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RESUMO

A mancha-aquosa causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli é a principal
doenga bacteriana do meloeiro (Cucumis melo) no Nordeste do Brasil. Neste trabalho,
foram estudados 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli com os objetivos de: investigar a
producdo de enzimas (pectinoliticas, amiloliticas, celuloliticas, lipoliticas e proteoliticas),
fitohormonio (&cido indol acético), polissacarideo (levana) e toxina (siringomicina) por
isolados de A. avenae subsp. citrulli e; caracterizar essa populagdo com base na severidade
da doenga em plantulas, plantas e frutos de meloeiro ¢ melancieira (Citrullus lanatus),
rea¢ao de hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum), utilizacdo de aminoacidos
como fonte de carbono e energia e sensibilidade in vitro a clpricos e antibioticos. Todos os
isolados de A. avenae subsp. citrulli produziram enzimas lipoliticas e acido indol acético, ¢
nenhum apresentou atividade pectinolitica, amilolitica, celuloliticas e proteolitica ou
produgdo do polissacarideo levana e da toxina siringomicina. Em plantulas, plantas e
frutos, todos os isolados induziram sintomas tipicos da mancha-aquosa em meloeiro e
melancieira. Pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (P = 0,05) os isolados foram
separados quanto ao indice de doenga em 5 e 7 grupos, respectivamente para plantulas
meloeiro e melancieira, ¢ em 2 grupos para plantas das duas hospedeiras. Em frutos, os
isolados foram separados em 3 ¢ 10 grupos para a varidvel diametro da lesdo externa e 2 e
9 grupos para profundidade da lesdo, respectivamente para meloeiro e melancieira. Todos
os isolados também induziram reagdo de hipersensibilidade em fumo; utilizaram os
aminodcidos asparagina, L-leucina e DL-4cido latico; foram sensiveis a oxicloreto de cobre
(120 pg ml™), 6xido cuproso (120 pg ml™), hidroxido de cobre (138,2 pg ml™), sulfato de
estreptomicina (25 pg ml™") e Agrimaicin® 500 (428 pg ml™); e resistentes a kasugamicina

(87 pg ml™), agrimicina (200 pg ml™), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg),
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amoxicilina (10 pg), neomicina (30 pg), estreptomicina (10 pg), norfloxacina (10 pg) e
rifampicina (5 pg). Foi constatada variabilidade entre os 41 isolados de A. avenae subsp.
citrulli quanto a sensibilidade a tetraciclina (30 pg), sendo 41,5% resistentes, 46,32%

moderadamente sensiveis e 12,2% altamente sensiveis.



ABSTRACT

The fruit blotch caused by Acidovorax avenae subsp. citrulli is the main bacterial
disease of melon (Cucumis melo) in the Northeast of Brazil. In this work 49 isolates of A.
avenae subsp. citrulli were studied aiming: to investigate the production of enzymes
(pectinolytic, amylolytic, cellulolytic, lipolytic and proteolytic), phytohormone
(indoleacetic acid), polysaccharide (levan) and toxin (syringomycin) by isolates of A.
avenae subsp. citrulli and; to characterize this population based upon disease severity on
seedlings, plants and fruits of melon and watermelon (Citrullus lanatus), hypersensitivity
in tobacco (Nicotiana tabacum), utilization of amino acids as carbon and energy sources,
and in vitro sensitivity to copper and antibiotics. All isolates of A. avenae subsp. citrulli
produced lipase and indoleacetic acid, and none showed pectinolytic, amylolytic,
cellulolytic and proteolytic activity nor produced levan and syringomycin. All isolates
induced typical symptoms of fruit blotch on seedlings, plants and fruits of melon and
watermelon. The Scott-Knott test (P = 0.05) separated the isolates for disease index in 5
and 7 groups respectively for melon and watermelon seedlings and 2 groups for plants of
these two hosts. In fruits all isolates were separated in 3 and 10 groups for the variable
diameter of extern lesion and 2 and 9 groups for lesion depth, respectively for melon and
watermelon. All isolates also induced hypersensitivity in tobacco; utilized the amino acids
asparagine, L-leucine and DL-acid lactic; showed sensitivity to copper oxychloride
(120 pg ml"), cuprous oxide (120 pg ml™), copper hydroxide (138.2 pg ml™),
streptomycin sulfate (25 pg ml"') and Agrimaicin 500 (428 pug ml™); and resistance to
kasugamycin (87 pg ml"), agrimicin (200 pg ml™), erythromycin (15 pg), gentamicin
(10 pg), amoxicilin (10 pg), neomycin (30 pg) streptomycin (10 pg), norfloxacin (10 pg)

and rifampicin (5 pg). Variability was found among the 41 isolates in relation to
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tetracycline (30 ng), 41.5% were resistant, 46.3 moderately sensitive and 12.2% highly

sensitive.
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INTRODUCAO GERAL

A mancha-aquosa, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.)
Willems et al. (Sin: Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et al.;
Pseudomonas avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al.), destaca-se como uma
importante doenga bacteriana para as culturas da melancieira (Citrullus lanatus (Thumb.)
Matsum. & Nakai) e do meloeiro (Cucumis melo L.).

Esta doenga foi descrita primeiramente em melancieira nos Estados Unidos da
América em 1965 (WEBB; GOTH, 1965) e tem sido relatada em varias regides produtoras
deste pais como Georgia (SCHAAD et al., 1978), Ilhas Marianas (WALL; SANTOS,
1988), na Florida (HOPKINS, 1989; SOMODI et al., 1991), Indiana (RANE; LATIN,
1990), Oklahoma (JACOBS et al., 1992) e Texas (ISAKEIT et al., 1997). Além dos
Estados Unidos, foi relatada na Australia (O'BRIEN; MARTIN, 1999), Turquia (DEMIR,
1996), Costa Rica (MORA-UMANA; ARAYA, 2002) Nicardgua (MUNOZ;
MONTERROSO, 2002), Venezuela (CONTRERAS et al., 1999), Isracl (BURDMAN et
al., 2005), Japao (SHIRAKAWA et al., 2000), Tailandia e China (SHAAD et al., 2003).
No Brasil, Robbs et al. (1991) relataram o patdégeno causando manchas em frutos nos
municipios de Assis, Marilia e Presidente Prudente, no estado de Sao Paulo. Recentemente,
a mancha-aquosa foi assinalada causando doenca em melancieira no estado de Minas
Gerais (MACAGNAN et al., 2003).

Em meloeiro, o primeiro relato da doenca nos Estados Unidos da América foi em
1996, com incidéncia em mais de 50 % dos frutos em campos agricolas no Texas
(ISAKEIT et al., 1997). A mancha-aquosa em meloeiro também foi detectada na Australia
(O'BRIEN; MARTIN, 1999) e Isracl (BURDMAN et al., 2005). No Brasil, A. avenae

subsp. citrulli foi registrada em meloeiro nas regides Nordeste, Sudeste ¢ Centro-Oeste por
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Robbs et al. (1992). Em 1997 a mancha-aquosa foi detectada pela primeira vez no Rio
Grande do Norte (ASSIS et al., 1999) e, posteriormente, no Ceard (SANTOS; VIANA,
2000), Rio Grande do Sul (UENO et al., 2003), Pernambuco (MARIANO; SILVEIRA,
2004) e Bahia (MARIANO et al., 2004).

A importancia dessa doenca no Brasil estd relacionada a cultura do meloeiro,
especificamente para a regido Nordeste, que € a principal produtora e exportadora no Pais.
O Brasil, com uma produgao de 180.000 t em 14.500 ha de area cultivada e apresentando
produtividade média de 12,4 t ha™, é o 21° produtor mundial e o maior produtor de meldo
da América do Sul, seguido pela Argentina e Chile (FAO, 2005).

A Regido Nordeste, no ano de 2003, foi responsavel por 94,1 % da producao
nacional, sendo o polo Rio Grande do Norte-Ceard responsavel por 83,53 % dessa
produgdo. Bahia e Pernambuco neste mesmo ano contribuiram, respectivamente, com 7,47
e 3,11 % da produ¢ao do Nordeste (IBGE, 2004). A produtividade média na regido esta em
torno de 15 t ha™', podendo chegar até 30 t ha™' (DIAS et al., 1998).

Em 2005 o Brasil exportou 827.708,334 t de frutas frescas, sendo o melao
responsavel por 21,73 % desse montante, superado apenas pela banana (Musa spp.) (25,63
%) (DATAFRUTA, 2006). O Rio Grande do Norte destaca-se como o lider nacional de
exportagdo de meldo (DIAS et al., 1998), criando divisas para o pais. Além disso, nesse
estado, o meloeiro tem grande importancia social tendo gerado na safra 2000-2001, mao de
obra aproximada de 60.000 empregos diretos e indiretos (SALES JUNIOR; MENEZES,
2001).

A mancha-aquosa ¢ hoje um problema para a cultura do meloeiro nas areas
produtoras do Nordeste, na estacdo das chuvas, principalmente nos estados do Rio Grande
do Norte e Ceara (SANTOS; VIANA, 2000). Estimam-se que as perdas devido a essa

doenca no Rio Grande do Norte estejam em torno de 40 a 50 %, atingindo até¢ 100 % no
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periodo chuvoso (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001). Em levantamento realizado em 18
plantios de meloeiro nos municipio de Mossor6é e Barauna no Rio Grande do Norte, na
safra 2001, foi registrada a prevaléncia da mancha-aquosa em 100% dos campos, com
incidéncia variando de 4,30 a 47,29 % (SILVA et al., 2003). Contudo, essa doenga ainda
ndo ¢ de grande expressdo econOmica para o estado da Bahia, uma vez que um
levantamento da intensidade da doenca realizado em Juazeiro, em 12 areas comerciais, em
dois periodos de 2004, constatou a ocorréncia da mancha-aquosa em apenas um periodo,
com prevaléncia de 33,33 % e incidéncia de 0,2 a 4,4 % (SILVA et al., 2005).

