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RESUMO

Bactérias epifiticas e endofiticas (96 isolados) e fungos
endofiticos (69 isolados) foram obtidos de plantas de meldo sadias e
testados no controle da mancha-aguosa, em condigdes de casa de
vegetacao, pelo tratamento de sementes pré-inoculadas com
Acidovorax avenae subsp. citrulli ou pelo tratamento de sementes
sadias visando a protegdo da planta a posterior inoculagdo com o
patégeno. As sementes de meldo foram microbiolizadas por imersdo
nas suspensoes (A= 0,7), semeadas e avaliadas quanto ao periodo
de incubagdo (PI), incidéncia (INC), severidade da doenga (SEV) e
reducéo da severidade da doenca (RSD). Apenas a microbiolizacéo
de sementes artificialmente infectadas, utilizando os endofiticos
ENM5 (n&oidentificado), ENM9 (Bacillus cereus), ENM 13 (Bacillus
sp.), ENM16 (Bacillus cereus), ENM 32 (Bacillus subtilis) e ENM43
(Bacillus sp.), revelou potencial para o controle da mancha-aquosa.
Esses isolados, apds o teste de compatibilidade in vitro, foram
reavaliados isoladamente e em misturas dois a dois quanto ao PI,
INC, SEV e RSD, aém do indice de doenca (IDO) e area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD). Todos os tratamentos dife-
riram significativamente (P= 0,05) da testemunha, com RSD de até
93,6%, destacando-se os isolados ENM13 e ENM9 com Pl de 7,5 e
7,25 dias, SEV de 0,22 € 0,22, IDO de 2,59 e 2,59, e AACPD de
0,22 e 0,39, respectivamente. Ensaios foram realizados in vitro para
a determinagdo dos possiveis mecanismos de agdo envolvidos no
controle bioldgico. Os isolados ENM13 e ENM9 solubilizaram
fosfato, ENM5 apresentou antibiose contra A. avenae subsp. citrulli,
ENM43 produziu HCN enquanto ENM 16 e ENM 32 ndo apresenta-
ram nenhum dos mecanismos testados.

Palavras-chave: Cucumis melo, Acidovorax avenae subsp. citrulli,
semente, Bacillus spp., controle.

ABSTRACT

Biocontrol of bacterial blotch of melon by seed treatment
with epiphytic and endophytic bacteria

Epiphytic and endophytic bacteria (96 strains) and endophytic
fungi (69 strains) were isolated from symptomless melon plants and
tested for control of fruit blotch under greenhouse conditions, by
treating seeds previously inoculated with Acidovorax avenae subsp.
citrulli or treating healthy seeds in order to protect the plant
challenged later with the pathogen. Melon seeds were microbiolized
by immersion in suspensions (A= 0,7), sown and evauated for
incubation period (P1), incidence (INC), disease severity (SEV) and
disease severity reduction (RSD). Only microbiolization of artificially
infected seed using the endophytic ENM5 (not identified), ENM9
(Bacillus cereus), ENM13 (Bacillus sp.), ENM 16 (Bacillus cereus),
ENM32 (Bacillus subtilis) and ENM43 (Bacillus sp.), showed
potencial for disease control. After in vitro compatibility tests, these
strains were reevaluated separately and in pairs, in relation to Pl,
INC, SEV, RSD, diseaseindex (IDO) and areaunder disease progress
curve (AACPD). All treatments differed significantly (P= 0.05) from
the control reaching 93.6% of RSD, with emphasis for ENM 13 and
ENM9 with 7.5 and 7.25 days of PI, 0.22 and 0.22 of SEV, 2.59 and
2.59 of IDO, and 0.22 and 0.39 of AACPD, respectively. In vitro
tests to determine the putative mechanisms of action involved in
biocontrol were performed. ENM13 and ENM9 solubilized
phosphate, ENM5 presented antibiose against A. avenae subsp.
citrulli, and ENM43 produced HCN while ENM 16 and ENM 32 did
not show any of the tested mechanisms.

