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RESUMO GERAL
A mancha aquosa causada pela bactéria Acidovorax citrulli ¢ uma das principais e importantes
doencas da cultura do meloeiro nas areas produtoras do Nordeste brasileiro e do mundo, devido
ao seu potencial destrutivo e auséncia de medidas de manejo eficazes. Diante disso, 0s objetivos
principais do trabalho foram: (a) identificar acessos de meloeiro com fonte de resisténcia
genética & mancha aquosa em diferentes estadios fenoldgicos da planta e testar a estabilidade
dos acessos a multiplos isolados de A. citrulli; (b) avaliar a eficacia de extratos aquosos de
plantas do dominio fitogeografico Caatinga no controle da mancha aquosa do meloeiro atraves
do tratamento de sementes e plantulas. Adicionalmente, foi examinada a colonizagéo de A.
citrulli nos tecidos foliares das plantulas ap6s infeccéo, sob analise de microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Na selecdo de fontes de resisténcia, A. citrulli
CCRMAC1.12 foi inoculada em sementes (55 acessos), plantulas e plantas antes da floracéo (39
acessos), com severidade da mancha aquosa estimada com auxilio de escalas descritivas. Apos
o teste de estabilidade de seis acessos a trés isolados da bacteéria, foi avaliada a resisténcia dos
acessos 1-136 e A-43 em plantas nos estaddios de floracdo e frutificacdo, teste de
transmissibilidade e analises de microscopicas. Os frutos desses acessos nao apresentaram
sintomas da mancha aquosa e a transmissibilidade de A. citrulli pelas sementes foi de apenas
0,6% (1-136) e 2,5% (A-43); analises microscopicas evidenciaram poucas modificacGes
estruturais e temporal na colonizagédo de A. citrulli no meséfilo foliar. Dentre os oito extratos
aquosos testados no controle da mancha aquosa, Croton heliotropiifolium, Ximenia americana
e Ziziphus joazeiro, nas concentragdes brutas, foram selecionados como 0s mais promissores,
pois foram eficientes tanto no tratamento de sementes quanto na pulverizacdo de plantulas, com
niveis de controle de 56,76 a 94,14 %. As analises de microscopia éptica mostraram pouca
colonizacdo de A. citrulli nas folhas cotiledonares tratadas com esses trés extratos e as estruturas
celulares do mesofilo (parénquima palicadico e lacunoso) estavam estruturadas e organizadas.
Pouca agregacao de células bacterianas, com pouca ou nenhuma colonizagdo dos estdmatos
também foi verificado na MEV. Com os resultados obtidos sugere-se que 0s acessos A-43 e I-
136 podem ser doadores de genes de resisténcia a mancha aquosa e 0s extratos aquosos de C.
heliotropiifolium, X. americana e Z. joazeiro podem ser explorados como uma nova tecnologia

para 0 manejo da mancha aquosa do meloeiro.

Palavras-chaves: Acidovorax citrulli, Cucumis melo, controle alternativo, microscopia

eletrnica de varredura, resisténcia genética.



GENERAL ABSTRACT
The bacterial fruit blotch (BFB) caused by the bacterium Acidovorax citrulli is one of the main
and important diseases of the melon culture in the producing areas of Northeast Brazil and the
world due to its destructive potential and absence of effective management measures. In view
of this, the main objectives of the work were: (a) to identify accessions of melon with source of
genetic resistance to the fruit blotch in different phenological stages of the plant and to test the
stability of the accessions to multiple isolates of A. citrulli; (b) to evaluate the efficacy of
aqueous extracts of plants of the phytogeographical domain Caatinga in the control of the fruit
blotch of the melon by the treatment of seeds and seedlings. In addition, the colonization of A.
citrulli in leaf tissues of the seedlings after infection was examined under optical microscopy
and scanning electron microscopy SEM. In the selection of resistance sources, A. citrulli
CCRMACc1.12 was inoculated in seeds (55 accessions), seedlings and plants before flowering
(39 accessions), with severity of the fruit blotch estimated with the aid of descriptive scales.
After the stability test of six accessions to three strains of the bacterium, the resistance of the
accessions 1-136 and A-43 was evaluated in plants in the flowering and fruiting stages,
transmissibility test and microscopic analysis. The fruits of these accesses did not show
symptoms of the watery spot and the transmissibility of A. citrulli by the seeds was only 0,6%
(1-136) and 2.5% (A-43); microscopic analyzes showed little structural and temporal changes
in the colonization of A. citrulli in the leaf mesophyll. Among the eight aqueous extracts tested
in the control of the fruit blotch, the extracts of Croton heliotropiifolium, Ximenia americana
and Ziziphus joazeiro were selected as promising in gross concentration, as they were efficient
in both seed treatment and seedling spraying, with levels of control from 56.76 to 94.14%
respectively. Optical microscopy showed little colonization of A. citrulli on cotyledonary leaves
treated with these three extracts, and mesophilic cell structures (palisade and lacunar
parenchyma) were structured and organized. Little aggregation of bacterial cells, with little or
no colonization of the stomata was also verified in SEM. With the results obtained it is
suggested that accessions A-43 and 1-136 may be donors of resistance genes to the fruit blotch
and the aqueous extracts of C. heliotropiifolium, X. americana and Z. joazeiro can be exploited

as a new technology for management of bacterial fruit blotch of melon.

Keywords: Acidovorax citrulli, Cucumis melo, alternative control, scanning electron

microscopy, genetic resistance.
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MANEJO DA MANCHA AQUOSA DO MELOEIRO: FONTES DE RESISTENCIA
GENETICA E EXTRATOS AQUOSOS DE PLANTAS DA CAATINGA

INTRODUCAO GERAL

1- Origem e Aspectos Gerais da Cultura do Meloeiro

A diversidade climatica do Brasil permite o cultivo de vérias espécies frutiferas e
olericolas, dentre estas, destaca-se 0 meloeiro (Cucumis melo L.). O material genético passou
por um intenso processo de selecdo e cruzamento, que resultou na obtengédo de muitas cultivares
locais adaptadas as mais variadas condicGes de solo e clima do Brasil (DELWING et al., 2007).
A adaptacdo da cultura do meloeiro na regido Nordeste do Brasil se deu devido as condicdes
edafoclimaticas favoraveis, pois o clima semiarido € propicio ao desenvolvimento da planta, a
produtividade e a qualidade dos frutos (MOURA et al., 2011).

