 

Portulaca oleracea Beldroega Flor 3 

Bromelia laciniosa Macanbirá Folha 1 

Acacia glomerosa Espinheiro  Folha 3 

Capparis flexuosa Feijão Bravo Folha 2 

Aspidosperma pyrifolium Pereiro Folha 3 

Maytenus rigida Bom nome Folha 1 

Bromelia laciniosa Macanbirá Folha 2 

Myciasphaero carpam  Cambuí Folha 3 

Dillenia indica Maça do mato Folha 3 

Myrtus communis Murta Folha 6 

Urophyllum insulare Pau-caixão Folha 4 

Algrizea minor Algrizia Folha 5 
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Tabela 2 - Proteção de plantas de meloeiro contra a infecção por Acidovorax citrulli pela 

pulverização de bactérias e leveduras obtidas de plantas da Caatinga, em casa de vegetação. 

Isoladoa PIb SEV AACPD 

CCRMIP53 6±0,00 ac 0,75±0,14e a 62,50±15,6 a 

CCRMIP108 6±0,00 a 1,50±0,00 a 91,67±0,00 a 

CCRMIP08 6±0,00 a 1,50±0,00 a 91,67±0,00 a 

CCRMIP70 4±0,00 c 1,50±0,00 a 125,0±0,00 a 

CCRMIP16 6±0,00 a 1,50±0,00 a 100,0±7,81 a 

CCRMMF151 5±0,57 b 1,50±0,00 a 116,6±13,5 a 

CCRMMF133 4±0,00 c 1,50±0,00 a 125,0±0,00 a 

CCRMMF138 6±0,00 a 1,50±0,00 a 91,67±0,00 a 

CCRMIP01 6±0,00 a 1,50±0,00 a 125,0±15,6 a 

CCRMIP83 4 ±0,00 c 1,62±0,12 a 152,1±21,8 a 

CCRMLMA1* 6±0,00 a 1,62±0,12 a 110,4±15,6 a 

CCRMIP27 4,5±0,50 c 1,62±0,12 a 152,1±18,7 a 

CCRMIP41 6±0,00 a 1,62±0,12 a 110,4±15,6 a 

CCRMIP72 5±0,57 b 1,62±0,12 a 131,2±27,0 a 

CCRMMF132 4±0,00 c 1,62±0,12 a 160,4±10,4 a 

CCRMMF146 5±0,57 b 1,62±0,12 a 139,5±36,9 a 

CCRMIP89 6±0,00 a 1,75±0,14 a 137,5±15,6 a 

CCRMMF149 4±0,00 c 1,75±0,14 a 162,5±20,8 a 

CCRMIP35 4±0,00 c 1,75±0,14 a 162,5±10,4 a 

CCRMMF154 4±0,00 c 1,75±0,14 a 179,1±11,6 b 

CCRMIP87 5±0,57 b 1,75±0,25 a 141,6±30,7 a 

CCRMMF152 4±0,00 c 1,75±0,14 a 162,5±31,2 a 

CCRMIP03 2±0,00 e 1,87±0,12 a 214,6±13,5 b 

CCRMIP76 4,5±0,50 c 2,00±0,00a 191,6±6,25 b 

CCRMIP49 4±0,00 c 2,00±0,20 a 175,0±26,1 b 

CCRMIP21 5,5±0,50 b 2,12±0,12 a 110,4±18,2 a 

CCRMMF144 4±0,00 c 2,12±0,12 a 177,0±20,8 b 

CCRMIP102 3,5±0,50 c 2,12±0,24 a 187,5±21,3 b 

CCRMIP47 6±0,00 a 2,25±0,25 b 187,5±15,6 b 

CCRMIP61 4±0,00 c 2,25±0,14 b 170,8±20,8 b 

CCRMIP62 4,5±0,50 c 2,25±0,14 b 129,2±31,2 a 

CCRMIP106 4±0,00 c 2,25±0,25 b 154,2±10,4 a 

CCRMMF128 4,5±0,50 c 2,25±0,14 b 170,8±20,8 b 

CCRMIP84 4±0,00 c 2,37±0,24 b 239,6±11,4 b 

CCRMIP10 6±0,00 a 2,37±0,24 b 189,6±23,4 b 

CCRMMF157 6±0,00 a 2,37±0,24 b 156,3±34,4 a 

CCRMMF135 3,5±0,00 c 2,37±0,24 b 214,6±36,6 b 

CCRMMF123 2±0,00 e 2,50±0,29 b 255,5±69,3 c 

CCRMIP17 4±0,00 c 2,62±0,12 b 143,7±5,73 a 

CCRMMF122 2±0,00 e 2,62±0,24 b 308,3±29,2 d 

CCRMMF126 4±0,00 c 2,62±0,24 b 239,6±34,4 b 

CCRMIP14 6±0,00 a 2,75±0,14 c 195,8±30,2 b 

CCRMIP04 6±0,00 a 2,75±0,32 c 204,1±23,4 b 

CCRMIP73 4±0,00 c 2,75±0,48 c 216,6±25,0 b 

CCRMIP31 5,5±0,50 b 2,75±0,14 c 129,2±28,1 b 

CCRMMF159 3,5±1,00 c 2,75±0,14 c 245,8±30,1 b 

CCRMMF148 4,5±0,50 c 2,75±0,14 c 195,8±10,4 b 
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CCRMMF124 2±0,00 e 2,87±0,12 c 288,8±37,5 d 