Os sintomas da mancha-aquosa ocorrem em plantulas, folhas e frutos, sendo mais
comuns e facilmente visualizados nos frutos. Plantulas oriundas de sementes infectadas
quando ndo entram em colapso total, apresentam extensas manchas encharcadas que
progridem para verde-escuras (SANTOS; VIANA, 2000) e marrons nos cotilédones
(Figura 1A) e as vezes necrose no hipocotilo (HOPKINS et al., 1996). Em areas com
produgdo adensada pode haver uma expansdo rapida da doenga (O’BRIEN; MARTIN,
1999).

As lesdes nas folhas de plantas adultas sdo inicialmente pequenas, com aspecto
oleoso e coloragdo verde-clara, assumindo posteriormente uma coloragdo marrom-escura
(SANTOS; VIANA, 2000), com ou sem halo (HOPKINS et al., 1996). Lesdes sdo
freqlientemente observadas ao longo das nervuras ou nas margens da folha (O'BRIEN;
MARTIN, 1999) (Figura 1B). Dependendo das condi¢des climaticas e da cultivar, as
manchas podem crescer e coalescer, € a necrose estender-se por quase toda a area foliar
(SALES JUNIOR; MENEZES, 2001). Mesmo quando a infec¢fio na folha tem pouco ou
nenhum efeito sobre o desenvolvimento da planta ela serve como fonte de indculo para

infeccao nos frutos (ISAKEIT, 1999).
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Figura 1 - Sintomas da mancha-aquosa em plantula (A), planta (B) e fruto (C e D) de

meloeiro.

Os sintomas mais tipicos da doenga estdo na casca dos frutos maduros antes da
colheita, embora a infec¢do ocorra durante a floracao e formacao destes (ISAKEIT, 1999).
Caracterizam-se inicialmente por pontos oleosos com 1 a 5 mm de didmetro (SALES
JUNIOR; MENEZES, 2001), os quais se expandem e se tornam manchas marrons,
necroticas com ou sem rachaduras no centro (SANTOS; VIANA, 2000). (Figura 1C).
Essas rachaduras podem servir como porta de entrada para outros microrganismos que
aceleram o apodrecimento do fruto (COSTA et al., 2001). As lesdes necréticas localizam-
se na superficie do fruto que nao entra em contato com o solo, progredindo rapidamente (7
a 10 dias) e atingindo uma maior area antes da colheita (ISAKEIT, 1999). Abortamento de
frutos também € observado. Os sintomas internos variam com a idade e o estddio de

desenvolvimento do fruto no momento da infec¢do. Geralmente ha uma descoloragdo da



17

polpa que se apresenta marrom-avermelhada abaixo da casca, (Figura 1D) embora, a
necrose ou simples lesdo na casca ndo reflita o dano que ocorre na polpa imediatamente
abaixo, ou seja, a parte interna ja pode estar bastante comprometida, mesmo quando a
lesdo externa tem de 0,5 cm a 2,0 cm de didmetro (O'BRIEN; MARTIN, 1999). A
bactéria, em geral, coloniza a polpa do fruto, onde causa podriddo seca, contaminando a
semente externa e internamente através da regido do hilo, o que dificulta a erradicagdo
(ISAKEIT, 1999). Apo6s a colheita, a severidade do sintoma da mancha-aquosa nao
aumenta drasticamente nos frutos de meloeiro (MARIANO; SILVEIRA, 2004) ou
melancieira (RUSHING et al., 1997) infectados.

Acidovorax avenae subsp. citrulli apresenta-se como bastonetes Gram negativos,
aerdbicos e moveis por um flagelo polar. Apresenta bom crescimento em meio de cultura
de rotina como agar nutritivo - extrato de levedura - dextrose (NYDA) onde forma colonias
pequenas com 0,7 a 1,0 mm, brancas ou cremes. Cresce a temperatura de 41 °C, mas nao a
4 °C; ndo hidrolisa a arginina e possui reagdes positivas para os testes de catalase, oxidase,
urease e lipase (SCHAAD et al., 1978). Cavalcanti et al. (2005), analisando as condigdes
favoraveis ao cultivo de quatro isolados de A. avenae subsp. citrulli, observaram
crescimento da bactéria na temperatura entre 5 ¢ 45 °C, com maximo a 35 °C; e na faixa de
pH de 5,0 a 9,0, com méaximo em pH 7,0; tolerancia a concentragdes de 1, 2,3 e 4 % de
NaCl, com crescimento maximo a 2 % ¢ minimo a 4 % e utilizacdo dos carboidratos
fermentaveis glucose, galactose, ramnose, sacarose, lactose, maltose, amido, inulina,
manitol, dulcitol, sorbitol e salicina.

Além do meloeiro ¢ melancieira, a abobora (Cucumis maxima L.) também ¢é
hospedeira de A. avenae subsp. citrulli (LANGSTON et al.,, 1999). Em estacdo de
quarentena em Israel, a bactéria foi detectada em plantulas de tomate (Lycopersicon

esculentum Mill.) e berinjela (Solanum melongena L.) provenientes de sementes



18

importadas dos Estados Unidos (ASSOULINE et al., 1997). No Brasil, Robbs et al. (1991)
observaram sintomas da doenga, inoculando o patéogeno em pepino (Cucumis sativus L.),
abobora e chuchu (Sechium edule L.). Inoculagdes artificiais de A. avenae subsp. citrulli
em pepino, melancia, maxixe (Cucumis anguria L.), abobora moranga (Cucurbita maxima
Duchesne), tomate, berinjela e pimentdo (Capsicum annuum L.) resultaram em sintomas
(NASCIMENTO et al., 2004). Oliveira et al. (2003), relataram a ocorréncia da mancha-
aquosa em melao-pepino (Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) Também sdo citadas
como hospedeiras alternativas de A. avenae subsp. citrulli as cucurbitaceas meldo-de-sdo-
cactano (Momordica charantia L.), bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) (SANTOS;
VIANA, 2000) e meldo pepino (Cucumis melovar. Cantalupensis Naud.) (OLIVEIRA et
al., 2003). Na Australia ¢ no Texas, respectivamente as plantas invasoras Cucumis
myriocarpus L. e Citrullus lanatus var. citroides foi assinalada como hospedeira da
bactéria (ISAKEIT, 1999; O'BRIEN; MARTIN, 1999).

No campo, A. avenae subsp. citrulli sobrevive em plantulas voluntarias e¢ nas
hospedeiras alternativas citadas acima. No solo, aparentemente a bactéria ndo sobrevive
mais do que algumas semanas na auséncia de uma planta hospedeira (ISAKEIT, 1999),
mas a semente ¢ importante para a sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli. Esse
patdgeno sobreviveu durante seis meses em sementes de meldo armazenadas em condigdes
de laboratorio procedentes de frutos infectados de areas produtoras (OLIVEIRA et al.,
2001) e por 12 meses em sementes de melancia (HOPKINS et al., 1996).

As principais fontes de inoculo da bactéria sdo sementes contaminadas, plantulas
infectadas e restos culturais. A disseminagcdo do indculo a longa distancia ocorre
principalmente por sementes contaminadas e pelo transplantio de mudas de cucurbiticeas
infectadas (HOPKINS et al., 1996). Assis et al. (1999) sugeriram que a introdugdo da

mancha-aquosa no Rio Grande do Norte ocorreu por sementes infectadas, hipdtese que
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também nao deve ser descartada em relacdo ao surto da doenca no estado do Ceara
(VIANA et al., 2000). A transmissdo de A. avenae subsp. citrulli por sementes ¢ muito
eficiente. O'Brien e Martin (1999) e Oliveira et al. (2001) verificaram transmissao variando
de 33291 % e 10 a 69 %, respectivamente. A transmissdo dessa bactéria por sementes
merece atengdo especial, devido ao uso pelos agricultores de sementes da propria lavoura
para novos plantios. Segundo Sales Junior e Menezes (2001) esse ¢ um dos fatores
responsaveis pela ocorréncia da doenca na maioria dos campos de cultivo de meloeiro no
Rio Grande do Norte. Apods a germinacdo da semente contaminada, a bactéria é facilmente
disseminada para plantulas ou plantas vizinhas através de respingos de agua de chuva e
irrigagdo, solos infestados, insetos, utensilios agricolas, operarios de campo (SANTOS;
VIANA, 2000) e por aerossodis (HOPKINS et al., 1992). Além disso, as sementes oriundas
de frutos infectados abandonados no solo podem resultar em plantas voluntarias infectadas,
servindo de inoculo primdrio para o préximo plantio. As lesdes nas folhas das plantas sdo
importantes fontes de indculo para os frutos (HOPKINS et al.,, 1992). Em condigdes
favoraveis de temperatura e umidade, a bactéria pode disseminar-se rapidamente e poucos
sitios de infeccdo primaria no campo podem resultar em até 100 % de infec¢do em frutos
na época da colheita (HOPKINS et al., 1992). A disseminagdo de A. avenae subsp. citrulli
na pos-colheita pode ocorrer de forma limitada através do contato entre frutos sadios e
doentes (RUSHING et al., 1997).

Em melancieira, a bactéria penetra na folha ou no fruto através de estdmatos e
ferimentos (O' BRIEN; MARTIN, 1999). Frutos em estadio inicial de formagdo sdao mais
susceptiveis, uma vez que frutos maduros apresentam a superficie coberta por uma espessa
camada de cera que dificulta a penetracdo da bactéria pelos estomatos (FRANKLE et al.,
1993). Trabalhos de microscopia eletronica de varredura a partir de plantas e frutos de

meldo inoculados artificialmente revelaram que A. avenae subsp. citrulli penetra nas folhas
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através de estomatos (SILVA NETO et al., 2004a) e nos frutos através de estomatos e
lenticelas (SANTOS et al., 2004). Apos a penetragdo no fruto, a bactéria, possivelmente,
permanece em estado latente até o inicio do amadurecimento quando se multiplica
intensamente (O' BRIEN; MARTIN, 1999). Acidovorax avenae subsp. citrulli parece ndo
invadir sistemicamente as sementes de meldo através do sistema vascular (RANE; LATIN,
1992), embora Hopkins et al. (1996) tenham obtido sementes de melancia infectadas
extraidas de frutos sem sintomas da mancha-aquosa, os quais estavam adjacentes a frutos
tipicamente doentes. Em melancieira, Walcott et al. (2003) verificaram que suas flores sdo
um potencial local de penetragdo para infeccdo de frutos e sementes, no entanto Santos
Filho et al. (2004) observaram que frutos obtidos de flores inoculadas e plantulas oriundas
de sementes desses frutos nao apresentaram sintomas da doenca. Cardoso et al. (2005),
avaliando 63 frutos de meldo proveniente de flores inoculadas com A. avenae subsp.
Citrulli, verificaram que apenas um apresentou sintomas da doenga e que a bactéria nao foi
transmitida para as sementes.