Keywords: Cucumis melo, Acidovorax avenae subsp. citrulli, seed,
Bacillus spp., control
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mancha-aquosa causada por
Acidovorax avenae subsp. citrulli
éaprincipa doencabacterianaque ocor-
re nos campos de mel&o do Nordeste, e
responsavel por grandes perdas de pro-
ducéo e depreciacdo dos frutos, princi-
palmente no Rio Grande do Norte e
Ceard (Sales Junior & Menezes, 2001).
Desde que Assis et al. (1999) relataram
aocorrénciadessa doencano Rio Gran-
de do Norte em 1997, tém sido assina-
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ladas perdas entre 40 a 50%, atingindo
até 100% em periodos chuvosos (Sales
Jdnior & Menezes, 2001). Posterior-
mente, essa doenca também foi relate
da no Ceara (Santos & Viana, 2000),
Pernambuco (Mariano & Silveira, 2004)
e Bahia (Mariano et al., 2004a).

Os sintomas da mancha-aquosa po-
dem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento da planta. Nas folhas
cotiledonares e verdadeiras as |esdes s

inicialmente aquosas e em seguida pas-
sam a necrdticas. Nos frutos as lesdes
permanecem aguosas por longo periodo
e correspondem internamente a uma le-
s80 de cor marrom claro a marrom escu-
ro na polpa, chegando até as sementes.

As medidas eficientes para controle
da doenca sdo escassas, e apos
introduzida em uma &rea é de dificil
erradicacéo (Sales Jinior & Menezes,
2001). Assim, aternativas para 0 seu
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controle devem ser avaliadas e, dentre
elas, cita-se o controle biol6gico atra-
vés de bactérias biocontroladoras
(Medeiros et al., 2002, 2003; Santos,
2004; Fessehaie & Walcott, 2005).

Como a bactéria causadora da man-
cha-aguosa do mel&o é disseminada por
meio de sementes infectadas (O’ Brien
& Martin, 1999), o tratamento das semen-
tes com microrganismos promotores do
crescimento de plantas que sgja eficien-
te para inibir o patdgeno ou proteger a
pléntula emergente constitui em aterna-
tiva de controle economicamente dese-
jével parao manejo da doenca, podendo
ser integrado com outras técnicas para
melhorar a eficiéncia. Os microrganis-
mos agentes de biocontrole de doengas
de plantas podem atuar através de dife-
rentes mecanismos, como producéo de
&cido cianidrico, bacteriocinas e antibi¢-
ticos, competicdo por espaco, Fe* e ou-
tros nutrientes, parasitismo, inducdo de
resisténcia e protecdo cruzada (Mariano
et al., 2004b).

O presente trabalho teve como ob-
jetivos isolar e selecionar microrganis-
mos para o controle bioldgico da man-
cha-aquosa do meldo em condicdes de
casa de vegetacdo, e determinar possi-
veis mecanismos relacionados ao anta-
gonismo.

MATERIAL E METODOS

I solamento de microrganismos

Para o isolamento de microrganis-
mos epifiticos e endofiticos foram utili-
zados raizes, caules, folhas, flores, fru-
tos e/ou sementes de plantas de mel&o
sadias, oriundas de cultivos comerciais
em Mossoré (RN), Juazeiro (BA) e
Petrolina (PE) e area experimental em
Recife (PE). Para isolamento de bacté-
rias epifiticas e endofiticas foram utili-
zados métodos descritos por Gomes et
al. (2005) e Oliveira et al. (2004). Nos
dois métodos, as placas foram mantidas
por 48 horas atemperatura ambiente de
27+2°C. Foram selecionadas colbnias
com caracteristicas distintas umas das
outras, com base nas observacoes
macroscopicas, como coloragdo e carac-
teristicas de crescimento em meio de
cultura Tryptic Soy Agar — TSA (40 g
de TSA; 10 g agar; 1000 mL de &gua
destilada). Estas colbnias foram
purificadas e preservadas em meio &gar
nutritivo (3,0 g de extrato de carne; 5,0
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g de peptona; 18 g de agar; 1000 mL de
agua destilada).