A origem histérica do meloeiro segue sendo motivo de debates. Alguns estudiosos
acreditam que a espécie teve origem na Africa, por apresentar 0 mesmo ndmero de
cromossomo, observado em muitas espécies africanas (KERJE; GRUM, 2000; DHILLON et
al., 2007). Ja outros pesquisadores acreditam que a Asia é o centro de origem da espécie, uma
vez que Cucumis picrocarpus F. Muell. e C. melo, ambas da Austrélia, sdo espécies irmés e
provavelmente progenitores de Cucumis trigonus Roxburgh e Cucumis callosu (Rottler.) Cong,
-que sdo espécies Asiaticas (SEBASTIAN et al., 2010; JOHN, 2012). O centro-sul da Asia se
constitui o centro de diversificacdo primarios (TZITZIKAS et al., 2009), ja o centro secundario
compreende as regibes do leste asiatico e Mediterraneo (LOPEZ-SESE et al., 2003;
MONFORTE et al., 2004; BLANCA et al., 2012). No Brasil sua introducédo se deu pela regido
Nordeste, por escravos africanos e imigrantes europeus durante o século XVI (DELWING et
al., 2007).

A espécie C. melo é subdividida em duas subespécies em funcdo da presenca e
comprimento de pelos do ovério (JEFREY, 1980). Os gen6tipos cujo ovario sdo de pelos longos
pertencem a subespécie agrestis, ja 0s que possuem ovarios com pelos curtos sdo classificados
como sendo da subespécie melo. As variedades ou grupos botanicos acidulus, conomon,
momordica, makuwa, chinensis e tibish, pertencem a subespécie C. melo subsp. agrestis,
enguanto os grupos botanicos chate, flexuosus, adana, ameri, cantalupensis, chandalak,
reticulatus, inodorus e dudaim estdo inseridos dentro da subespécie C. melo subsp. melo
(PITRAT et al., 2013). E correto mencionar que algumas destas variedades ndo sdo bem
definidas, devido ao fato de grande parte de suas caracteristicas serem heterogéneas. Além

disso, os tipos intermediérios dificultam, em muitos casos, sua classificacdo (PITRAT, 2008).
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Dentro das variedades ou grupos boténicos, os tipos de mel6es comercializados no
Brasil sdo os Amarelo, Honey Dew e Pele de sapo, que pertencem a variedade botanica
inodorus e se caracterizam por serem frutos sem aroma, boa resisténcia ao transporte e elevada
conservacao pds-colheita. Os meldes do tipo Cantaloupe (americano), Charentais (europeu) e
Galia séo do tipo aromaticos e tem elevados teores de sélidos sollveis e baixa conservagao pos-
colheita (KARCHI, 2000). Esses tipos de meldes podem ser cruzados entre si, e as diferentes
caracteristicas fenotipicas podem ser combinadas e exploradas em programas de melhoramento,
proporcionado a producdo e obtencdo de genotipos superiores (PITRAT et al., 2000).

Apesar da grande diversidade de tipos de meldes cultivados na regido Nordeste, o tipo
Amarelo é 0 mais cultivado, devido provavelmente a suas caracteristicas peculiares, uma vez
que € de facil crescimento, apresenta bom ponto de colheita, ampla vida de prateleira e grande
demanda no mercado nacional e europeu (GUIMARAES et al., 2016).

A importancia socioecondmica da cultura do meloeiro se deve ao seu elevado valor
comercial associado a grande geracdo de empregos diretos e indiretos. Dentro deste cenario,
participam empresas de médio e grande porte, além dos agricultores familiares, que contribuem
significativamente com o agronegocio nacional (BUAINAIN; BATALHA, 2007; MOURA et
al., 2011).

Apesar do maior investimento em outros hortifritis (HORTIFRUTI, 2018), e das
questdes hidricas que tém gerado grandes dificuldades para a cadeia produtiva do meldo, a
producdo da fruta no Brasil segue solida. Mesmo com a longa estiagem nas regides produtoras
nos ultimos anos, as colheitas ainda se mantém estaveis. Apesar do Brasil ndo ser um grande
produtor mundial, as exportacbes brasileiras no ano de 2017 geraram uma receita de
162.916.237 milhdes de ddlares (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTICULTURA, 2018).
Para dar conta do mercado, o setor produtivo conta com cerca de 22 mil hectares, sendo 20 mil
na Chapada do Apodi, nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara (ANUARIO BRASILEIRO
DE HORTICULTURA, 2018), e cerca de 1,4 mil hectares na regido do Submédio do Vale do
Sdo Francisco, que compreende os estados de Pernambuco e Bahia (HORTIFRUTI, 2018).
Somente o estado do Rio Grande do Norte, responde por 70% do cultivo nacional do meloeiro.
Atualmente, cerca de 60% da producdo ¢ destinada para 0 mercado externo, o que coloca a fruta
como a mais exportada quando se utiliza o critério de percentagem de producio (ANUARIO
BRASILEIRO DE HORTICULTURA, 2018).

Apesar da sua alta adaptacdo as condic¢Oes edafocliméticas predominantes na regido
Nordeste do Brasil, devido ao seu cultivo intensivo varios fatores tém contribuido para a queda

da produtividade e da qualidade dos frutos, destacando-se a ocorréncia de doencgas (VIANA et
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al., 2001). Dentre as doencas que podem limitar a producdo do meloeiro, a mancha aquosa
causada por Acidovorax citrulli (Schaad et al.) Schaad et al. é responsavel pela depreciacéo do
fruto (OLIVEIRA et al., 2007), causando grandes perdas, que podem chegar a 100% (SALES
JUNIOR; MENEZES, 2001). A. citrulli ¢é classificada no Dominio Bactéria, Filo
Proteobacteria, Classe Betaproteobacteria, Ordem Burkholderiales, Familia Comamonadaceae,
Género Acidovorax. E uma bactéria em forma de bastonete, Gram negativa, aerobica e mével
por um flagelo polar (SCHAAD et al., 1978).

2 - Mancha Aquosa do Meloeiro

A mancha aquosa do meloeiro comegou a ganhar importancia ap6s surtos epidémicos
em campos de melancieira nos Estados Unidos (EUA) no final da década de 80 e inicio da
década 90 (WALL etal., 1990; SOMODI et al., 1991). Desde entdo, tem sido relatada em quase
todos os continentes, estando presente nos seguintes paises: Brasil, Costa Rica, Trindade e
Tobago, Estados Unidos, China, Japdo, Coreia, Taiwan, Tailandia, Grécia, Australia, Guame e
Ilhas Mariana do Norte (EPPO, 2018). Em meloeiro, o primeiro relato da mancha aquosa
também se deu nos EUA, mais precisamente no Texas, com incidéncia em mais de 50 % dos
frutos produzidos em campo (ISAKEIT et al., 1997). No Brasil, embora ja tivesse sido
assinalada nessa cultura nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (ROBBS et al., 1991),
foi somente em 1997, época em que foi detectada no Rio Grande do Norte, que a bactéria
apresentou impacto econémico para o0 meloeiro devido aos altos indices de infec¢do (ASSIS et
al., 1999). Posteriormente, foi registrada no Ceara (SANTOS; VIANA, 2000), Rio Grande do
Sul (UENO et al., 2003), Minas Gerais (MACAGNAN et al., 2003), Pernambuco, Bahia
(MARIANO; SOUZA, 2004) e Piaui (Figura 1) (ATHAYDE SOBRINHO; NORONHA;
BELMINO, 2007; CONCEICAO et al., 2017). Em melancieira a doenca ja foi assinalada em

alguns estados, mas sem causar perdas relevantes (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo de Acidovorax citrulli no territorio brasileiro (Adaptado de SOUZA et
al., 2016).