Condigdes de alta umidade relativa e temperatura elevada contribuem para a
colonizacdo de folhas e frutos, rapido desenvolvimento da doenca e disseminagdo
secundaria desta fitobactéria (O'BRIEN; MARTIN, 1999; WALCOTT et al., 2003).
Durante periodos de temperaturas elevadas e dias ensolarados com chuvas ao entardecer,
os sintomas da doenga desenvolvem-se e a bactéria se dissemina sobre folhas e frutos mais
rapidamente. A doenca parece ndo se desenvolver durante tempo frio e chuvoso
(HOPKINS et al., 1992). Em casa de vegetagdo, o periodo de incubagdo ¢ a severidade da
mancha-aquosa em meloeiros com 20 dias sdo influenciados pelo aumento da duracdo do
periodo de molhamento foliar e pelo incremento da concentragdo de inoculo de A. avenae
subsp. citrulli (SILVEIRA et al., 2003). Em frutos, a severidade da doencga ¢ influenciada

pela temperatura, umidade e idade dos frutos (SILVEIRA et al., 2004).
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Apesar da indicagdo de varias medidas de controle para a mancha-aquosa, sabe-se
que uma vez introduzida em uma area, a erradicagdo é muito dificil (SALES JUNIOR;
MENEZES 2001). A primeira medida a ser tomada ¢ a utilizagdo de sementes livres da
bactéria, de firmas credenciadas e em embalagens herméticas (SANTOS; VIANA, 2000;
VIANA et al., 2000). Além disso, varios tratamentos de sementes tém sido recomendados:
hipoclorito de sédio 0,5 % por 20 minutos; acido cloridrico 1,8 % por 5 minutos (RANE;
LATIN, 1992); acido latico 2 % por 20 minutos (SANTOS; VIANA, 2000); estreptomicina
por 16 horas (1,0 mg mL™") (SOWELL; SCHAAD, 1979); sulfato de estreptomicina 0,1 %
por 30 minutos; sulfato de estreptomicina 0,1 % =+ solu¢do salina 1,5 % por 30 minutos;
Bion 0,01 % (acibenzolar- S- metil) por 20 minutos (MORAES et al., 2002); Bion 0,01 %,
sulfato de estreptomicina 0,1 %, kasugamicina 0,1 % e oxicloreto de cobre 0,5 %,
isoladamente ou em mistura por 30 minutos (SILVA NETO et al., 2003); acido
peroxiacético 1.600 pg mL™" por 30 minutos seguindo-se secagem a baixa umidade a 40 °C
por 24 horas (HOPKINS et al., 2003) ou; agua quente a 52° C por 10 minutos (SANTOS;
VIANA, 2000).

Para evitar a doenca em cultivos estabelecidos, deve-se proteger a planta através de
aplicagdes quinzenais ou semanais com fungicidas cupricos, iniciando-se na floragdo, ou
antes, ¢ se prolongando até a maturagdo dos frutos (WALCOTT et al., 2001). Sales Junior
et al. (2005) verificaram a eficiéncia de oxicloreto de cobre (1250 ppm), kasugamicina (70
ppm), kasugamicina + oxicloreto de cobre (40+1250 ppm) e sal de oxitetraciclina (82 ppm)
na redugdo da incidéncia da doenga em frutos no campo.

Outras medidas de controle, principalmente apos a entrada de A. avenae subsp.
citrulli no campo sédo: fazer rotagdo de culturas por pelo menos trés anos; evitar plantio em
areas umidas ou em periodos chuvosos; efetuar adubagdo equilibrada, evitando excesso de

nitrogénio (VIANA et al., 2000); erradicar plantulas/plantas com sintomas e plantas
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voluntérias; manter temperatura ¢ umidade em niveis baixos em casa de vegetacao e estufa
(DIAS et al., 1998); destruir restos de culturas, principalmente plantas infectadas no
campo; evitar movimentagdo de pessoas ou implementos no campo quando as plantas
estiverem molhadas (orvalho, irrigagdo, chuva); evitar plantio direto (O’BRIEN;
MARTIN, 1999) e; eliminar cucurbiticeas silvestres, como a bucha e o meldo-de-sdo-
caetano (VIANA et al., 2000).

Novas medidas de controle dessa doenga estdo sendo pesquisadas, tais como o
controle bioldgico, em fase inicial no Brasil e no mundo (MEDEIROS et al., 2002;
FESSEHAIE; WALCOTT, 2005), e a utilizagdio de cultivares com algum grau de
resisténcia a mancha-aquosa em melancieira (HOPKINS et al., 1993; HOPKINS;
THOMPSON, 2002) e meloeiro (BUSO et al., 2004).

Apesar da importancia econdmica da mancha-aquosa e do conhecimento
acumulado sobre A. avenae subsp. citrulli, ndao existem informagodes sobre os isolados do
Brasil quanto a producdo de enzimas, fitohormonios, polissacarideos e toxinas e, poucos
estudos foram realizados envolvendo a caracterizacdo de isolados de A. avenae subsp.
citrulli.

Somodi et al. (1991) relataram pela primeira vez a diversidade em A. avenae
subsp. citrulli ressaltando que os isolados obtidos nas epidemias de mancha-aquosa no fim
da década de 80 eram diferentes do isolado tipo obtido em 1978 (SCHAAD et al., 1978).
Concordando com esta idéia, O’Brien e Martin (1999) relataram dois grupos distintos de A.
avenae subsp. citrulli entre isolados oriundos do norte e sul de Queensland com base na
patogenicidade, utilizagdo de L-leucina e 2-amino etanol. Também Walcott et al. (2004)
verificaram a existéncia de 2 grupos genética e bioquimicamente distintos entre 64 isolados
de diversas partes do mundo, com base na analise de fingerprint de DNA por eletroforese

em gel de campo pulsado (PFGE) e REP-PCR. O grupo I continha 82 % dos isolados
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provenientes de cucurbitdceas diferentes de melancia e nao utilizavam L-leucina como
unica fonte de carbono, com excegdo da sub-espécie tipo. Ja no grupo II, onde 94 % dos
isolados foram obtidos de melancia, 96 % utilizavam L-leucina. Isolados do grupo I foram
moderadamente agressivos ao meldo cantaloupe, abobora e abobrinha, enquanto os do
grupo II foram mais agressivos a melancia que as outras cucurbitdceas. A analise de 56
desses isolados evidenciou 24 haplotipos diferentes pela analise de fingerprint de DNA
utilizando a enzima de restrigdo Spel e PFGE.

Mais recentemente, estudos realizados por Burdman et al. (2005) com 12 isolados
de melao e melancia, comprovaram a introdu¢ao de isolados dos dois grupos ja descritos
de A. avenae subsp. citrulli em Israel. Esses autores verificaram que todos os isolados
apresentaram atividade celulolitica, fraca atividade proteolitica e pectinolitica e nao
produziram amilase. Digestdo com Spel seguida de PFGE dividiu os doze isolados em
cinco diferentes haplotipos, os quais puderam ser reunidos nos grupos I e II, pré-existentes.
Os isolados de meloeiro revelaram-se monogénicos, constituindo um unico haplotipo
enquanto os de melancia consistiram em quatro haplotipos diferentes. Apesar da
homogeneidade genética, os isolados de meloeiro puderam ser diferenciados pela
agressividade e perfil de utilizag@o de substratos.

Silveira et al. (2003) relataram que 20 isolados apresentaram variabilidade em
relacdo a componentes epidemiologicos da doenga, quando inoculados em plantulas,
plantas com 20 dias e em frutos, sendo agrupados em quatro grupos de similaridade. Esses
autores enfatizaram a necessidade de se testar diferentes isolados do patdégeno em
programas de manejo integrado da mancha-aquosa.

A diversidade em A. avenae subsp. citrulli também pode ser observada com relagdo
a reagdo de hipersensibilidade em fumo que ndo ¢ induzida pelo isolado tipo do patdégeno

(SCHAAD et al., 1978), embora tenha sido relatada em outros isolados (RANE; LATIN,
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1992; SILVEIRA et al., 2003; SOMODI et al., 1991). A controvérsia em relagdo a esta
caracteristica possibilita o uso da mesma em estudos de variabilidade.

Um dos grandes problemas na utilizagdo do controle quimico ¢ a ocorréncia natural
de isolados bacterianos resistentes, mesmo se nunca expostos anteriormente a antibioticos
(ROMEIRO; VIEIRA JUNIOR, 2005), bem como o surgimento de populagdes resistentes
devido ao uso continuado dos mesmos (LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997; ROMEIRO,
2005; SILVA; LOPES, 1995). Desta forma, quando varios isolados de uma mesma
bactéria fitopatogénica sao testados para sensibilidade a um conjunto fixo de antibidticos,
ha tendéncia de se tragar um perfil caracteristico da espécie em relagdo a sensibilidade
(ROMEIRO et al., 1993). De forma semelhante, a sensibilidade a fungicidas pode ser
utilizada para caracterizar populagdes de microrganismos (SILVA NETO et al., 2004b).

De acordo com Wiebe et al. (2004) a diversidade em populagdes de A. avenae
subsp. citrulli favorece a adaptacdo a pressdo de selegdo exercida por ambiente
desfavoravel, introdugdo de cultivares resistentes e controle quimico, dificultando o
manejo da doenga.