No isolamento dos fungos
endofiticos, empregou-se 0 método des-
crito por Oliveira et al. (2004), sendo
as placas incubadas a temperatura am-
biente (27+2°C) por setedias. ApOs esse
periodo, as colénias flingicas desenvol-
vidas em torno dos fragmentos foram
separadas de acordo com as caracteris-
ticas das culturas em meio batata-
dextrose-agar (20 g de dextrose; 20 g
de &gar; caldo de 200 g de batata cozida
em agua, e 1000 mL de &gua destilada).
As coldnias foram purificadas e preser-
vadas no mesmo meio de cultura.

Selecdo de microrganismos para
sementes pré-inoculadas

Sementes comerciais de mel&o hibrido
AF682 foram lavadasem éguacorrente por
10 minutos, submetidas a secagem por 48
h, inoculadas por infiltracdo avacuo como
indculo de Acidovorax avenae subsp.
citrulli (Aacl) na concentracéo de 3,4x10’
UFC/mL e armazenadas em sacos de pa-
pel apls secas. Apds sete dias, foram
imersas em suspensdes (A= 0,7) de bac-
térias epifiticas (34 isolados) e endofiticas
(62is0lados) ou fungosendofiticos(59iso-
lados), por 10 minutos. As testemunhas
relativas e absol utas foram inocul adas com
0 patdgeno e com &gua destilada esteili-
zada (ADE), respectivamente. Decorridas
16 h procedeu-se a semeadura em bande-
jas de poliestireno com 120 células con-
tendo substrato comercia Plantmax®. Apds
aemergéncia, as plantulas foram submeti-
das & cAmara Umida por 48 h. O ddinea
mento experimental foi inteiramente
casudizado com 98 tratamentos (34 isola
dos de bactérias epifiticas, 62 isolados de
bactérias endofiticas, uma testemunha ab-
solutaeumatestemunhare ativa) ou 61 tra-
tamentos (59 isolados de fungos
endofiticos, uma testemunha absoluta e
uma testemunha reliva), respectivamen-
te para 0s experimentos com as bactérias e
fungos, e oito repeticdes, sendo a unidade
experimentd condtituidapor umaplantula
As pléntulas foram avaiadas diariamente,
aé o quinto diadaretirada dacamara imi-
da, determinando-se 0s seguintes compo-
nentes da doenca: 8 periodo de incubacdo
(P1), caculado pelo nimero dediasentrea
emergéncia das plantulas e o surgimento
dossintomasdadoenca Plantulassem sin-
tomasdadoencativeram o Pl gustado para
8 dias, correspondendo ao periodo de avar
liac&o totd acrescido de um dia, conforme
proposto por lamsupasit et al. (1993); b)

incidéncia (INC), calculada pela porcenta:
gem de plantulas com sintomas da doenca
em relacdo ao totd de plantulas avdiadas,
¢) severidadedadoenca(SEV) aossatedias
gp0s germinacdo das sementes, estimada
com o auxilio de escala descritiva, com
notas variando de 0 a 5 (Silveira et al.,
2003); ed) reducéo daseveridade dadoen-
¢a (RSD), calculada através da formula
RSD=(SEV Testemunha- SEV Tratamen-
to) x 100/SEV Testemunha.

Selecdo de microrganismos para
plantas pés-inoculadas

Sementes comerciais de mel&o (hibri-
do AF682) foram imersas nas suspensies
dos isolados de bactérias epifiticas e
endofiticas ou defungosendofiticos (A=
0,7) durante 10 minutos, sendo postas para
secar em pape de filtro por 16 horas. As
sementes da testemunha foram tratadas
com ADE. Em seguida, efetuou-se o plan-
tio em coposde 500 mL contendo amistu-
ra solo esterilizado/substrato Plantmax®
(L:2 viv). Apbs 20 dias as plantas foram
submetidas acamaraimidapor 24 horase
entdo pulverizadas com uma suspenséo de
Aacl com concentracéo de 3,4 x 10” UFC/
mL, sendo novamente mantidas em cama-
raumidapor 24 horas. O delineamento ex-
perimental foi inteiramente casualizado
com 97 tratamentos (34 isolados de bacté-
rias epifiticas, 62 isolados de bactérias
endofiticas e uma tetemunha relativa) ou
60 tratamentos (59 isolados de fungos
endofiticoseumatestemunhardativa), res-
pectivamente para 0s experimentos utili-
zando bactérias e fungos, e quatro repeti-
¢Oes, sendo a unidade experimenta cons-
tituida por duas folhas de uma planta. As
plantas foram avaiadas diariamente, até
cinco dias apos a retirada da camara Umi-
da, determinando-seoscomponentesdado-
encaPl, INC, SEV eRSD. Paraadetermi-
nacdo da SEV em plantas, foi utilizada a
escala descritiva de notas adaptada por
Slveraet al. (2003).