BA-Bahia
CE-Ceara

MG-Minas Gerais
PE-Pernambuco
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SP-S3o Paulo
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@ Meloeiro

A Melancieira V

Os sintomas da doenca podem se manifestar em diferentes 6rgdos da cultura como
também em qualquer fase de desenvolvimento da planta. Nas plantulas os sintomas ocorrem
nos cotilédones, onde se observam manchas com aspecto oleoso, e com a intensificacdo da
doenca as manchas se tornam necraticas, a plantula entrar rapidamente em colapso, murcha e
morre (VIANA et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2006). Em condi¢des favoraveis de temperatura
e umidade em estufa, podem ser observados tombamento e cancros (rachaduras no caule). Nas
folhas os sintomas se manifestam como pequenas manchas encharcadas, que se expandem e se
tornam manchas necréticas se estendendo ao longo das nervuras, podendo ser confundidas com
outras doengas. Geralmente as lesfes variam do marrom claro ao marrom avermelhado
(HOPKINS, 1994), séo pequenas, encharcadas e angulares (WIEBE; HOPKINS; WALCOTT,

2004), com ou sem halo (HOPKINS et al.,1996). Nos ramos, as lesdes sdo encharcadas podendo
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ou ndo se tornarem necréticas (WIEBE; HOPKINS; WALCOTT, 2004; WECHTER et al.,
2011). No geral, os sintomas mais comuns e facilmente diagnosticados ocorrem nos frutos, que
exibem pequenas manchas oleosas que se expandem e se tornam marrons necroticas. O sintoma
de rachadura em frutos é mais observado no grupo boténico cantalupensis (WECHTER et al.,
2011). Na parte interna do fruto ocorre uma podridao seca devido a colonizagéo bacteriana na
polpa (SANTOS; VIANA, 2000). Alguns sintomas da doenca sdo observados na Figura 2.

Figura 2. Sintomas da mancha aquosa em meloeiro. Plantula: lesdes face adaxial (A) e abaxial

(B) das folhas cotiledonares; planta: lesdes cloréticas e necréticas na face adaxial das folhas (C,

E) e lesdes aquosas na face abaxial (D); fruto: manchas oleosas na casca (F) e podridao seca na
polpa (G) (Fonte: Assuncdo, 2019).

O ciclo da mancha aquosa inicia-se a partir de sementes contaminadas que originam
plantulas doentes, que sdo responsaveis pelo aumento de mudas infectadas. A bactéria
dissemina-se para plantas vizinhas a medida que as plantas vao crescendo no campo. As lesdes
nas folhas sdo a principal fonte de in6culo para desenvolvimento dos sintomas nos frutos
(HOPKINS, 1994). Os frutos maduros infectados deixados no campo servem como fonte de
indculo para plantas sadias (LATIN, 1996) e os frutos colhidos, servem como fonte de indculo
limitada na pés-colheita (MARIANO; SOUZA, 2004). Sementes de frutos sintomaticos e
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assintomaticos podem originar plantulas com sintomas tipicos da doenca (CARVALHO et al.,
2013).

Tanto no Brasil como em outros paises as epidemias desta bacteriose se devem a alta
transmissibilidade e rapida disseminacdo de A. citrulli pelas sementes e desenvolvimento da
doenca sob condigdes favoraveis (ZAMBOLIM et al., 2011). A transmissdo da bactéria por
sementes, pode chegar a 63% (WALCOTT et al., 2003; FESSEHAIE; WALCOTT 2005) e
merece atencdo especial, ja que é responsavel pela introducdo da doenca em areas livres.
Acredita-se que no Rio Grande do Norte a mancha aquosa tenha sido introduzida pela
importacdo de sementes contaminadas (ASSIS et al., 1999). Além disso, A. citrulli sobrevive
eficazmente por periodos maiores que 30 anos em sementes de meloeiro e melancieira (DUTTA
etal., 2016). Temperaturas elevadas e dias ensolarados com chuvas ao entardecer sdo condicdes
favoraveis para que os sintomas da doenca se desenvolvam e a bacteriose dissemina-se sobre
folhas e frutos mais rapidamente (HOPKINS et al., 1992).

A bactéria penetra nas folhas de meloeiro através dos estdmatos e ferimentos e
permanece nos espacos intercelulares dos tecidos infectados. Nos frutos, a penetracdo ocorre
via estdmatos e lenticelas e, devido a deposicdo de ceras na superficie dos frutos maduros, 0s
frutos verdes sdo mais propicios a penetracao por A. citrulli (SILVA NETO et al., 2006). No
entanto, os sintomas da doenca nos frutos s6 aparecem quando estes estdo proximos a
maturidade de colheita (WALCOTT, 2005). Nas sementes, a bactéria ao penetrar pelo pericarpo
do ovario da flor resulta na contaminacdo superficial da casca e camadas do perisperma-
endosperma, e quando a penetragdo ocorre através do pistilo, ha deposi¢do no embrido (DUTTA
et al., 2012a).

Além das sementes, A. citrulli sobrevive em plantulas voluntarias e em hospedeiros
alternativos presentes nos campos de producdo, como as cucurbitaceas nativas: bucha (Luffa
cylindrica Roemer) (SANTOS; VIANA, 2000), cabaca (Lagenaria vulgaris Ser.) (VIANA et
al., 2000), meldo-de-sao-caetano (Momordica charantia L.) e meldo-pepino (Cucumis melo
var. cantalupensis Naud.) (OLIVEIRA et al., 2003).

3 - Manejo da Mancha Aquosa

Para 0 manejo da mancha aquosa se faz necessario a integracao de varias medidas de
controle, nas diferentes etapas do processo de producdo de sementes, mudas e frutos
(BURDMAN; WALCOTT, 2012).
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A detecgdo de A. citrulli em sementes e eliminacdo de plantas doentes durante o
transplante, bem como nos campos de producdo, sdo as medidas mais efetivas de manejo da
mancha aquosa (BAHAR et al., 2008; HOPKINS; LEVI, 2008).