Tendo em vista a crescente importancia da mancha-aquosa do meloeiro para o
Nordeste do Brasil e a caréncia de conhecimentos basicos que déem suporte ao controle
dessa doenga, o presente trabalho teve como objetivos: investigar a producao de enzimas,
fitohormonio, polissacarideo e toxina por isolados de A. avenae subsp. citrulli, (Capitulo
II) e; caracterizar isolados dessa bactéria com base na severidade da doenca em plantas,
plantulas e frutos de meloeiro ¢ melancieira, utilizagdo de aminodcidos, resposta de

hipersensibilidade em fumo e sensibilidade in vitro a cupricos e antibidticos (Capitulo III).
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Producéo de enzimas, fitohormonio, polissacarideo e toxina

por isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli
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RESUMO

A mancha-aquosa causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli é a principal
doenga bacteriana do meloeiro (Cucumis melo) no Nordeste do Brasil. Este trabalho teve
como objetivo investigar a producdo de enzimas (pectinoliticas, amiloliticas, celuloliticas,
lipoliticas e proteoliticas), fitohormonio (acido indol-acético), polissacarideo (levana) e
toxina (siringomicina) por isolados de A. avenae subsp. citrulli. Testes in vitro foram
realizados com 41 isolados do patégeno obtidos de frutos e sementes de meloeiro, melao-

pepino (Cucumis melo var. cantalupensis) e melancieira (Citrullus lanatus) infectados.

** Bolsista do CNPq
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Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli produziram enzimas lipoliticas e acido indol
acético, e nenhum apresentou atividade pectinolitica, , amilolitica, celulolitica e
proteolitica ou producio de levana e siringomicina. Os resultados indicam que ndo existiu
diversidade na populagdo de A. avenae subsp. citrulli em relagdo as caracteristicas
estudadas.

Palavras-chave adicionais: mancha-aquosa, enzimas, fitohormonio,

polissacarideo, toxina.

ABSTRACT
Production of enzymes, phytohormone, polysaccharide and toxin by isolates of
Acidovorax avenae subsp. citrulli

The fruit blotch caused by Acidovorax avenae subsp. citrulli is the main bacterial
disease of melon (Cucumis melo) in the Northeast of Brazil. This work aimed to
investigate the production of enzymes (pectinolytic, amylolytic, cellulolytic, lipolytic e
proteolytic), phytohormone (indoleacetic acid), polysaccharide (levan) and toxin
(syringomycin) by isolates of A. avenae subsp. citrulli. In vitro tests were performed with
41 pathogen isolates obtained from fruits and seeds of infected melon, Cucumis melo var.
cantalupensis and watermelon (Citrullus lanatus). All isolates of A. avenae subsp. citrulli
produced lipase and indoleacetic acid, and none showed pectinolytic, amylolytic,
cellulolytic and proteolytic activity nor produced levan and syringomycin. Theses results
suggested no diversity of A. avenae subsp. citrulli isolates in relation to studied
characteristics.

Additional keywords: fruit-blotch, enzymes, phytohormone, polysaccharide,

toxin.
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A mancha-aquosa, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.)
Willems et al. (Sin: Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et al. P. avenae
subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al., ¢ a principal doenga bacteriana da cultura do
meloeiro (Cucumis melo L.) no Nordeste do Brasil, sendo responsavel por grandes perdas
na producgdo e depreciagdo dos frutos no Rio Grande do Norte e Ceara. Essa doenca ¢
particularmente importante para essa Regido que é a principal produtora e exportadora
nacional de frutos frescos de melao.

Somodi et al. (1991) relataram pela primeira vez a diversidade em A. avenae
subsp. citrulli ressaltando que os isolados obtidos nas epidemias de mancha-aquosa no fim
da década de 80 eram diferentes do isolado tipo obtido em 1978 (Schaad et al., 1978).
Posteriormente, grupos distintos de A. avenae subsp. citrulli foram relatados por O’Brien
& Martin (1999), Walcott et al. (2004) ¢ Burdman et al. (2005) com base em
caracteristicas genéticas, bioquimicas, de patogenicidade e agressividade. De acordo com
Wiebe et al. (2004) esta diversidade em populagdes de A. avenae subsp. citrulli favorece a
adaptagdo a pressdo de selecdo exercida por ambiente desfavoravel, introdugdo de
cultivares resistentes e controle quimico, dificultando o manejo da doenga.

Apesar da importdncia econdmica da mancha-aquosa e do conhecimento
acumulado sobre A. avenae subsp. citrulli, ndao existem informagdes sobre os isolados do
Brasil quanto a produgdo de enzimas, fitohormonios, polissacarideos e toxinas, sendo este
0 objetivo do presente trabalho.

Foram utilizados 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli obtidos de frutos e
sementes de meloeiro, meldo-pepino (Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) ou
melancieira (Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. & Nakai) infectados (Tabela 1) e

pertencentes a Colecdo de Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE.
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Os isolados foram testados quanto a producdo de enzimas pectinoliticas,
amiloliticas, celuloliticas, lipoliticas e proteoliticas, através de métodos especificos
descritos por Cattelan (1999) e Mariano et al. (2005). A depressdo no meio de cultura foi o
indicativo positivo para produgdo de enzimas pectinoliticas e a presencga de halo claro ao
redor das colonias de A. avenae subsp. citrulli para as demais enzimas. Como padroes
positivos foram utilizados os isolados Pss28 de Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (Jones) Hauben et al. (pectinolitica), XccR4 de Xanthomonas campestris pv.
campestris (Pammel) Dowson (amilolitica, celulolitica e lipolitica), da Cole¢ao de
Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE, e UNB1216 de Xanthomonas
campestris pv. viticola Nayudu (proteolitica), cedido pela Universidade de Brasilia.

Para produ¢do do polissacarideo levana, o crescimento bacteriano foi semeado no
centro da placa de Petri contendo o meio &gar nutritivo-sacarose, incubado em
Biochemistry Oxigen Demand (B.O.D.) a temperatura de 30 °C e avaliado apds trés dias.
O isolado IBSBF 451 de Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall, cedido pela
Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico, foi utilizado como padrao
positivo. A produgdo de colonias grandes, usualmente brancas, mucodides e elevadas,
indicaram a produgao de levana (Mariano et al., 2005).

Na determinacdo da produ¢do do acido indol-acético (AIA), um fitohorménio do
grupo das auxinas, foi utilizado o método colorimétrico adaptado por Cattelan (1999) no
qual as bactérias foram transferidas para placas de Petri contendo meio TSA (Tryptic soy
agar) 1/10 enriquecido com 1,021 g de L-triptofano e cobertas com uma membrana de
nitrocelulose de 0,45mm de porosidade (Millipore,USA) por 24 h, a 30 °C. Apos este
periodo, a membrana foi removida para outra placa, saturada com a solu¢ao de Salkowski
¢ mantida a temperatura ambiente (27 + 2 °C). O isolado GW2103 de Chryseobacterium

(Flavobacterium) indologenes (Yabuuchi & Vandamme), cedido pelo Centro Nacional de
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Pesquisa da Soja-EMBRAPA, foi utilizado como padrao positivo. O resultado positivo foi
caracterizado pela formagdo de halo avermelhado na membrana, no local correspondente a
coldnia, no periodo entre 30 min e 2 h.

Na avalia¢do da producdo da toxina siringomicina, o crescimento bacteriano foi
depositado em quatro pontos eqiiidistantes da placa de Petri contendo o meio agar
nutritivo-extrato de levedura-dextrose e as placas foram mantidas em B.O.D. por 48 h a 30
°C. Ap6s esse periodo, uma suspensio de 10° conidios ml”' do fungo Geotrichum
candidum Link. exPers com seis dias de cultivo foi pulverizada com atomizador manual
por toda a superficie do meio, sendo a mesma tampada, selada com filme PVC e incubada
por um periodo de 48 h. O padrao positivo utilizado foi o isolado IBSBF 451 de P.
syringae pv. syringae. A presenga de halo (no crescimento do fungo) em torno da colonia
bacteriana indicou o teste positivo para siringomicina, conforme descrito por Sinden et al.
(1971).

Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli produziram enzimas lipoliticas
(Tabela 1) assemelhando-se ao verificado por Schaad et al. (1978) na descri¢ao do isolado
tipo da subespécie e verificado de maneira geral para os isolados de A. avenae subsp.
citrulli (Somodi et al., 1991). As enzimas lipoliticas degradam os lipidios presentes na
membrana das células da planta em acidos graxos, os quais sdo utilizados pelos
fitopatdgenos nas atividades metabolicas (Pascholati, 1995).

A produgdo de enzimas celuloliticas ndo foi detectada nos 41 isolados testados
(Tabela 1), diferindo do observado por Burdman et al. (2005) em relagdo a 12 isolados
dessa bactéria, onde todos apresentaram atividade celilolitica. As celulases atuam na
degradacdo da celulose, principal componente estrutural das paredes celulares vegetais
(Pascholati, 1995), liberando compostos necessarios ao desenvolvimento do

microrganismo.
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Nenhum dos isolados de A. avenae subsp. citrulli apresentou atividade pectinolitica
(Tabela 1), embora Burdman et al. (2005) tenham detectado fraca atividade pectinolitica
em 12 isolados de A. avenae subsp. citrulli de meloeiro e melancieira oriundos de Israel. A
producdo de enzimas pectinoliticas por A. avenae subsp. citrulli pode ndo ter sido
verificada no presente trabalho por diferenga de métodos utilizados. Sabe-se que as
enzimas pectinoliticas sdo responsaveis pela degradagcdo dos tecidos parenquimatosos
causando sintomas de podriddo-mole, no entanto, o papel dessas enzimas na viruléncia de
A. avenae subsp. citrulli necessita ser investigado.