Efeito de misturas de isolados
bacterianos pelo tratamento de se-
mentes infectadas

Na avaliacdo da compatibilidade
entre os isolados bacterianos seleciona
dos foi empregado o método de
antibiose bactéria x bactéria (Mariano
et al., 2005), com as suspensdes
bacterianas gjustadas para concentracdo
A= 0,7. O delineamento experimen-
tal foi inteiramente casualizado com 30
tratamentos (seis isolados testados en-
tre si) e quatro repeticdes, sendo cada
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repeticéo constituida por duas placas de
Petri contendo quatro discos cada.

Assuspensdesdosisoladosbacterianos
foram preparadas separadamenteeemmis-
turas doisadois, em volumesiguas, efo-
ram gplicadas as sementes conforme mé-
todo descrito anteriormente para o trata-
mento de sementes pré-inoculadas com A.
avenae subsp. citrulli. Além do P, INC,
SEV e RSD, fai determinado o indice de
doenca (IDO) no s&imo dia apés a emer-
géncia das pléntulas, caculado de acordo
comMcKinney (1923) pdaformulal DO=
O (grau de escala x freqiiéncia) x 100/ n°
totd deunidadesx grau maximo daescda,
utilizando-se osdados de severidade dado-
enca, eaareaabaixo dacurvade progresso
da doenca (AACPD), cdculada pela for-
mula= AACPD=[Z (y+y,,,)/2.d,]/n, onde
y, ey,,, oo osvaoresde SEV observados
em duas avaiagles consecutivas e d;, 0
intervalo entre duas avaliagdes (Shaner &
Finney, 1977). O ddineamento experimen-
tal foi o inteiramente casualizado, com 22
tratamentos (sai's bactérias endofiticas iso-
ladamente, 15 combinagBes de isolados
becterianos e uma tetemunha relativa) e
cinco repeticdes, sendo cadarepeticdo cons:
tituida por duas pléntulas.

Os dados obtidos em todos os expe-
rimentos foram submetidos & andlise de
varidncia e, as médias comparadas pelo
teste de Scott-K nott ou Duncan (P=0,05).

Deter minagdo do mecanismo de
acdo dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos previamente
selecionados como eficientes no controle
damancha-aquosaforam avaliadosquanto
aantibiose, producéo de &cido cianidrico
(HCN) e solubilizacgo defosfato, de acor-
do com 0s métodos descritos por Cattelan
(1999) e Mariano et al. (2005). Como pa-
drBes positivas para producdo de HCN e
solubilizaggo de fosfato foram utilizados
respectivamente os isolados de
Burkholderia cepacia GN1201 e
Pseudomonas chlororaphis GN1212. O
delineamento experimenta paracadateste
foi inteiramente casualizado, com setetra-
tamentos (sei's bactérias endofiticas e um
padréo positivo) e quatro repeticdes, sen-
do cadarepeticdo congtituidapor umapla
cade Petri.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De plantas sadias de mel&o de diver-
sas localidades foram obtidos 37 isola-
dos de bactérias epifiticas (9 de raizes,
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10 decaule, 15 defolhas, 1 deflor e2 de
frutos), dos quais trés perderam a viabi-
lidade durante o processo de purificaco;
62 isolados de bactérias endofiticas (19
deraizes, 22 de caules, 13 defolhas, 5de
flores e 3 de sementes) e 59 isolados de
fungos filamentosos endofiticos (19 de
raizes, 14 de caules, 17 de folhas, 5 de
flores, 2 defrutose 2 sementes). De acor-
docomMclnroy & Kloepper (1995), iso-
lados bacterianos provenientesdaprépria
comunidade endofitica e epifitica da
planta, podem ser potenciais agentes de
controle bioldgico.