Como as sementes contaminadas constituem a fonte primaria de in6culo, tanto no campo
como também em estufas (HOPKINS; THOMPSON, 2002), o foco do manejo se da
principalmente no tratamento de sementes. Diante disso, varios trabalhos foram desenvolvidos
com o objetivo de eliminar a bactéria da semente. Estes incluem o tratamento quimico com
sulfato de estreptomicina 0,1%, kasugamicina 0,1% e oxicloreto de cobre 0,5% (SILVA NETO
et al., 2003); tratamento com calor seco, exposi¢do por 9 h ao gas cloro (STEPHENS et al.,
2008); 4gua eletrolisada &cida (FENG et al., 2009a); e tratamento de sementes e plantulas com
bactérias benéficas, tais como Paenibacillus lentimorbus MENZ2 e Bacillus sp. RAB9
(MEDEIROS et al., 2009). No entanto, nenhum dos tratamentos realizados até 0 momento foi
capaz de eliminar a bactéria de forma eficiente, provavelmente devido o indculo estar nos
tecidos internos da semente (BURDMAN; WALCOTT, 2012; RANE; LATIN, 1992). Uma
outra forma de manter os campos de producéo livre dessa bacteriose é a otimizacdo da detecgédo
do patdégeno em sementes atravées da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BAHAR et al.,
2008).

Para 0 manejo em estufa de producdo de mudas algumas praticas sdo recomendadas:
aquisicdo de sementes livres da contaminacdo por A. citrulli; inspeces frequentes das
sementeiras e, caso se encontre plantulas com sintomas da mancha aquosa, as mesmas devem
ser destruidas, bem como as plantas vizinhas num raio de 5 metros, higienizacao (esterilizacéo)
de estufa, bandejas e substrato; pulverizacdo das plantulas com produtos a base de cobre
aplicados preventivamente; inspecdo das areas ao redor das estufas e destruicdo de ervas
daninhas e outras espécies voluntarias pertencente a familia das cucurbitaceas nas areas de
plantio, pois podem abrigar o patdgeno. Destas préaticas, as mais comumente empregadas sdo a
desinfestacdo do material usado em casa de vegetacédo (hipoclorito; amonia quaternaria); evitar
fluxo de pessoas e manuseio de plantas desnecessario; destruir restos vegetais (queimar);
manter baixa umidade e eliminar dgua livre nas folhas; fechar as abas laterais da estufa durante
0s periodos de vento; evitar manejar as plantulas quando estiverem molhadas; e 0 uso de
barreiras entre as bandejas (HOPKIN; WALCOTT, 2001).

Uma vez que a bactéria tenha sido introduzida no campo esta bacteriose s6 pode ser
manejada usando maultiplas aplica¢des com produtos quimicos que contenham cobre, tais como
hidroxido, sulfato e oxicloreto de cobre (HOPKINS, 1991; HOPKINS; THOMPSON, 2002).

Como estes produtos ndo sdo sistémicos € necessario que tenham uma boa cobertura e retencao
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na folha (RITCHIE, 2004), e para que tenham maxima eficiéncia devem ser aplicados de forma
preventiva (BURDMAN; WALCOTT, 2012). Contudo, esses produtos ndo tém demonstrado
eficiéncia o que vem levantando preocupacgdes quanto ao surgimento de isolados resistentes ao
cobre (LATIN; HOPKINS, 1995; WALCOTT et al., 2004; WECHTER et al., 2011).

Outras medidas de controle também tém sido adotadas nos campos de producdo de
frutos, como: rotacdo de culturas por pelo menos trés anos; evitar o plantio em periodos
chuvosos; efetuar adubacéo equilibrada (VIANA et al., 2000); erradicar plantulas e plantas com
sintomas, assim como as plantas voluntarias (DIAS et al., 1998); eliminar cucurbitaceas
silvestres, como a bucha e 0 meldo-de-sdo-caetano (VIANA et al., 2000); destruir restos de
culturas, principalmente quando o campo estiver infectado; evitar circulagdo de pessoas ou
implementos no campo sobre condic¢des de chuva, orvalho ou mesmo irrigacdo (VIANA et al.,
2000).

O conjunto dessas medidas tem possibilitado a reducdo das perdas em plantios de
diversas partes do mundo, no entanto, novas epidemias vém sendo assinaladas, o que indica a
necessidade da busca de novas alternativas para conter a doenca.

Mundt (2014) considera a resisténcia de plantas hospedeiras a forma mais eficiente de
manejo para doengas causadas por bactérias fitopatogénicas. Além do uso de cultivares
resistentes, a busca por plantas detentoras de metabolitos secundarios com atividade biol6gica
contra fitopatdgeno pode se tornar uma nova opcao para 0 manejo das doencas de plantas
(CASTRO, 2010).

4 - Fontes de Resisténcia Genética a Mancha Aquosa

Provavelmente a mais significativa contribuicdo do melhoramento genético de plantas
a agricultura seja a obtencdo de cultivares resistentes a fitopatdgenos. Uma vez que, para
algumas culturas de importancia econdmica, este método de controle pode ser o Unico
disponivel, de facil implementacdo pelos produtores, mais econémico, além de ser menos
danoso ao meio ambiental (LOPES; BOITEUX, 2012). E fundamental para o melhorista ter a
sua disposi¢do o maior numero possivel de genotipos detentores de genes de resisténcia, o que
possibilita maiores chances de obtencdo de cultivares comerciais resistentes a fitopatdgenos.
Uma primeira acdo é a identificacdo de fontes de resisténcia no germoplasma disponivel para
ser incorporado em linhagens elite e em etapas subsequentes do programa visando resisténcia
genética a um determinado fitopatdgeno (SALES JUNIOR et al., 2015).

O meloeiro é considerado a espécie mais polimdérfica do género Cucumis para um

grande numero de caracteres (LUAN et al., 2009). Portanto, a escolha dos genotipos a serem
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utilizados como doadores estd diretamente relacionada com o sucesso do programa de
melhoramento, por isso, € fundamental uma escolha criteriosa dos genitores a serem
recombinados (THUROW,; CASTRO; PEREIRA, 2018).

Até 0 momento ndo existe nenhuma variedade imune a mancha aquosa para melancieira
e meloeiro, apesar da grave ameaga representada por A. citrulli (BAHAR et al., 2009). As
dificuldades encontradas tém sido atribuidas principalmente as diferencas nas condicGes
experimentais (HOPKINS; THOMPSON, 2002c; ARVALHO et al., 2013). Além disso,
interferem nos resultados da selecdo a heterogeneidade genética relativamente alta dentro dos
acessos em comparagdo com cultivares comerciais (BUSO et al., 2004; BAHAR et al., 2009),
a capacidade de A. citrulli infectar os 6rgdos de plantas em diferentes estagios fenoldgicos da
cultura (BAHAR et al., 2009) e a alta variabilidade genética dos isolados da bactéria
(WALCOTT et al., 2000, 2004; BURDMAN et al., 2005).