Os isolados também ndo apresentaram atividade amilolitica ou proteolitica (Tabela
1). Somodi et al. (1991) e Burdman et al. (2005) ndo detectaram produgdo de enzimas
amiloliticas por isolados de A. avenae subsp. citrulli, porém Burdman et al. (2005)
verificaram uma fraca atividade proteolitica. Diversos fitopatdgenos produzem enzimas
que degradam o amido, principal polissacarideo de reserva nas células vegetais, em
glicose, a qual ¢ utilizada como substrato em atividades metabolicas (Pascholati, 1995). Ja
as enzimas proteoliticas agem, provavelmente, sobre as glicoproteinas da parede celular,
proteinas de defesas elicitadas ou quitinases (Kyostio et al., 1991).

O polissacarideo levana nao foi produzido pelos isolados de A. avenae subsp.
citrulli (Tabela 1). Melo et al. (2004) caracterizando 12 isolados dessa bactéria, oriundos
de meloeiro, verificaram que nenhum produziu esse polissacarideo. Segundo Rudolph
(1995) a levana esta envolvida no congestionamento de d4gua nos espacos intercelulares dos
tecidos infectados das plantas, promovendo o sintoma de encharcamento.

Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli produziram acido indol-acético, ndo
havendo referéncia na literatura sobre a producdo desse fitohormonio por esta bactéria.
Segundo Pascholati (1995) o papel das substincias de crescimento produzido por

patogenos ainda ndo ¢ bem compreendido.
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Nenhum isolado produziu siringomicina, o que era esperado, desde que esta toxina
¢ comumente produzida por patovares de Pseudomonas syringae van Hall (Bender, 1999).
No entanto, bactérias fluorescentes também podem ser isoladas de lesdes similares as da
mancha-aquosa (R. L. R. Mariano, dados nao publicados; Somodi et al., 1991) e com base
nos resultados do presente trabalho, além da producdo de fluorescéncia em meio de King
B, a producdo de siringomicina pode ser utilizada como um teste diferencial entre A.
avenae subsp. citrulli e P. syringae. A siringomicina tem propriedades antibacterianas,
antifungicas e fitotdxicas e apesar de nao ter sido produzida pelos isolados de A. avenae
subsp. citrulli testados, Hu & Young (1998) relataram que outros isolados dessa bactéria
produziram substancias com atividade antifingica contra Rhodotorula mucilaginosa
Harrison.

Os resultados obtidos permitem concluir que os isolados de A. avenae subsp.
citrulli produziram enzimas lipoliticas ¢ o fitohormonio acido indol-acético, e ndo
produziram enzimas pectinoliticas, amiloliticas, celuloliticas e proteoliticas, o
polissacarideo levana e a toxina siringomicina, indicando que ndo ha diversidade na

populacdo estudada em relagdo a essas caracteristicas.
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TABELA 1 — Producio de enzimas, polissacarideo, fitohorménio e toxina' por isolados de Acidovorax

avenae subsp. citrulli (Aac), obtidos de sementes e frutos de meloeiro, melancieira” e meldo-pepino” .

Enzima Fitohormonio Polissacarideo Toxina
Isolados Pectinolitica Amilolitica Lipolitica Celulolitica Proteolitica AC:;Z tlit:lg()l- Levana Siringomicina
Aacl - - + - - + - -
Aacl.5 - - + - - + - -
Aacl.12 - - + - - + - -
Aacl.31 - - + - - + - -
Aacl.35 - - + - - + - -
Aacl.36 - - + - - + - -
Aacl.37 - - + - - + - -
Aacl.39 - - + - - + - -
Aacl.40 - - + - - + - -
Aacl.43 - - + - - + - -
Aacl .45 - - + - - + - -
Aacl.49 - - + - - + - -
Aacl.50 - - + - - + - -
Aacl.70 - - + - - + - -
Aacl.71 - - + - - + - -
Aacl.72 - - + - - + - -
Aacl.73 - - + - - + - -
Aacl.78 - - + - - + - -
AacMP1" - - + - - + - -
AacMP2™ - - + - - + - -
AacR2 - - + - - + - -
AacR3 - - + - - + - -
AacR7 - - + - - + - -
Aac4.9 - - + - - + - -
Aac5.1 - - + - - + - -
Aac5.3 - - + - - + - -
Aac5.16 - - + - - + - -
Aac5.20 - - + - - + - -
Aac5.28 - - + - - + - -
Aacl.83 - - + - - + - -
Aacl1213° - - + - - + - -
Aac1214" - - + - - + - -
Aac180° - - + - - + - -
Aacl225 - - + - - + - -
Aacl627 - - + - - + - -
Aacl.84 - - + - - + - -
Aacl521 - - + - - + - -
Aac8 - - + - - + - -
Aacl4 - - + - - + - -
Aacl2 - - + - - + - -
Aac9 - - + - - + - -

Tsinal positivo (+) indica presenga e sinal negativo (-) indica auséncia de produgio de enzima, fitohorménio, polissacarideo ou toxina
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Capitulo 111

Caracterizacéo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli
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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi caracterizar 41 isolados de Acidovorax avenae
subsp. citrulli com base na severidade da doenga em plantulas, plantas e frutos de meloeiro
(Cucumis melo) e melancieira (Citrullus lanatus), reagdo de hipersensibilidade em fumo
(Nicotiana tabacum), utilizagdo de aminoacidos como fonte de carbono e energia e
sensibilidade in vitro a cupricos e antibioticos. Todos os isolados induziram sintomas
tipicos da mancha-aquosa em plantulas, plantas e frutos de meloeiro e melancieira. Pelo

teste de agrupamento de Scott-Knott (P = 0,05) os isolados foram separados quanto ao

* Parte da Dissertagio de Mestrado do primeiro autor apresentada a Universidade Federal Rural de
Pernambuco. (2006)
** Bolsista do CNPq
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indice de doenga em 5 e 7 grupos, respectivamente para plantulas de meloeiro e
melancieira, ¢ em 2 grupos para plantas das duas hospedeiras. Em frutos, os isolados foram
separados em 3 e 10 grupos para a variavel didmetro da lesdo externa e 2 € 9 grupos para
profundidade da lesdo, respectivamente para meloeiro ¢ melancieira. Todos os isolados
também induziram reacdo de hipersensibilidade em fumo; utilizaram os aminoacidos
asparagina, L-leucina e DL-4cido latico; foram sensiveis a oxicloreto de cobre (120 ug ml’
1, 6xido cuproso (120 pg ml™), hidréxido de cobre (138,2 pg ml'), sulfato de
estreptomicina (25 pg ml™") e Agrimaicin 500 (428 pg ml™); e resistentes a kasugamicina
(87 pg ml™"), agrimicina (200 pug ml™), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg),
amoxicilina (10 pg), neomicina (30 pg), estreptomicina (10 pg), norfloxacina (10 pg) e
rifampicina (5 pg). Foi constatada variabilidade entre os 41 isolados de A. avenae subsp.
citrulli quanto a sensibilidade a tetraciclina (30 pg), sendo 41,5% resistentes, 46,3%
moderadamente sensiveis e 12,2% altamente sensiveis.

Palavras-chave adicionais: mancha-aquosa, Cucumis melo, Citrullus lanatus,

aminoacidos, hipersensibilidade, ctpricos, antibidticos

ABSTRACT
Characterization of strains of Acidovorax avenae subsp. citrulli

This work aimed to characterize 41 isolates of Acidovorax avenae subsp. citrulli
based upon disease severity on seedlings, plants and fruits of melon and watermelon
(Citrullus lanatus), hypersensitivity in tobacco (Nicotiana tabacum), utilization of amino
acids as carbon and energy sources, and in Vvitro sensitivity to copper and antibiotics. All
isolates induced typical symptoms of fruit blotch on seedlings, plants and fruits of melon
and watermelon. The Scott-Knott test (P = 0.05) separated the isolates for disease index

in 5 and 7 groups respectively for melon and watermelon seedlings and 2 groups for plants
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of these two hosts. In fruits all isolates were separated in 3 and 10 groups for the variable
diameter of extern lesion and 2 and 9 groups for lesion depth, respectively for melon and
watermelon. All isolates also induced hypersensitivity in tobacco; utilized the amino acids
asparagine, L-leucine and DL-acid lactic; showed sensitivity to copper oxychloride (120
ng ml™), cuprous oxide (120 pg ml™), copper hydroxide (138.2 pg ml™), streptomycin
sulfate (25 ug ml™") and Agrimaicin 500 (428 pg ml™); and resistance to kasugamycin (87
pg ml™), agrimicin (200 pg ml™), erythromycin (15 pg), gentamicin (10 pg), amoxicilin
(10 pg), neomycin (30 pg) streptomycin (10 pg), norfloxacin (10 pug) and rifampicin (5
ug). Variability was found among the 41 isolates in relation to tetracycline (30 pg), 41.5%
were resistant, 46.3 moderately sensitive and 12.2% highly sensitive.

Additional key-words: fruit-blotch, Cucumis melo, Citrullus lanatus, amino acids,

hypersensitivity, copper, antibiotics

INTRODUCAO

A mancha-aquosa, causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad
et al.) Willems et al. (Sin: Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et al.; P.
avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al., desde 1997 constitui problema economico
para a cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) no Nordeste do Brasil, nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara (Assis et al., 1999), ocorrendo de forma epidémica e ocasionando
perdas de até 100% (Sales Junior & Menezes, 2001). Com pouca expressdo econdmica,
essa doenga também foi detectada nos estados de Pernambuco, Bahia e Rio Grande do Sul
(Santos & Viana, 2000; Mariano et al., 2004; Mariano & Silveira, 2004; Ueno et al., 2003).

Em melancieira (Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. & Nakai) a mancha-aquosa
foi relatada no Brasil em 1991 (Robbs et al., 1991) nos municipios de Assis, Marilia ¢

Presidente Prudente, no estado de Sdo Paulo, e recentemente foi assinalada em Minas
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Gerais (Macagnan et al., 2003). Uma vez que essa cultura ¢ hospedeira de A. avenae subsp.
citrulli e amplamente cultivada no Nordeste, existe risco potencial de estabelecimento da
doenga, a exemplo dos Estados Unidos e outros paises onde a mancha-aquosa tem grande
importancia econdmica (Walcott et al., 2004).