Dos 96 isolados bacterianos avelia-
dos para o controle da mancha-aquosa
através do tratamento de sementes pré-
inoculadas com A. avenae subsp. citrulli
foram selecionados, respectivamente
quanto, ao periodo deincubagéo, incidén-
cia e severidade, os endofiticos ENM5
(4,0; 75,0%; 1,6), ENM9 (4,2; 62,5%;
1,9), ENM13(7,0; 37,5%; 0,63), ENM 16
(4,2; 62,5%; 1,9), ENM32 (4,7; 62,5%;
1,6) e ENM43 (4,25; 62,5%; 1,9), que
diferiram significativamente da testemu-
nharelativa (3,0; 87,5%, 2,75) pelo teste
de Scott-Knott (P=0,05) (dados ndo exi-
bidos em tabela). Os isolados ENM5,
ENM9eENM16foram obtidosderaizes,
o isolado ENM 32 de fragmentos de cau-
le e 0 ENM43, de folhas de mel&o.

Dos isolados avaliados, apenas 5%
apresentaram potencia para o controle
da mancha-aquosa, sendo todos
endofiticos. Esse percentual pode ser
considerado elevado, uma vez que na
maioria das pesquisas realizadas com
bactérias promotoras de crescimento de
plantas menos de 1% dos isolados s&o0
eficientes (Chen et al., 1996). Bactérias
endofiticas utilizadas no biocontrole de
doencas de plantas apresentam como
principais vantagens, em relacéo as
epifiticas, possuirem nicho ecoldgico
similar ao do patégeno e serem protegi-
das das diversas influéncias abidticas
(Hamann et al., 1997).

Os isolados ENM5 (né&o identifica
do), ENM9 (Bacillus cereus ), ENM13
(Bacillus sp.), ENM 16 (Bacillus cereus
), ENM32 (Bacillus subtilis), e ENM43
(Bacillus sp.), apresentaram compatibi-
lidade in vitro e, tanto isoladamente
guanto em misturas, mostraram-se efi-
cientes no controle da mancha-aquosa
do mel&o, diferindo significativamente
(P=0,05) datestemunha em relagéo as
variaveis severidade, indice de doenca
e &rea abaixo da curva de progresso da

doenca (Tabelal). Esses isolados apre-
sentaram reducdo da severidade da do-
enca de até 93,6% (Figura 1). Nao foi
observado efeito aditivo ou sinergistico
significativo para as misturas de isola-
dos no controle da mancha-aguosa. Os
resultados indicam que a aplicacdo de
apenas um isolado para bacterizacéo de
sementes de mel&o é mais prética e eco-
ndmica, destacando-se com maiores ni-
veis de controle os isolados ENM 13 e
ENMO9, os quais apresentaram respecti-
vamente, periodo deincubacdo de 7,5 e
7,25 dias, severidade de 0,22 €0,22, in-
dice de doenca de 2,59 e 2,59, e érea
abaixo da curvade progresso da doenca
de 0,22 € 0,39 (Tabela 1).

Resultados promissores com utilizaggo
deBacillusparacontroledamancha-aguosa
foram relatados recentemente na literatu-
ra. Medeiros et al. (2002) obtiveram con-
trole eficiente da mancha-aguosa em casa
de vegetacdo com emprego do Bacillus sp.
RAB9 no tratamento de sementes
infectadas. Também Santos (2004) conse-
guiu o controle através do tratamento de
sementes infectadas com liquidos fermen-
tados com ou sem presenca das cdulas de
B. subtilis R14, B. megaterium pv. cerealis
RAB7, B. pumilis C116, Bacillus sp.
MEN?2, tendo caracterizado que 0 meca
nismo de agdo desses isolados deveu-se a
antibiose e a presenca de compostos ativos
parcialmente caracterizados como
lipopeptideos. Espécies de Bacillus tém
sdo amplamente testadas no controle bio-
|6gico, umavez que produzem endésporos,
0 que facilita a formulagdo dos produtos
para gplicacdo comercia. Para o controle
de diferentes doencgas, produtos como
Companion, EcoGuard, HiStick N/T,
Kodigk, Rhizo-Plus, Serenade, Subtilex e
YieldShield, a base de Bacillus, séo
registirados para uso agricola nos Estados
Unidos (Mariano et al., 2004b).