Embora a resisténcia a mancha aquosa seja necessaria para todas as cucurbitaceas, 0
foco dos estudos nos ultimos anos tem sido atribuido a cultura da melancieira. Mudas de
melancieira foram encontradas variando significativamente na sua resisténcia a mancha aquosa,
sendo as cultivares Garrisonian, Mountain Hoosier e Wilhite Wonder consideradas as mais
resistentes (GOTH; WEBB, 1981). Os gen6tipos de melancia Pl 295843 e Pl 299378, foram
considerados fontes de resisténcia (SOWELL; SCHAAD, 1979), no entanto, entre os anos de
1989 e 1990, plantulas e frutos desses dois materiais, foram suscetiveis a mancha aquosa
(HOPKINS et al., 1993). Hopkins e Thompson (2002), testaram 1.344 gendtipos de Citrullus
spp. e Praecitrullus fistulosus (Stocks) Pangalo, sob condicGes climaticas de inverno e verdo.
Com base em avaliagdes de casa vegetacdo e campo, 0s genotipos Pl 482279, Pl 494817, PI
500303, PI1 500331 e PI 482246 obtiveram a menor porcentagem de doencas em folhas de
melancieira em condicdes de campo e foram consideradas as melhores fontes de resisténcia.
No Brasil, genotipos de melancieira pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma de
Cucurbitéceas para o Nordeste Brasileiro (BAG) da Embrapa Semiérido, foram inoculados com
A. citrulli em diferentes estadios de desenvolvimento da planta: sementes (74 genotipos),
plantulas e plantas antes da floracdo (29 gendtipos) e plantas durante a floragdo e frutificacdo
(7 gendtipos). Nenhum gendtipo foi imune a mancha aquosa e a maioria apresentou varia¢do
em resposta a resisténcia. Porém, os genodtipos BGCIA 979, BGCIA 34 e ‘Sugar Baby’
mostraram altos niveis de resisténcia na maioria dos estadios de desenvolvimento da planta,
indicando possuirem genes para resisténcia a mancha aquosa (CARVALHO et al., 2013).

S6 mais recentemente foram avaliados genotipos de meloeiro a procura de fontes de

resisténcia a mancha aquosa. Bahar et al. (2008) selecionaram 15 cultivares comerciais e 20
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linhagens de meloeiro selvagens, onde foram observadas diferencas significativas no nivel de
susceptibilidade a doenca. Gendtipos de meloeiro apresentaram reacdes diferentes a mancha
aquosa, porém alguns resultados consistentes foram encontrados, sendo selecionadas duas
cultivares (ADIR339 e 6407) resistentes, quando sementes foram bacterizadas e plantulas
inoculadas e duas linhagens (BLB-B e EAD-B) resistentes no ensaio em que as sementes foram
bacterizadas. Trezentos e trinta e duas plantas de Cucumis spp. foram avaliadas quanto a
resisténcia mancha aquosa, e apenas 0s genotipos Pl 353814, Pl 381171, Pl 536573 e PI
614401, todos pertencentes a C. melo e P1 504558 (C. ficifolius A. Rich.) foram selecionados
por apresentarem algum nivel de resisténcia (WECHTER et al., 2011).

No Brasil, Buso et al. (2004), avaliaram 76 gen6tipos do Banco Ativo de Germoplasma
de Meldo da Embrapa Hortalicas e encontraram cinco genoétipos [4 (CNPH 83-068, Sib do
Valéncia), 7 (CNPH 83-101, Golden Charm), 29 (CNPH 00881, AF 646), 33 (00-852, Summet
F1) e 39 (CNPH 01-925, Seminole)] com um certo grau de resisténcia com relacdo aos demais,
no entanto ambos susceptiveis a mancha aquosa. Até o momento, apenas essa pesquisa foi
conduzida com o objetivo de selecionar fontes de resisténcia a mancha aquosa em meloeiro nas
condicdes brasileiras (regido Nordeste). No entanto essa selecdo deve ser feita de forma regional
devido a grande influéncia dos fatorem ambientais no desenvolvimento da mancha aquosa, 0
que reforca a necessidade da busca de novas fontes de resisténcia genética a doenca.

Os estudos mais recentes envolveram a identificacdo de Quantitative trait loci - QTLS,
regibes do genoma responsaveis pela expressdo de caracteres fenotipicos.  Mapear um QTL
significa identificar sua posi¢do no genoma e estimar seus efeitos genéticos (TOLEDO et al.,
2008). Branham et al. (2019), identificaram seis QTLs em Citrullus amarus Schrad. associados
a resisténcia a mancha aquosa, e concluiram que a resisténcia genética a mancha aquosa €
complexa, fortemente influenciada pelos fatores ambientais, de baixa herdabilidade e de

significativa interacdo genotipo-ambiente

5 - Extratos Vegetais no Controle de Bactérias

Os defensivos agricolas tém sido considerados a solugdo mais eficiente para controlar
as doencas das plantas cultivadas. No entanto, esses mesmos defensivos, além de contaminarem
os alimentos e meio ambiente, induzem resisténcia aos fitopatdégenos, o que torna muitos deles
ineficazes (SILVA et al., 2016). Nesse sentido, tem sido constante a busca por produtos
alternativos efetivos e ecologicamente corretos, que possam fornecer multiplos e diferentes
modos de acdo com baixo risco e que acarrete um menor dano ao meio ambiente (REUVENI,
2019).



22

Dentro deste contexto, cresce cada vez mais o interesse por parte dos pesquisadores por
novas opgdes para o controle de doengas na agricultura, e os extratos vegetais sao uma
alternativa em potencial (CHOI et al., 2008). E sabido que os metabélitos secundarios
encontrados nos tecidos vegetais, como 0leos essenciais e extratos vegetais, possuem atividades
citotoxicas, inseticidas, acaricidas, antifingicas e antibacterianas (TEPE et al., 2004). Além
dessa atuacdo direta contra patdgenos, também podem atuar na indugdo de resisténcia de
plantas, devido a caracteristicas elicitoras (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grupos principais: compostos
fendlicos, terpenoides e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os compostos fendlicos sdo
derivados do &cido chiquimico e &cido meval6nico, como os flavonoides, taninos e ligninas; os
terpenos sdo produzidos a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-
fosfoglicerato (no cloroplasto), a exemplo de 6leos essenciais, saponinas, carotenoides e a
maioria dos fitoreguladorres; e os alcaloides sdo provenientes de aminoacidos aromaticos
(triptofano e tirosina), os quais sdo derivados do acido chiquimico e de aminodcidos alifaticos
(ornitina, lisina), como a nicotina, cafeina e vincristina (ALVES, 2001; PERES, 2004).

O mecanismo de acdo de muitos metabdlitos antimicrobianos é complexo, e pode nao
ser a consequéncia de uma a¢do em um unico alvo. Por exemplo, compostos fendlicos estdo
envolvidos em diferentes mecanismos de agéo, os quais incluem ruptura da membrana, ligagéo
a proteinas, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo enzimatica, producdo de complexos na
parede celular, formacdo de pontes de dissulfeto e intercalagdo com parede celular e/ou DNA,
entre outros (BOZDOGAN; APPELBAUM, 2004). Da mesma maneira, a agdo antimicrobiana
dos alcaloides pode ser na parede celular e/ou constituintes de DNA; enquanto, os terpendides
atuam na ruptura das membranas (COWAN, 1999).