CCRMMF127 4±0,00 c 3,00±0,00 c 241,7±2,500 b 

CCRMIP99 2±0,00 e 3,12±0,37 c 333,3±26,5 d 

CCRMMF147 3±0,57 e 3,12±0,12 c 252,0±41,7 c 

CCRMIP65 3,5±0,50 c 3,12±0,12 c 213,8±56,8 c 

CCRMMF140 3±0,57 d 3,12±0,12 c 243,7±32,8 b 

CCRMMF158 4,5±0,50 c 3,12±0,12 c 227,1±33,3 b 

CCRMMF160 3±1,00 d 3,25±0,14 d 419,4±71,9 e 

CCRMIP92 4,5±0,50 c 3,25±0,14 d 302,7±41,1 d 

CCRMMF141 2±0,00 e 3,25±0,14 d 283,3±56,2 d 

CCRMMF145 4±0,00 c 3,37±0,12 d 230,5±23,9 c 

CCRMMF136 6±0,00 a 3,37±0,12 d 291,6±7,81 d 

CCRMMF156 4±0,00 c 3,37±0,12 d 325,0±17,2 d 

CCRMIP64 4±0,00 c 3,37±0,24 d 291,6±17,2 d 

CCRMMF137 4±0,00 c 3,50±0,20 d 236,1±28,1 c 

CCRMIP107 6±0,00 a 3,50±0,20 d 241,7±22,9 b 

CCRMIP98 2±0,00 e 3,50±0,20 d 347,2±38,5 d 

CCRMMF139 4±0,00 c 3,75±0,14 d 208,3±23,4 c 

CCRMIP113 4±0,00 c 3,75±0,25 d 330,5±14,6 d 

CCRMIP109 4±0,00 c 3,75±0,14 d 316,6±10,9 d 

CCRMMF161 4±0,00 c 3,75±0,14 d 336,1±19,8 d 

CCRMMF153 2±0,00 e 3,75±0,14 d 247,2±15,6 c 

CCRMIP96 4±0,00 c 3,87±0,12 e 238,8±14,6 c 

CCRMIP77 2±0,00 e 3,87±0,24 e 347,2±42,7 d 

CCRMIP111 2,5±0,50 d 4,00±0,29 e 258,3±33,3 c 

CCRMMF131 4±0,00 c 4,12±0,12 e 266,6±16,7 d 

CCRMIP13 2±0,00 e 4,12±0,31 e 280,5±3,65 d 

Casugamicina* 4±0,00 c 4,25±0,25 e 372,2±13,5 d 

CCRMIP15 2±0,00 e 4,25±0,14 e 375,0±14,1 d 

CCRMIP74 3±1,00 d 4,25±0,25 e 397,2±67,7 d 

CCRMIP11 2±0,00 e 4,25±0,25 e 438,8±50,0 e 

CCRMIP32 6±0,00 a 4,25±0,14 e 237,5±10,9 b 

CCRMIP112 3±0,57 d 4,25±0,14 e 455,5±54,2 e 

CCRMIP05 3±0,57 d 4,37±0,37 e 241,6±68,7 c 

CCRMIP71 4±0,00 c 4,37±0,24 e 327,7±19,8 d 