O principal modo de disseminacdo
deA. avenae subsp. citrulli éatravésdas
sementes contaminadas (Hopkins et al .,
1996), provavel causa daintroducdo da
mancha-aquosa no Rio Grande do Nor-
te (Assis et al., 1999), podendo essa
transmissdo variar de 10 até 91%
(O'Brien & Martin, 1999; Oliveiraet al.,
2001). Como os isolados endofiticos
selecionados no presente trabalho se
mostraram eficientes, estes poderéo ser
indicados para o tratamento de semen-
tes infectadas com A. avenae subsp.
citrulli individualmente ou em combi-
nacdo com outros métodos de controle.
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Tabela 1. Controle da mancha-aguosa do mel&o com bactérias endofiticas, i soladamente ou
em misturas, através do tratamento de sementes pré-inoculadas com Acidovorax avenae

subsp. citrulli, em casa de vegetag&o.

Area abaixo da

Tratamento li:ne;::obda(:;gs Severidade indice de curva de
X (0-5) doenca progresso da
(dias) doenga

ENM131 7,50a? 0,22b 2,59c 0,22b
ENM9 7,25ab 0,22b 2,59¢ 0,39b
ENM9+ ENM13 7,25ab 0,46b 3,66¢C 0,23b
ENM5+ ENM13 7,25ab 0,22b 2,59¢ 0,31b
ENM9+ ENM32 7,00ab 0,46b 3,66¢C 0,33b
ENM5+ ENM43 7,00ab 0,72b 6,49bc 0,30b
ENM16 7,00ab 0,46b 6,79bc 1,01b
ENM43 7,00ab 0,46b 5,13bc 0,38b
ENM13+ ENM16 6,75ab 0,72b 6,49bc 0,42b
ENM5+ ENM16 6,75ab 0,46b 8,23bc 0,70b
ENM5 6,75ab 0,66b 6,40bc 0,51b
ENM9+ ENM43 6,50ab 0,46b 6,40bc 0,79b
ENM16+ ENM32 6,50ab 0,72b 6,49bc 0,52b
ENM32+ ENM43 6,50ab 0,46b 5,12bc 0,60b
ENM13+ ENM43 6,50ab 1,23b 17,26bc 1,35b
ENM5+ ENM32 6,50ab 0,46b 6,40bc 0,77b
ENM32 6,00ab 0,72b 9,89bc 0,93b
ENM9+ ENM16 5,73ab 0,93b 13,64bc 1,24b
ENM16+ ENM43 5,25abc 1,00b 12,20bc 1,18b
ENM5+ ENM9 5,25abc 0,72b 12,08bc 1,21b
ENM13+ ENM32 4,50bc 1,23b 26,92b 2,04b
Testemunha 3,00c 3,43a 76,25a 12,40a
C.V. (%) 25,27 17,62 24,92 30,47

IENM= isolados de bactérias endofiticas de meldo. ENM5 — ndo identificado; ENM9 —
Bacillus cereus; ENM13 — Bacillus sp.; ENM16 — B. cereus; ENM32 — Bacillus subtilis.
ENM34 — Bacillus sp.; 2Médias de 5 repeti¢des, com duas plantulas cada. M édias de severi-
dade, indice de doenga e érea abaixo da curva de progresso da doenca transformadas segun-
do V(x+1,0). Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem significativamente

entre si pelo teste Duncan (P= 0,05).