O Brasil possui a maior diversidade de plantas do mundo, cerca de 20% da flora mundial
(GIULIETTI, et al 2005; 2009) e nas regides Norte e Nordeste concentram uma grande parcela
dessa diversidade. O dominio fitogeografico Caatinga ocupa 60% do territério da regido
Nordeste, compreendendo uma area de aproximadamente 826.411 km? (MMA/IBAMA, 2010),
abrangendo os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas,
Bahia, sul e leste do Piaui e norte de Minas Gerais. E composto por uma infinidade de plantas,
usadas tanto na culinéria popular como também no tratamento de doencgas. Apesar da grande
diversidade de plantas da Caatinga, ainda existem poucos estudos sobre o potencial de
compostos bioativos provenientes das plantas dessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2007,
VIEIRA et al., 2016).
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A maioria das pesquisas com plantas do dominio Caatinga esta voltada para o tratamento
de infecgdes bacterianas em humanos. Ahameethunisa e Hopper (2010), observaram amplo
espectro de atividade antibacteriana do extrato de Artemisia nilagirica (Clarke) sobre onze
patdgenos clinicos: Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers; Yersinia enterocolitica
(Schleifstein and Coleman) Frederiksen; Basillus subtilis (Ehrenberg) Cohn; Enterococcus
faccalis (Andrewes and Horder) Schleifer and Kilpper-Balz; Klebsiella pneumoniae (Schroeter)
Trevisan; Salmonella typhi (Schroeter) Warren and Scott; Staphylococcus aureus Rosenbach;
Enterobacter aerogenes Hormaeche and Edwards; Proteus vulgaris Hauser; Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter) Migula e Shigella flexneri Castellani and Chalmers. As andlises
fitoquimicas mostraram presenca de compostos biolégicos com atividade antimicrobiana, como
alcaloides, aminoéacidos, flavonoides, fendis, taninos e terpenoides.

A acdo antibacteriana de 24 extratos de plantas da Caatinga foi avaliada no controle de
P. aeruginosa (patégeno humano oportunista), sendo selecionados quatro extratos com
potencial antagbnico, dos quais trés deles [Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett e Myracrodruoun urundeuva Alleméao]
apresentaram atividade antibiofilme e foram associados a completa inibi¢do do crescimento da
bactéria (TRENTIN et al., 2014).

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de sementes de Syagrus coronata (Mart.)
Becc. foi testada in vitro na reducdo do crescimento de 17 isolados de S. aureus incluindo
isolados resistentes, e a maioria (68,75%) foi sensivel (BESSA et al., 2016). Outros estudos
também revelaram que as plantas desse dominio apresentam eficiéncia contra doengas causadas
por Staphylococcus epidermides (Winslow and Winslow) Evans (TRENTIN et al., 2011) e P.
aeruginosa (SILVA et al., 2015). Os resultados promissores obtidos com patégenos humanos
impulsionaram as pesquisas com fitopatdgenos.

Pouco se sabe sobre o verdadeiro potencial dos extratos vegetais da Caatinga no controle
de doencas bacterianas em plantas. Os estudos ainda estdo em fases iniciais e a maioria envolve
apenas testes in vitro. O extrato foliar de A. nilagirica apresentou atividade antibacteriana aos
fitopatdgenos Erwinia sp.; Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson; Pseudomonas
syringae Van Hall e Clavibacter michiganensis Corrig. (Smith) Daviset al.
(AHAMEETHUNISA; HOPPER; 2010).

Silva et al. (2016) determinaram a concentracao inibitéria minima (CIM) de 12 extratos
aquosos sob Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., Xanthomonas campestris pv.
campestris (Pammel) Dowson, Pectobacterium carotovorum subsp. corotovorum (Jones)

Hauben et al. e A. citrulli. Destacaram-se 0s extratos de Anadenanthera colubrina var. cebil
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Griseb., Croton pedicellatus Kunt. e Eugenia brejoensis Mazine com amplo espectro do efeito
inibitério (CIM 3,12 a 12,5 mg/mL™?) sob as quatro espécies bacterianas.

O extrato aquoso de Jacaranda rugosa A. H. Gentry apresentou atividade
antimicrobiana superior a 90%, enquanto Harpochilus neesianus Mart. ex Nees e Myroxylon
peruiferum LF apresentaram atividade antibiofilme superior a 50% para os isolados de R.
solanacearum testados. Contudo, Croton heliotropiifolius Kunth mostrou ambas as atividades,
sendo assim muito promissor para aplicacdo no controle deste fitopatdgeno (Malafaia et al.,
2018).

Recentemente, Conceicdo (2019) avaliou o efeito de cinco extratos de plantas da
Caatinga no controle da mancha aquosa em condi¢des de casa de vegetacdo. Sementes de
meloeiro foram inoculadas com A. citrulli por infiltracdo (3,4 x 107 UFC/mL?), e
posteriormente imersas nas solugdes dos extratos brutos em concentracdes minimas inibitdrias
(CIM), tendo sido observados aumentos dos periodos de incubacédo e reducGes dos indices da
doenga de até 75,6 % com os extratos brutos de Ximenia americana L., Maytenus rigida Mart.
e Schinopsis brasiliensis Engl., e uma CIM = 6,25 mg/mL sobre a bactéria com o extrato de
Libidibia ferrea (Mart. Ex Tul.) L. P. Queiroz). Os extratos de S. obtusifolium (bruto) e S.
brasiliensis (CMB = 25 mg/mL) também se destacaram na prote¢do das plantulas de meloeiro
com reducdo do indice da mancha aquosa.

Visando obter novas estratégias para 0 manejo da mancha aquosa em meloeiro, este
trabalho teve como objetivos: a) avaliar a resisténcia de acessos de C. melo obtidas da colecéo
ativa de germoplasma da Universidade Federal de Mossoré - UFERSA inoculados com A.
citrulli em diferentes estadios fenoldgicos e a estabilidade da resisténcia a multiplos isolados
do patdgeno; e b) selecionar extratos de plantas da Caatinga com eficiéncia no controle da