CCRMMF120 4,5±0,50 c 4,50±0,20 f 252,7±32,3 c 

CCRMIP69 2±0,00 e 4,62±0,31 f 291,6±71,9 d 

CCRMIP07 5±0,57 b 4,62±0,12 f 247,2±40,6 c 

CCRMIP104 2±0,00 e 4,62±0,24 f 480,5±38,5 e 

CCRMIP42 2,5±0,50 d 4,75±0,14 f 427,7±64,6 e 

CCRMIP22 2±0,00 e 4,75±0,59 f 294,4±55,2 d 

CCRMIP29 2±0,00 e 4,75±0,25 f 272,2±37,5 d 

CCRMMF155 4±0,00 c 4,87±0,12 f 186,1±58,3 c 

CCRMMF142 2±0,00 e 4,87±0,24 f 316,6±36,5 d 

CCRMIP09 4±0,00 c 4,87±0,43 f 330,5±26,0 d 

CCRMIP12 4±0,00 c 5,12±0,38 g 191,6±46,9 c 

CCRMIP55 4±0,00 c 5,12±0,32 g 338,8±41,7 d 

CCRMIP24 2±0,00 e 5,12±0,24 g 447,2±38,5 e 

CCRMIP28 2±0,00 e 5,25±0,25 g 416,6±28,1 e 

CCRMMF143 4,5±0,50 c 5,50±0,20 h 338,8±41,7 d 

Controle 2±0,00 e 5,62±0,24 h 580,5±27,6 f 
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a* Levedura (CCRMLMA1, Rhodotorula aurantiaca) e antibiótico (Casugamicina, 400 mL 

100 L-1) utilizados como controles positivos; 
b PI = período de incubação; SEV = severidade da doença; AACPD = área abaixo da curva 

de progresso da doença (AACPD); 
c Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott- Knott (P ≤ 0,05%); 
d Erro padrão da média. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCRMIP19 2±0,00 e 5,62±0,12 h 583,3±20,3 f 

CCRMIP06 2±0,00 e 5,75±0,14 h 655,5±25,0f 

CV % 15,4 13,20 28,94 
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Tabela 3. Proteção de plantas de meloeiro contra a infecção por Acidovorax citrulli pela 

pulverização de bactérias e leveduras obtidas de plantas da Caatinga, em casa de vegetação. 