Nosensaiosrealizadosin vitro quan-
to a determinagdo dos mecanismos de
acao envolvidos no biocontrole daman-
cha-aquosa, verificou-se que os isola-
dos ENM 13 e ENM9 solubilizaram
fosfato, ENM5 exerceu antibiose con-
traA. avenae subsp. citrulli eENM43 pro-
duziu HCN. Nenhum dos mecanismos
estudados esté relacionado ao controle
exercido pelos isolados ENM16 e
ENM32. Essesmecanismosde acdojafo-
ram rel atados anteriormente associados ao
controle de doencas por Bacillus spp. e
outras bactérias. Segundo Melo (1998), o
biocontrole exercido por B. megatherium
var. phosphaticum inclui aumento da
solubilizagdo de fosfato organico viaacdo
da fosfatase ou solubilizacéo de fosfatos
inorgénicos com é&cidos orgénicos e sub-
seqliente incremento na absorcdo desse
elemento pela planta, 0 que atorna mais
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resistente ao patdgeno. Isolados de
Bacillussubtilis(R14), B. pumilis (C116),
B. megaterium pv. cerealis (RAB7) e B.
cereus apresentaram atividade antibidtica
in vitro a Xanthomonas campestris pv.
campestris (Lunaet al., 2002). Déago et
al. (1990) apresentaram evidénciasde que
o HCN é benéfico no controle
microbiol 6gico, sendo esse composto re-
lacionado & supressdo da podriddo preta
das raizes do fumo pela bactéria
Pseudomonasfluorescens. Naprética, pro-
vavelmente, poucos microrganismosexer-
cem um Unico mecanismo antagonico,
bem como os mecanismos néo sdo mutu-
amente exclusvos, uma vez que suaim-
porténcia relativa pode ser variavel com
as condigBes ambientais, estadio de de-
senvolvimento do agente biocontrolador
e do fitopatdgeno (Andrews, 1992). No
presente estudo, apesar damaioriadosiso-

lados testados terem apresentado indivi-
dualmente mecanismos de acéo diferen-
tes, quando avaliados em combinagbes
ndo se observou efeito aditivo ou
sinergistico para o controle da mancha
aquosa (Tabda 1).

Com relagéo ao controle da mancha:
aquosa do mel&o pela protecéo da planta
com bactérias epifiticas e endofiticas, dos
96 isolados testados inicidmente foram
selecionados por diferirem significativa
mente (P= 0,05) da testemunha pelo teste
de Scott-Knott, respectivamente quanto a
incidéncia e severidade os endofiticos
ENMZ2 (66,7%; 2,0), ENM8 (66,7%; 2,0),
ENM?24 (66,7%; 1,0) e ENM30 (66,7%;
2,0) (100,0%; 3,0) (dadosndo exibidosem
tabela). Contudo, esses isolados ndo se
mostraram eficientes no controle daman-
cha-aquosa apds 0 experimento ter sido
repetido mais duas vezes. Segundo Fravel
(1999), fatores como a falta de
repetibilidade de resultados obtidosduran-
te o tempo e conduco dos experimentos
tem sido um dos maiores obstaculos no
controle hiol6gico de doengas de plantas.
Weller (1988) cita como fatores respon-
saveis pelo desempenho inconsistente de
um biocontrolador a perda da competiti-
vidade ecoldgica devido a ateracdo de
aguma caracteristica da bactéria, avaria
¢&0 na colonizacéo pelo antagonista, e a
interferéncia de fatores bioticos e
abidticos. Em trabalhos realizado por
Medeiros et al. (2003), plantas de meldo
foram protegidas contra A. avenae subsp.
citrulli quando pulverizadas aos sete dias
de idade com o isolados de Bacillus spp.
Fesschaie & Walcott (2005) estudaram a
protecdo de flores de melancia para evi-
tar-se ainfecco das sementes pela bacté-
ria e verificaram uma reducdo no
percentual de sementes infectadas da or-
dem de 13,8% quando do tratamento pré-
vio com A. avenae subsp. avenae
(AAA99-2) antes da inoculacdo com A.
avenae subsp. citrulli.

Dos 59 isolados de fungos
filamentosos endofiticos avaliados ne-
nhum foi eficiente no controle da man-
cha-aquosa, quer sgja no tratamento de
sementes infectadas ou pulverizago
sobre as plantas (dados ndo apresenta
dos). Existem diferentes relatos da uti-
lizacdo de espécies de fungos
filamentosos, a exemplo dos géneros
Trichoderma, Pythium e Fusarium, po-
rém parao controle de doencasfungicas,
algumas das quais nafilosfera de plan-
tas (Mariano et al., 2000).
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Osresultados apresentados demons-
tram que 0s seis antagonistas selecio-
nados tém potencial como agentes de
biocontrole da mancha-aguosa em me-
[&0. Também, o tratamento de sementes
€ de grande potencia por ser método
prético e smples no controle dessa do-
enca importante para os produtores de-
vido as perdas que causa.
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