mancha aquosa.
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Capitulo 11

Novas fontes de resisténcia a mancha
aquosa em diferentes estadios
fenologicos do meloeiro e maltiplos
Isolados de Acidovorax citrulli
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Resumo A mancha aquosa, causada por Acidovorax citrulli, € uma das principais doencas da
cultura do meloeiro. Até o momento ndo existe cultivar comercial resistente a doenca e as
medidas de manejos ndo tém se mostrado eficientes. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
identificar acessos de meloeiro com fonte de resisténcia genética & mancha aquosa em
diferentes estadios fenologicos da planta e testar a estabilidade dos acessos a multiplos isolados
de A. citrulli. A severidade da doenca, estimada com auxilio de escalas descritivas, foi avaliada
pela inoculagdo de A. citrulli em sementes (55 acessos), plantulas e plantas antes da floracéo
(39 acessos). Apos o teste de estabilidade de seis acessos a trés isolados da bactéria (Aacl.39,
Aacl.43 e Aac5.3), foi avaliada a resisténcia em plantas nos estadios de floracéo e frutificacéo,
teste de transmissibilidade e analises de microscopia Otica e MEV com dois acessos
selecionados. A maioria dos acessos apresentaram respostas variadas (resisténcia vs.
suscetibilidade) para os diferentes estadios fenolégicos do meloeiro, sem imunidade expressa.
No entanto, os acessos I-136 e A-43, apresentaram altos niveis de resisténcia na maioria dos
ensaios e no teste de estabilidade. Os frutos desses acessos ndo apresentaram sintomas da
mancha aquosa e a transmissibilidade de A. citrulli pelas sementes foi de apenas 0,6% (1-136)
e 2,5% (A-43). Analises microscopicas evidenciaram poucas modificagdes estruturais e
temporal na colonizagdo de A. citrulli nos mesdfilo foliar desses acessos, que podem estar
relacionados a resisténcia. Com os resultados obtidos sugere-se que 0s acessos A-43 e 1-136
podem ser doadores de genes de resisténcia a mancha aquosa, os quais podem ser introduzidos

em cultivares comerciais via programa de melhoramento genético.
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Palavras chaves: bacterial disease, Cucumis melo, genotypes source, selection, microscopic

analysis

Introducéo

O meloeiro € uma cultura de importancia econémica para o Brasil, que tem na regiao
Nordeste os principais pélos produtivos, responsaveis por mais de 90% da producdo. O meldo
é a segunda fruta mais exportada em valor, e a primeira em volume, o que evidencia a relevancia
socioecondmica dessa cultura para o pais (Anuério Brasileiro de Fruticultura 2018). Em 1997
a mancha aquosa do meloeiro, causada por Acidovorax citrulli, foi assinalada no estado do Rio
Grande do Norte (Assis et al. 1999) e hoje encontra-se distribuida em mais sete estados (EPPO
2018), causando perdas de rendimentos variaveis, podendo chegar a 100% em condicOes
favoréveis de temperatura e umidade (EPPO 2014).

A atividade humana tem disseminado amplamente os isolados de A. citrulli, aumentando
seu impacto agricola global para as cucurbitaceas, especialmente para melancieira e meloeiro,
motivo pelo qual A. citrulli é considerada uma praga quarentenaria em varios paises (EPPO
2018). No Brasil a bactéria ndo é uma praga quarentenéria e a importancia econémica da
mancha aquosa esta restrita ao meloeiro (Carvalho et al. 2013), embora também ja tenha sido
assinalada em melancieira (Macagnan et al. 2003; Halfeld-Vieira and Nechet 2007).

A. citrulli pode infectar curcubitaceas cultivadas e selvagens em todas as fases de
crescimento, resultando em les6es em plantulas, planta, hastes e podridao de frutos (Hopkins
and Thompson 2002; Wechter et al. 2011; Popovicand and lvanovic 2015). Nos frutos os
sintomas sdo observados como lesdes inicialmente aquosas, que se tornam necroticas,
correspondendo internamente a uma podriddo seca (Oliveira et al. 2006; Wechter et al. 2011),
inviabilizando a comercializacdo. As sementes sdo a principal fonte de in6culo da bactéria
(Burdman and Walcott 2012), mas as mudas infectadas também podem resultar em ampla
disseminacdo, se distribuidas aos produtores (Branham et al. 2019). Além disso, as plantas
voluntarias contaminadas e ervas daninhas sdo capazes de manter o indculo da bactéria nos
campos de producdo (Latin and Hopkins 1995; Isakeit et al. 1998; Hopkins and Thompson
2002). Portanto, 0 manejo eficiente da mancha aquosa em meloeiro envolve um conjunto de
medidas de controle nas trés etapas do processo de producgéo (sementes, mudas e frutos).

Apesar das varias medidas adotadas no manejo da doenca, as quais incluem a utilizagéo

de sementes e mudas livres da bactéria, diversas préaticas culturais e pulverizacao das plantas
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com cupricos (Walcott 2005), novas epidemias da mancha aquosa ainda vém sendo assinaladas
em todo mundo (EPPO 2018). N&o existem cultivares comerciais de meloeiro resistentes a
mancha aquosa, o que seria uma forma eficiente de controle da doenca. A primeira acao € a
identificacdo de fontes de resisténcia no germoplasma para ser incorporado em linhagens elite
em etapas subsequentes de programa visando resisténcia genética a determinado patdégeno
(Sales Junior et al. 2015).

A maioria dos estudos com acessos, gendtipos, linhagens, plantas introduzidas e
cultivares em busca de fontes de resisténcia a mancha aquosa foram conduzidos em melancieira
(Sowell and Schaad 1979; Somodi et al. 1991; Hopkins et al. 1993; Hopkins and Thompson
2002; Carvalho et al. 2013; Shen Ma and Wehner 2015; Branham et al. 2019) e apenas trés em
meloeiro (Buso et al. 2004; Bahar et al. 2008; Wetcher et al. 2011), mas nenhum gendtipo
imune foi encontrado até o momento. Estudos de heranca da resisténcia em melancieira
indicaram que a resisténcia a mancha aquosa é atribuida a multiplos genes com um modo
complexo de heranga (Hopkins and Levi 2008). Recentemente, foram identificados QTLs
(quantitative trait locus) em Citrullus amarus associados a resisténcia a A. citrulli (Branham et
al. 2019).

Os resultados das pesquisas sugerem que a grande variacdo na resposta de resisténcia a
mancha aquosa pode ser explicada pela heterogeneidade genética relativamente alta dentro das
linhagens/acessos em comparacdo com cultivares comerciais (Buso et al. 2004; Bahar et al.
2009) e pela capacidade de A. citrulli infectar os érgdos de plantas em diferentes estagios de
desenvolvimento (Bahar et al. 2009). Para essas limitacdes, podem-se adicionar os efeitos das
condi¢Bes ambientais na resposta da resisténcia a mancha aquosa (Hopkins and Thompson
2002) e a alta variabilidade genética dos isolados de A. citrulli (Walcott et al. 2000, 2004;
Burdman et al. 2005).

A necessidade de fontes de resisténcia a mancha aquosa em meloeiro é indiscutivel.
Diante disso, o objetivo da pesquisa foi avaliar a resisténcia de acessos de meloeiro de uma
colecdo ativa de germoplasma da Universidade Federal de Mossor6 - UFERSA inoculados com
A. citrulli em diferentes estadios fenoldgicos e a estabilidade da resisténcia a maltiplos isolados
do patdgeno. Transmissao de A. citrulli pelas sementes e analises microscopicas dos tecidos de

acessos selecionados como fontes de resisténcia também foram realizadas.