O controle da mancha-aquosa é baseado principalmente no uso de sementes sadias,
tratamento quimico e fisico de sementes, protecdo da planta com fungicidas cupricos,
rotagdo de culturas, erradicagdo de plantas doentes e cucurbitaceas silvestres, além do nao
plantio em areas contaminadas, imidas e em épocas chuvosas (Santos & Viana, 2000;
Viana et al., 2000). Outras estratégias de controle ja testadas foram selegdo de cultivares
resistentes (Hopkins et al., 1993) e controle biologico (Medeiros et al., 2003). Apesar da
utilizagdo de todas essas medidas, o controle da doenca é pouco eficiente, indicando a
necessidade de um maior conhecimento sobre esse patossistema, incluindo estudos sobre
as populagdes de A. avenae subsp. citrulli.

A caracteriza¢do das populagdes de um patdégeno pode determinar o potencial de
adaptag¢do do organismo as diferentes condi¢cdes ambientais ou do hospedeiro, sendo um
importante subsidio para que medidas eficientes sejam estabelecidas no manejo de
doencas. Adaptacao a diferentes genotipos do hospedeiro, resposta a quimicos, biologia do
microrganismo e componentes epidemioldgicos da doenga sdo os tipos de variabilidade
mais freqlientemente pesquisadas em populagdes de fitopatogenos (Brown, 1998).

Trabalhos envolvendo a caracterizagdo de isolados de A. avenae subsp. citrulli,
quanto a componentes epidemiologicos (Silveira et al., 2003), utilizagdo de substratos
como fonte de carbono (Walcott et al., 2004; Burdman et al., 2005) e rea¢dao de
hipersensibilidade (Somodi et al., 1991; Rane & Latin, 1992; Silveira et al., 2003) ja foram

realizados. No entanto, pesquisas mais aprofundadas sobre esses aspectos e
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estudos em novas populagdes do patdogeno na regido Nordeste sdo necessarias para um
melhor manejo da doenga.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar isolados de A. avenae subsp. citrulli
com base na severidade da doenga em plantulas, plantas e frutos de meloeiro e melancieira;
reag¢ao de hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum L.); utilizacdo de aminoacidos

como fonte de carbono e energia; e sensibilidade in vitro a clipricos e antibioticos.

MATERIAL E METODOS
Em todos os experimentos foram utilizados 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli
pertencentes a colecdo de culturas do Laboratdrio de Fitobacteriologia da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (Tabela 1). As suspensdes bacterianas foram ajustadas em
fotocolorimetro (560 nm) & concentragdo de 3,4 x 10’ UFC ml" de acordo com equacio

previamente estabelecida.

Caracterizacdo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base na
severidade da mancha-aquosa

Para avaliar a severidade em plantulas, sementes de meloeiro tipo Amarelo, hibrido
AF-646 ¢ melancieira ‘Crimson Sweet’ foram inoculadas com suspensdo de cada isolado
de A. avenae subsp. citrulli contendo Tween 20 (0,005%), pelo método de infiltragdo a
vacuo (Assis & Mariano, 2005). Decorridas 12 horas, as sementes foram plantadas em
bandejas de isopor (poliestireno expandido) contendo a mistura solo: substrato Plantmax®
(2:1 v:v), e mantidas em casa de vegetacdo a temperatura média de 30 £ 2 °C. Apos
emergéncia, as plantulas foram submetidas a camara umida por 48 h. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo a unidade

experimental constituida por dez plantulas. As plantulas foram avaliadas nove dias ap6s o
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plantio quanto a severidade estimada com o auxilio de escala descritiva de 0 a 5 (Araujo et
al., 2005), sendo o indice de doenga (IDO), calculado de acordo com McKinney (1923),
pela formula IDO = X (grau da escala x freqiiéncia) x 100/n° total de unidades x grau
maximo da escala.

Para avaliacdo da severidade da mancha-aquosa em plantas, folhas definitivas de
plantas de meloeiro tipo Amarelo, hibrido AF-646 e melancieira ‘Crimson Sweet” com 20
dias de cultivo em recipientes plasticos de 250 ml contendo a mistura solo: substrato
Plantmax® (2:1 v:v), foram pulverizadas com a suspensdo de cada isolado contendo Tween
20 (0,005%). As plantas foram submetidas a camara umida por 48 h antes e apds a
inoculacdo, sendo mantidas em casa de vegetagdo (30 £ 2 °C). O delineamento
experimental foi inteiramente casualisado, com quatro repetigdes, sendo a unidade
experimental constituida por duas folhas da planta. As plantas foram avaliadas cinco dias
apds a inoculacdo quanto a severidade, utilizando uma escala descritiva com notas
variando de 0 a 6 (Silveira et al., 2003), sendo calculado o IDO (Mckinney, 1923).

A inoculacdo em frutos comerciais de meloeiro e melancieira foi realizada pelo
método de injecdo subepidérmica com suspensdo de cada isolado de A. avenae subsp.
citrulli (Somodi et al., 1991). Os frutos foram submetidos a cdmara iimida por 48 h e
mantidos em incubadora tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) a 30 °C durante oito
(meldo) ou cinco dias (melancia). O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado, com quatro repeticdes, sendo a unidade experimental constituida por trés
pontos de inoculagdo. Os frutos foram avaliados quanto ao didmetro da lesdo externa
(DLE) e profundidade da lesao (PL), medidos com o auxilio de um paquimetro.

Os dados dos experimentos foram submetidos a analise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).
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Caracterizacao de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base na reacéo de
hipersensibilidade

As suspensdes dos 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli foram infiltradas nos
espacos intercelulares da regido contida entre duas nervuras laterais, na face dorsal das
folhas expandidas de fumo (cultivar NC-95). Apds a infiltracao, as plantas foram mantidas
em ambiente com baixa umidade relativa do ar. A avaliag¢do foi realizada 24 h apos o teste,
sendo a reagdo de hipersensibilidade caracterizada por necrose ¢ dessecamento do tecido

da regido infiltrada (Mariano, 2005).

Caracterizacdo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base na utilizacao
de aminoéacidos

Um pouco do crescimento bacteriano foi depositado, com alca de platina, em tubos
de ensaio com tampa de rosca contendo 4,5 ml de meio de clara basal (0,5 g de
MgS0,4.7H,0; 0,5 g de KH,PO4 e 1000 ml de 4dgua destilada) acrescido dos aminoacidos
asparagina, L-leucina ou DL-4cido latico a 10%, os quais foram adicionados por filtragao
ao meio ja autoclavado (Mariano et al., 2005). Os isolados foram incubados em B.O.D. a
30 °C e avaliados apos 48 h quanto a turvagdo do meio, indicativo da utilizacdo do

aminoacido como unica fonte de carbono e energia.

Caracterizacdo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base na
sensibilidade in vitro a cupricos e antibioticos

Os produtos comerciais oxicloreto de cobre (120 pg ml™); dxido cuproso (120 pg
ml™); hidroxido de cobre (138,2 pg ml™); sulfato de estreptomicina (25 pg ml™);
kasugamicina (2% de cloridrato de kasugamicina) (87 pug ml"); agrimaicin 500 (3% de

oxitetraciclina e 50% de sulfato tribasico de cobre) (428 pg ml") e agrimicina (1,5% de
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oxitetraciclina e 15% de sulfato de estreptomicina) (200 pg ml™") foram diluidos em 4,5 ml
de ADE, agitados por trés minutos no agitador para tubos tipo Vortex e adicionados ao
meio agar nutritivo-extrato de levedura-dextrose (NYDA). Os ctpricos foram adicionados
ao meio antes de sua autoclavagem. Aliquotas de 5 pl das suspensdes bacterianas foram
depositadas em quatro pontos eqiiidistantes da placa de Petri contendo NYDA
suplementado com os produtos nas concentragdes acima citadas. As placas foram mantidas
em B.O.D. ajustada para 30 °C por um periodo de 72 h. A avaliagdo foi realizada
considerando-se como sensiveis isolados que ndo apresentaram crescimento confluente.
Foram também testados os seguintes antibioticos em discos: amoxicilina (10 pug);
eritromicina (15 pg); estreptomicina (10 pg); gentamicina (10 pg); neomicina (30 pg);
norfloxacina (10 pg); rifampicina (5 pg) e tetraciclina (30 pg) através do método de
difusdo em agar (Madigan et al., 1997). Aliquotas de 3 ml das suspensdes dos 41 isolados
de A. avenae subsp. citrulli foram depositadas em 100 ml de meio NYDA semi-solido
vertido sobre uma fina camada de meio agar - agua (2%), contida em placas de Petri. Apos
a solidificacdo, os discos dos antibidticos foram colocados em quatro pontos eqiiidistantes
da placa de Petri, as quais foram mantidas em B.O.D. a 30 °C por um periodo de 24 h. O
delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com quatro repeti¢des, sendo cada
repeti¢ao constituida por um disco de antibidtico. A avaliagdo foi realizada através da
medicdo do halo de inibi¢do do crescimento bacteriano, em dois sentidos diametralmente
opostos, com o auxilio de um paquimetro. Os isolados foram classificados em trés grupos,
de acordo com as reacdes de resisténcia (halo < 14 mm), sensibilidade média (14 mm <
halo < 20 mm) e sensibilidade alta (halo > 20 mm), estabelecidos conforme valores médios

dos halos de inibi¢do referentes a cada antibiotico (Acar & Goldstein, 1986).
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Os isolados foram agrupados quanto aos niveis de similaridade, com base na
sensibilidade aos antibioticos mensurada pelo tamanho do halo de inibigdo, pela analise da

distancia Euclidiana por ligacdes simples.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram constatadas diferencas significativas (P = 0,05) entre os isolados quanto ao
indice de doenca, permitindo a separacdo em 5 e 7 grupos em plantulas, respectivamente
para meloeiro e melancieira, e 2 grupos em plantas para as duas hospedeiras. Os indices
variaram para meloeiro e melancieira, respectivamente de 5 a 77% e 3,7 a 100% em
plantulas e de 3,1 a 20,6% e 3,1 a 29% em plantas (Tabela 2). O'Brien & Martin (1999)
também obtiveram diferentes niveis de severidade da mancha-aquosa em plantulas para
uma mesma cultivar de meloeiro ou de melancieira quando inoculados com diferentes
isolados de A. avenae subsp. citrulli. Os sintomas da mancha-aquosa em plantulas se
caracterizaram por extensas manchas encharcadas que progrediram para verde-escuras e
marrons nos cotilédones e as vezes no hipocétilo, e em plantas, por manchas pequenas nas
folhas, com aspecto oleoso, coloragdo verde-clara a marrom-escura.