Isoladoa PIb SEVERIDADE AACPD 

CCRMLMA1* 5,00±0,57 acd 0,87±0,24e a 140,0±33,2 a 

CCRMIP41 3,00±0,50 b 1,12±0,13 a 157,5±21,0 a 

CCRMIP16 3,00±0,57 b 1,25±0,25 a 165,0±33,0 a 

CCRMIP21 3,50±0,00 b 1,37±0,13 a 205,0±38,4 a 

CCRMIP01 3,00±0,00 b 1,37±0,13 a 135,0±18,5 a 

CCRMIP53 2,25±0,00 c 1,50±0,20 a 195,0±36,2 a 

CCRMIP87 2,00±0,00 c 1,75±0,14 b 292,5±22,5 b 

CCRMIP89 2,00±0,00 c 2,00±0,20 b 302,5±31,2 b 

CCRMIP72 2,00±0,00 c 2,00±0,20 b 215,0±13,2 a 

CCRMMF151 2,00±0,00 c 2,00±0,00 b 302,0±19,7 b 

CCRMMF138 2,00±0,00 c 2,12±0,13 b 287,5±35,9 b 

CCRMIP08 2,00±1,50 c 2,12±0,38 b 275,0±23,3 b 

CCRMIP108 2,00±0,00 c 3,00±0,00 c 347,5±31,2 b 

CCRMMF146 2,00±0,00 c 3,00±0,00 c 472,5±7,50 c 

Casugamicina* 2,00±0,25 c 3,75±0,14 d 287,5±21,0 b 

Controle 2,00±0,00 c 5,00±0,00 e 617,5±23,9 d 

CV % 16,11 16,34 19,66 
a* Levedura (CCRMLMA1, Rhodotorula aurantiaca) e antibiótico (Casugamicina, 400 mL 

100 L-1) utilizados como controles positivos; 
b PI = período de incubação; SEV = severidade da doença; AACPD = área abaixo da curva 

de progresso da doença (AACPD); 
c Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott- Knott (P ≤ 0,05%); 
d Dados de PI transformados em √x+0,5; 
e Erro padrão da média. 
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Tabela 4. Proteção de plântulas de meloeiro contra a infecção por Acidovorax citrulli pelo 

tratamento de sementes com bactérias e leveduras obtidas de plantas da Caatinga, em casa de 

vegetação. 

Isoladoa PIb SEVERIDADE AACPDy 

CCRMLMA1* 5,25±0,00 ac 1,43±0,00 ae 114,58±6,25 a 

CCRMIP21 5,00±0,00 a 1,87±0,29 a 130,20±2,41 a 

CCRMIP01 4,50±0,00 a 2,00 ±0,14 a 97,917±3,61 a 

CCRMIP41 4,50±0,00 a 2,37±0,29 b 133,33±7,22 a 

CCRMIP16 5,00±0,00 a 2,43±0,47 b 149,47±24,3 a 

CCRMIP08 3,50±0,00 b 2,43±0,20 b 132,29±5,10 a 

CCRMIP53 4,75±0,00 a 2,50±0,14 b 144,79±15,3 a 

CCRMMF138 3,50±0,00 b 3,00±0,00 b 158,33±10,2 a 

CCRMIP89 3,75±0,00 b 3,50±0,24 c 173,43±13,9 b 

CCRMMF151 3,50±0,00 b 3,50±0,29 c 182,29±15,7 b 

CCRMIP108 3,00±0,00 c 3,87±0,00 c 227,08±2,08 b 

CCRMMF146 4,00±0,00 b 3,87±0,37 c 204,68±13,9 b 

CCRMIP72 3,50±0,00 b 3,93±0,00 c 190,10±6,25 b 

CCRMIP87 3,75±0,00 b 4,00±0,12 c 186,97±7,86 b 

Casugamicina* 3,00±0,00 c 4,06±0,00 c 206,25±6,25 b 

Controle 2,25±0,00 d 5,00±0,00 d 293,75±0,00 c 

CV % 15,14 23,33 29,10 
a* Levedura (CCRMLMA1, Rhodotorula aurantiaca) e antibiótico (Casugamicina, 400 mL 

100 L-1) utilizados como controles positivos; 
b PI = período de incubação; SEV = severidade da doença; AACPD = área abaixo da curva 

de progresso da doença (AACPD); 
c Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott- Knott (P ≤ 0,05%; 
e Erro padrão da média. 
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Tabela 5 - Efeito de bactérias e leveduras obtidas de plantas da Caatinga no controle da mancha 

aquosa em sementes infectadas com Acidovorax citrulli, em casa de vegetação. 