Em plantulas e plantas de meloeiro e melancieira todos os isolados de A. avenae
subsp. citrulli causaram sintomas tipicos da mancha-aquosa, inclusive os de meldo-pepino
(Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) (AacMP1 e AacMP2) (Tabela 2). Contudo,
O’Brien & Martin (1999) estudando a patogenicidade de dois isolados de A. avenae subsp.
citrulli, obtidos de melancieira, a plantulas de duas cultivares de melancieira e duas de
meloeiro, verificaram que um isolado da bactéria ndo causou sintomas ao meloeiro.

Em plantulas de melancieira, a média dos indices da mancha-aquosa dos 3 isolados
provenientes de melancieira foi de 97,7%, enquanto que os outros 36 isolados de meloeiro

foram muito menos agressivos (média de indice de doenga = 23,2%) (Tabela 2). O mesmo
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aconteceu em menor escala em plantulas de meloeiro, nas quais os isolados provenientes
de meloeiro induziram indice médio de doenga de 34,3% comparado aos 23,9% de
melancieira. Isto demonstrou uma especificidade patogeno-hospedeiro, também relatada
por Burdman et al. (2005).

Uma menor agressividade da maioria dos isolados de meloeiro a plantulas de
melancieira observada neste trabalho pode explicar porque A. avenae subsp. citrulli ainda
ndo foi assinalada em campos de producdo de melancia no Nordeste, constituindo
problema econdmico apenas para meloeiro. O'Brien & Martin (1999) e Walcott et al.
(2004) também verificaram fato similar com isolados de melancieira em relacdo a cultura
do meloeiro. Contudo, a cultura da melancieira € susceptivel a isolados de A. avenae subsp.
citrulli oriundos de meldo, o que pode representar risco potencial em propriedades
agricolas produtoras de meldo e melancia, pratica frequentemente observada no pdlo
agricola Mossoro-Barauna.

Em frutos, todos os isolados foram patogénicos as duas culturas, sendo separados
em 3 e 10 grupos para didmetro da lesdo externa e 2 e 9 grupos para profundidade da lesao
em meloeiro e melancieira, respectivamente, de acordo com a analise de agrupamento de
Scott-Knott (P = 0,05) (Tabela 2). Os sintomas nos frutos se caracterizaram por pequenas
manchas verde-claras ¢ oleosas que progrediram para marrom-claras a marrom-escuras,
atingindo grande extensdo da superficie, ocorrendo internamente podriddo seca marrom-
avermelhada da polpa. Esse comportamento diferiu do que foi assinalado para A. avenae
subsp. citrulli onde o isolado tipo da subespécie (P. pseudoalcaligenes subsp. citrulli),
aparentemente s6 causa lesdo em plantulas, e sintomas nos frutos ndo sao observados

(Saddler, 1994).

Aos oito dias apos inoculagdo, o diametro médio das lesdes em frutos de meloeiro

foi de 14,2 mm enquanto a profundidade média atingiu 13,7 mm. Em pesquisa similar com
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20 isolados também incluidos no presente estudo, Silveira et al. (2003) verificaram que o
diametro médio das lesdes em meloeiro foi de 13,5 mm, enquanto a profundidade média
atingiu 9,7 mm. Em frutos de melancieira, o didmetro médio das lesdes foi de 6,9 mm ¢ a
profundidade média atingiu 13,1 mm aos cinco dias apds inoculagdo. Somodi et al. (1991)
verificaram em frutos de melancieira lesdes de até 94 mm de didmetro aos 14 dias apos
inoculacdo. Verificou-se que 97,6% dos isolados induziram maior PL do que DLE em
frutos de melancieira comparado a 53,7% em meloeiro. Em geral, frutos infectados
naturalmente apresentam a polpa ja bastante comprometida mesmo quando a lesdo externa
se mostra com apenas alguns centimetros de didmetro (O’Brien & Martin, 1999).

Dos 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli avaliados, todos induziram reac¢do de
hipersensibilidade em fumo. Na literatura existem controvérsias quanto a essa
caracteristica. De acordo com a descricdo do isolado tipo, a subespécie ndo induz
hipersensibilidade em fumo (Schaad et al., 1978), contudo reagdes positivas foram obtidas
com isolado de melancieira por Rane & Latin (1992) e Somodi et al. (1991) e isolados de
meloeiro por Silveira et al. (2003). Esses ultimos autores avaliaram 20 isolados incluidos
no presente estudo, os quais tiveram essa reagao positiva confirmada.

Os aminodcidos asparagina, L-leucina e DL- 4cido latico foram utilizados por todos
os isolados de A. avenae subsp. citrulli como fonte de carbono e energia. Walcott et al.
(2004), estudando dois grupos geneticamente distintos de A. avenae subsp. citrulli quanto
a utilizacdo de aminoacidos, utilizando o sistema BIOLOG®, verificaram que os isolados
do Brasil Aacl, Aacl.5, Aacl.12 e AacR2 utilizaram asparagina, apenas Aac R2 nao
utilizou o DL- 4cido latico e nenhum deles L-leucina. O resultado diferente constatado no
presente trabalho em relacdo a esses isolados pode ter ocorrido em fung¢do do método
utilizado. O'Brien & Martin (1999) e Burdman et al. (2005) também verificaram

comportamento diferente entre isolados dessa bactéria quanto a utilizagdo de L-leucina.
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Segundo esses ultimos autores L-leucina pode ser utilizada para separar isolados de A.
avenae subsp. citrulli de melancieira (L-leucina positivo) de outras cucurbitaceas (L-
leucina negativo),0 que difere do constatado na presente pesquisa e dos resultados de
O’Brien & Martin (1999).

Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli foram sensiveis a oxicloreto de cobre
(120 pg ml™), 6xido cuproso (120 pg ml™), hidroxido de cobre (138,2 pg ml™), sulfato de
estreptomicina (25 pg ml™) e Agrimaicin (428 ug ml™), e resistentes a kasugamicina (87
ng ml™') e agrimicina (200 pg ml™). Sales Junior et al. (2005) utilizando concentragdes
diferentes dos produtos, relataram a eficiéncia de kasugamicina (700 ppm) na inibigdo in
vitro do crescimento de A. avenae subsp. citruli, ¢ de oxicloreto de cobre (1250 ppm),
kasugamicina (70 ppm), kasugamicina + oxicloreto de cobre (40+1250 ppm) e sal de
oxitetraclina (82 ppm) na redu¢do da incidéncia da mancha-aquosa em frutos no campo.
Walcott et al. (2004) verificaram que isolados de A. avenae subsp. citrulli de meloeiro ¢
melancieira, provenientes de varios paises, apresentaram sensibilidade diferente ao sulfato
de cobre. Os isolados de meloeiro oriundos do Rio Grande do Norte-Brasil Aacl.5,
Aacl.12 e AacR2 foram resistentes ao produto e Aacl foi sensivel.

A deteccdo da sensibilidade dos isolados a maioria dos produtos testados ¢
importante para a eficiéncia do controle da mancha-aquosa, uma vez que se recomenda
para o tratamento de sementes: estreptomicina por 16 h (1,0 mg ml™) (Sowell & Schaad,
1979); sulfato de estreptomicina 0,1% por 30 min.; sulfato de estreptomicina 0,1% +
solucdo salina 1,5% por 30 min.; Bion 0,01% (acibenzolar-S-metil) por 20 min. (Moraes et
al., 2002); Bion 0,01%, sulfato de estreptomicina 0,1%, kasugamicina 0,1% e oxicloreto de
cobre 0,5%, isoladamente ou em mistura por 30 min. (Silva Neto et al., 2003). Aplicagdes

quinzenais ou semanais com fungicidas cupricos, iniciando-se antes ou durante a floracao,
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e se prolongando até a maturacdo dos frutos, sdo indicadas para reduzir as perdas
associadas com a doenga no campo (Walcott et al., 2001).

Baseado na classificacdo de Acar & Goldstein (1986) todos isolados de A. avenae
subsp. citrulli apresentaram resisténcia aos antibioticos eritromicina (15 pg), gentamicina
(10 pg), amoxicilina (10 pug), neomicina (30 pg), estreptomicina (10 pg), norfloxacina
(10 pg) e rifampicina (5 pg). Utilizando método diferente, Burdman et al. (2005)
verificaram que isolados dessa bactéria oriundos de meloeiro foram sensiveis a rifampicina
(40 pg ml ") enquanto isolados de melancieira foram resistentes, podendo esse teste ser
utilizado para diferenciar isolados das duas culturas. No presente estudo, porém, ndo foi
possivel separar isolados de meloeiro e melancieira com base nessa caracteristica.

Foi constatada variabilidade entre os 41 isolados de A. avenae subsp. citrulli quanto
a sensibilidade a tetraciclina (30 pg), sendo 41,5% resistentes, 46,3% moderadamente
sensiveis e 12,2% altamente sensiveis. Embora os isolados tenham apresentado
caracteristicas diferentes quanto a sensibilidade a tetraciclina, todos foram sensiveis a
Agrimaicin (428 pg ml"), que contém tetraciclina na forma de oxitetraciclina em sua
composi¢ao.

Baseada na sensibilidade aos antibidticos, mensurada pelo tamanho do halo de
inibi¢do, a analise da distancia euclidiana por ligagdo simples permitiu a distingdo de
quatro grupos de similaridade entre os isolados de A. avenae subsp. citrulli, quando
considerada a distancia de ligagdo 0,5. Os isolados Aacl.36 ¢ Aacl4 constituiram dois
grupos de similaridade distintos, enquanto Aacl.71 e Aac1521 formaram mais um grupo, e
os demais isolados formaram um unico grupo de similaridade, confirmando a existéncia de
grupos com caracteristicas distintas dentro da populagao (Figura 1).

De acordo com os resultados obtidos, em trabalhos futuros o teste de

patogenicidade em plantulas de melancieira pode ser utilizado para caracterizar isolados de
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A. avenae subsp. citrulli de meloeiro e melancieira. Entretanto, a patogenicidade em
plantas e frutos de meloeiro ¢ melancieira e sensibilidade in vitro a tetraciclina também

podem ser considerados indicadores de variabilidade.
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TABELA 1 - Origem dos isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) da colegdo de bactérias
fitopatogénicas do laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE.

Isolados Cucurbitacea Fonte Local de Origem
Aacl Meldao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.5 Meldo Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.12 Meldao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.31 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.35 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.36 Meldao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.37 Meldo Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.39 Meldo Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.40 Meldo Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.43 Melao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.45 Melao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.49 Melao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.50 Meldao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.70 Meldao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.71 Meldao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.72 Meldao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.73 Meldao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.78 Meldao Amarelo Fruto Baratina/RN
AacMP1 Meldo Pepino Fruto Mossor6/RN
AacMP2 Meldo Pepino Fruto Mossor6/RN
AacR2 Melao Charantais Semente Baratna/RN
AacR3 Melao Amarelo Semente Baratna/RN
AacR7 Melao Amarelo Semente Baratna/RN
Aac4.9 Melao Orange Fruto Baratina/RN
Aac5.1 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aac5.3 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aac5.16 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aac5.20 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aac5.28 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aacl.83 Melado Fruto Baratina/RN
Aacl213 Melancia Fruto Presidente Prudente/SP
Aacl214 Melancia Fruto Presidente Prudente/SP
Aacl80 Melancia Fruto Petrolina/PE
Aacl225 Melao Fruto Assu/RN
Aacl627 Melao Semente -
Aacl.84 Melao Fruto Baratna/RN
Aacl1521 Melao Fruto Barauna/RN
Aac8 Melao Semente -
Aacl4 Melao Semente -
Aacl2 Melao Semente -

Aac9 Meldo Semente -
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TABELA 2 - Caracterizagdo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base na severidade da
mancha-aquosa em plantulas, plantas e frutos de meloeiro ¢ melancieira.

Meloeiro Melancieira

Isolados Plantulas Plantas Frutos 2 Plantulas Plantas Frutos

IDO'(%) IDO (%) DLE(mm) PL (mm) IDO (%) IDO (%) DLE (mm) PL (mm)
Aacl 324 b? 16,7 a 10,0 ¢ 10,3 b 20,0 e 16,7 a 54 g 59 1
Aacl.5 50 ¢ 12,2 a 13,6 ¢ 23,0 a 19,5 e 10,2 b 51 g 9,7 g
Aacl.12 64,6 a 20,6 a 15,6 b 242 a 148 f 16,7 a 1,1 j 20,7 b
Aacl.31 9,5 e 16,7 a 9,1 ¢ 11,2 b 21,4 e 122 a 85 e 13,4 ¢
Aacl.35 62,9 a 10,2 b 16,8 b 256 a 57,1 ¢ 83 b 6,0 f 17,7 ¢
Aacl.36 9,5 e 10,2 b 182 b 22,7 a 258 d 12,2 a 59 f 7,6 h
Aacl.37 5,7 e 55 b 11,1 ¢ 282 a 73 g 10,6 b 6,0 f 94 ¢
Aacl.39 61,0 a 143 a 11,3 ¢ 123 b 16,5 ¢ 7,0 b 34 h 12,1 f
Aacl.40 9,5 e 87 b 6,8 ¢ 10,0 b 99 f 12,2 a 51 g 13,2 e
Aacl .43 64,6 a 143 a 52 ¢ 128 b 129 f 83 b 2,1 i 10,7 f
Aacl.45 10,2 ¢ 58 b 170 b 13,1 b 11,4 f 83 b 87 e 150 d
Aacl .49 53,5 a 44 b 249 a 12,7 b 80 g 3,1 b 79 e 11,2 f
Aacl.50 10,2 ¢ 10,2 b 11,2 ¢ 135 b 94 f 16,7 a 0,0 k 94 ¢
Aacl.70 552 a 12,2 a 155 b 142 b 12,7 £ 55 b 57 f 12,7 ¢
Aacl.71 552 a 58 b 18,0 b 150 b 37 g 44 b 6,1 f 8,6 h
Aacl.72 36,4 b 143 a 155 b 120 b 31,1 d 87 b 82 e 20,5 b
Aacl.73 36,6 b 122 a 9,6 ¢ 82 b 21,6 ¢ 143 a 6,5 f 11,0 f
Aacl.78 552 a 122 a 212 a 120 b 11,8 f 16,7 a 39 h 48 i
AacMP1 373 b 8,7 b 209 a 19,0 a 63,3 b 10,2 b 37 h 18,6 ¢
AacMP2 77,0 a 3,1 b 19,1 b 140 b 49,6 ¢ 16,7 a 2,9 i 155 d
AacR2 19,2 d 10,2 b 23,7 a 25,0 a 273 d 3,1 b 34 h 7,1 h
AacR3 279 ¢ 83 b 99 ¢ 80 b 42,7 ¢ 83 b 89 ¢ 12,7 ¢
AacR7 26,0 ¢ 20,6 a 29,5 a 23,5 a 13,0 f 16,7 a 10,0 d 13,6 ¢
Aac4.9 56,3 a 16,7 a 8,8 ¢ 89 b 70,1 b 44 b 7,5 e 14,7 d
Aac3.1 342 b 16,7 a 18,0 b 21,2 a 28,8 d 7,0 b 7,7 e 95 g
Aac5.3 182 d 16,7 a 47 ¢ 29 b 13,6 f 143 a 2,9 i 13,2 ¢
Aac5.16 64 ¢ 14,3 a 144 b 99 b 17,6 ¢ 16,7 a 8,6 ¢ 11,2 f
Aac5.20 434 b 55 b 13,0 ¢ 11,3 b 152 f 58 b 34 h 150 d
Aac5.28 436 b 83 b 13,1 ¢ 86 b 16,8 ¢ 143 a 6,0 f 13,2 ¢
Aacl.83 64,6 a 16,7 a 17,9 b 85 b 53,8 ¢ 70 b 13,7 b 19,7 b
Aacl213 279 ¢ 83 b 11,7 ¢ 59 b 100,0 a 16,7 a 150 a 19,7 b
Aacl214 16,0 d 3,1 b 142 b 83 b 100,0 a 290 a 11,2 ¢ 18,7 ¢
Aacl80 279 ¢ 55 b 7,9 ¢ 14,0 b 93,2 a 24,7 a 14,7 a 25,0 a
Aacl225 50 e 87 b 16,5 b 13,0 b 10,0 f 10,2 b 6,0 f 16,6 d
Aacl627 189 d 143 a 6,2 ¢ 40 b 229 e 8,7 b 47 g 11,2 f
Aacl.84 154 d 10,2 b 21,1 a 16,0 b 63,8 b 12,2 a 59 f 16,0 d
Aacl521 17,3 d 122 a 13,0 ¢ 145 b 11,0 f 122 a 6,6 f 7,7 h
Aac8 56,3 a 87 b 80 ¢ 129 b 11,8 f 87 b 11,9 ¢ 82 h
Aacl4 61,0 a 83 b 17,1 b 9,6 b 532 ¢ 44 b 95 d 10,0 ¢
Aacl2 49,0 a 122 a 11,0 ¢ 10,6 b 26,5 d 7,0 b 135 b 13,5 ¢
Aac9 334 b 8,7 b 13,7 ¢ 113 b 23,1 e 122 a 10,2 d 142 ¢
C.V. (%) 14,9 26,4 10,3 11,6 12,6 27,6 2,4 2,4

"IDO - Indice de doenga aos nove dias apés o plantio (plantulas) ou cinco dias apods a inoculagdo (plantas), calculado de acordo com McKINNEY
(1923), utilizando-se os dados de severidade da doenga, estimada com o auxilio de escalas descritivas (Araujo et al.,2005; Silveira et al.,2003).
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2 DLE e PL — respectivamente, didmetro da lesdo externa e profundidade da lesdo em fruto, aos oito (meldo) e cinco dias (melancia) apés a
inoculagdo.
? Médias seguidas da mesma letra, no sentido vertical, ndo diferem significativamente entre si (P = 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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FIG. 2 - Agrupamento de 41 isolados de Acidovorax avenae subsp. Citrulli baseado na analise da
distancia Euclidiana por ligagdes simples, considerando a sensibilidade aos antibidticos amoxicilina,
eritromicina, estreptomicina, gentamicina, neomicina, norfloxacina, rifampicina e tetraciclina.
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CONCLUSOES GERAIS

1- Todos os isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli produziram enzimas lipoliticas e
acido indol-acético, mas ndo produziram enzimas pectinoliticas, amiloliticas, celuloliticas e
proteoliticas; o polissacarideo levana e a toxina siringomicina;

2- Isolados de A. avenae subsp. citrulli oriundos de meloeiro, melancieira e meldo pepino
foram patogénicos a plantulas, plantas e frutos de meloeiro e melancieira;

3- Houve maior especificidade dos isolados de A. avenae subsp. citrulli aos seus
hospedeiros de origem;

4- Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli induziram rea¢do de hipersensibilidade
em fumo;

5- Todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli utilizaram os aminoacidos asparagina, L-
leucina e DL-4cido latico como fonte de carbono e energia;

6- Dentre os cupricos e antibidticos testados in vitro, os isolados de A. avenae subsp.

citrulli apresentaram diferengas apenas quanto a sensibilidade a tetraciclina.
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