Isoladoa PIb SEVERIDADE AACPD 

CCRMIP21 4,30±0,36 acd 0,80±0,15e a 73,50±10,3 a 

CCRMIP41 4,40±0,30 a 0,90±0,15 a 104,0±6,62 a 

CCRMIP01 4,60±0,48 a 0,92±0,15 a 88,00±10,8 a 

CCRMIP16 4,10±0,39 a 0,97±0,15 a 110,0±10,3 a 

CCRMLMA1* 4,05±0,40 a 0,97±0,15 a 86,50±9,67 a 

CCRMIP08 3,00±0,00 b 1,60±0,12 b 140,0±8,71 b 

CCRMIP53 2,65±0,39 b 1,70±0,13 c 121,5±11,2 b 

CCRMMF138 2,95±0,00 b 2,10±0,19 c 141,0±15,1 b 

CCRMIP108 3,65±0,36 a 2,22±0,19 c 143,5±10,9 b 

CCRMMF151 3,05±0,40 b 2,25±0,31 c 134,5±19,8 b 

CCRMIP89 4,10±0,10 a 2,32±0,36 c 126,0±20,7 b 

CCRMIP72 2,80±0,00 b 2,47±0,17 c 152,5±11,7 b 

CCRMMF146 2,80±0,30 b 2,50±0,39 c 147,5±33,2 b 

CCRMIP87 3,55±0,00 a 2,70±0,21 c 149,0±14,3 b 

Casugamicina* 2,70±0,10 b 3,40±0,36 d 202,0±25,2 c 

Controle 2,50±0,00 b 4,47±0,19 e 284,0±29,6 d 

CV % 16,40 24,98 20,50 
a* Levedura (CCRMLMA1, Rhodotorula aurantiaca) e antibiótico (Casugamicina, 400 mL 

100 L-1) utilizados como controles positivos; 
b PI = período de incubação; SEV = severidade da doença; AACPD = área abaixo da curva 

de progresso da doença (AACPD); 
c Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste 

de Scott- Knott (P ≤ 0,05%); 
d Dados de PI, SEV e AACPD foram transformados em √x+0,5; 
e Erro padrão da média. 
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Tabela 6 - Capacidade de produção de biofilme por isolados de leveduras e bactérias obtidas 

de plantas da Caatinga e Acidovorax citrulli, em placas de microtitulação de poliestireno. 

Meio de Cultura Bactéria Levedura Patógeno 

CCRMIP01 CCRMIP16 CCRMIP21 CCRMIP41 A. citrulli  

NYD FPa MP FP FP FrP 

LB NP FrP - - MP 

KADO MP FP - - FrP 

YDC FP MP - - FrP 

YEPD -b - FP FP - 

TS - - FP FP - 

SD - - FP FP - 
a Classificação quanto a produção de biofilme (Stepanovic et al. 2000):  NP= não produtor, 

FrP= fraco produtor, MP= Moderado produtor e FP= forte produtor. 
b Meio de cultura não avaliado (-). 
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 Figura 1 - Inibição do crescimento de Acidovorax citrulli devido a produção de antibiótico 

pela bactéria CCRMIP01 (A) e atividade Killer da levedura CCRMIP21 contra Kodamaea 

ohmeri (levedura sensível). 
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Figura 2 - Atividade de quorum quenching da bactéria Pantoea sp. (CCRMIP01) e da levedura 

Rhodosporidiobolus sp. (CCRMP21), obtidas de plantas da Caatinga, na redução da produção 

de biofilme por Acidovorax citrulli. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

• Dos 98 isolados de microrganismos obtidos de plantas da Caatinga, os isolados CCRMIP01 

e CCRMIP21, foram os mais eficientes no controle da mancha aquosa pela proteção 

conferida às plantas e plântulas e pelo tratamento de sementes contaminadas com 

Acidovorax citrulli; 

 

• Antibiose, formação de biofilme e atividade quorum quenching são os mecanismos de ação 

apresentados pela bactéria CCRMIP01 e pela levedura CCRMIP21 no controle de A. 

citrulli, além da atividade Killer pelo isolado CCRMP21; 

 

• O isolado CCRMIP01 pertence ao gênero Pantoea sp. e o isolado CCRMIP21, a espécie 

Rhodosporidiobolus fluvialis, sendo este o primeiro relato de uma espécie de 

Rhodosporidiobolus como agente de biocontrole; 

 

•  As plantas do bioma da Caatinga mostraram ser uma nova fonte de microrganismos 

antagonistas para o controle de fitobacterioses. 
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