Material e Métodos

Obtencéo dos isolados e preparo do inéculo



103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136

38

Os isolados CCRMACc1.12 (Aacl.12), CCRMACc1.39 (Aacl.39), CCRMAcl.43
(Aacl.43) e CCRMAC5.3 (Aach.3) de A. citrulli utilizados nos experimentos foram obtidos da
Colecdo de Culturas Rosa Mariano (CCRM) do Laboratorio de Fitobacteriologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil. Todos os isolados foram cultivados em
meio NYDA (Pusey and Wilson 1984) e mantidos em B.O.D. a 28°C por 48 h. Para as
inoculagdes as suspensdes foram ajustadas em espectrofotometro (Analyser®) a uma DOs7o de
0,25 que corresponde 3,4 x 10 UFC/mL. Tween 20 (0,005%) foi adicionado a suspens&o

bacteriana.

Fontes de germoplasma

Sementes de 55 acessos de meloeiro foram obtidas na Colecdo Ativa de Germoplasma
da Universidade Federal de Mossord (UFERSA) localizada em Mossoro, Rio Grande do Norte,
Nordeste do Brasil (Tabela 1). Os acessos encontravam-se preservados em cémara fria a
temperatura de 15°C e 40% de umidade relativa, e pertencem a diferentes grupos botanicos:
momordica (n = 29), cantaloupensis (n = 15), inodorus (n = 3), acidulus (n = 2), flexuosus (n =
2), chinensis (n = 1), conomon (n = 2) e makuwa (n = 1). A cultivar Goldex foi utilizada como

padrdo de suscetibilidade a mancha aquosa em todos 0s ensaios.

Inoculagdo em sementes

As sementes dos acessos de meloeiro foram imersas por 2 h em 20 mL da suspenséo de
A. citrulli e colocadas para secar por 16 h a temperatura ambiente (26 + 2 °C). Em seguida,
foram semeadas em bandejas de poliestireno® (JKS industrial Ltda.), contendo substrato
Basaplant® (Base Agro IndUstria e Comércio Ltda.) e mantidas em casa de vegetacio com
temperaturas e umidades relativas médias de 42,5 °C e 73%, respectivamente. Apl6s a
emergéncia, as plantulas foram postas em camara Umida por 24 h. A avaliacdo da severidade
da doenga foi realizada aos 10 dias apds o plantio (d.a.p.), com auxilio de uma escala descritiva
com notas variando de 0 a 5 (Araujo et al. 2005). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com quatro repeticdes constituidas por quatro plantulas cada.

Inoculagio em plantulas

As plantulas foram cultivadas em vasos de 200 mL, contendo substrato. Cinco dias ap0s
a germinacdo as folhas cotiledonares foram inoculadas com a suspenséo bacteriana até o ponto
de escorrimento. As plantulas foram mantidas em camera imida de pré e pos-inoculacdo por

24 h (Aragjo et al. 2005). Durante os dois ensaios a temperatura e a umidade relativa do ar
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médias na casa de vegetacao foram, respectivamente, de 32 °C e 69%. A severidade da doenca
foi avaliada aos 11dias apds a inoculacdo (d.a.i.), com auxilio de escala descritiva de Aradjo et
al. (2005) com notas variando de 0 a 5. Devido a problemas de germinacao foram avaliados
apenas 39 acessos de meloeiro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com

cinco repeti¢des constituidas por quatro plantulas cada.

Inoculacdo em plantas antes da floracéo

As plantas de 39 acessos foram cultivadas em vasos de 500 mL contendo substrato.
Dezoito dias ap6s a germinacéo, o primeiro par de folhas definitivas foi pulverizado com a
suspensdo bacteriana até o ponto de escorrimento (Silveira et al. 2003). As plantas foram
submetidas a camara Umida de pré e pos-inoculacdo por 24 h, e mantidas em casa de vegetacéo
com médias de 77,6% de umidade relativa do ar e 32 °C de temperatura. A severidade da doenca
foi avaliada aos 10 d.a.i. com auxilio de escala descritiva adaptada de Azevedo (1997), com
notas variando de 0 a 6, onde: 0, sem sintomas; 1, 1 a 5% de area foliar infectada; 2, 6 a 12%
de area foliar infectada; 3, 13 a 37% de area foliar infectada; 4, 38 a 62% de area foliar infectada;
5, 63 a 87% de area foliar infectada; 6, 88 a 100% de area foliar infectada. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des constituidas por quatro plantas

cada.

Estabilidade da resisténcia de acessos de meloeiros a multiplos isolados de A. citrulli

Seis acessos de meloeiro (CHA-F2, AC-16, A-43, C-61, 1-136 e 1-199), selecionados
nos ensaios anteriores, foram testados quanto a estabilidade da resisténcia aos isolados
CCRMACc1.39, CCRMACc1.43 e CCRMAC5.3 de A. citrulli, que possuem diferentes niveis de
agressividade ao meloeiro (Oliveira et al. 2007; Silva et al. 2016). Os procedimentos de plantio,
inoculacdo e avaliacdo foram os mesmos adotados no ensaio de inoculag¢do em plantas antes da
floracdo. Durante os ensaios, a temperatura e a umidade relativa do ar médias na casa de
vegetacdo foram de 32,6 °C e 68,6%, respectivamente. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes constituidas por quatro plantas cada.

Inoculacdo em plantas em estadios de floracéo e frutificacéo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com 0s acessos A-43 e 1-136,
selecionados no teste de estabilidade. O semeio foi realizado em bandejas de poliestireno®
preenchidas com substrato. Treze d.a.p. as plantulas foram transferidas para vasos de 5 L

preenchidos com mistura de solo preparado:substrato (3:1), suplementado com solucao
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nutritiva nas fases de plantula (nitrato de calcio 1767 g, nitrato de potassio 1100 g, MKP 440
g, sulfato de magnésio 900 g, quelatec 51 g, ultraferro 51 g e &cido borico 3,3 g) e floragéo
(nitrato de célcio 1050 g, nitrato de potassio 1500 g, MKP 500 g, sulfato de magnésio 950 g,
quelatec 60 g, ultraferro 60 g e &cido borico 4,25 g, cloreto de potassio 450 g e sulfato de
potéssio 300 g). As plantas foram tutoradas e irrigadas manualmente. Durante a florac&o, as
flores femininas foram cruzadas artificialmente na propor¢édo 3:1 (trés flores masculinas para
uma feminina), e inoculadas com a suspensao bacteriana, com auxilio de pulverizador manual,
até o ponto de escorrimento. Em cada planta, um fruto em estadio de maturacéo (60 d.a.p.) foi
novamente inoculado por pulverizagdo até o escorrimento, e avaliado 20 d.a.i. quanto a
incidéncia da doenca. A temperatura e a umidade relativa do ar médias na casa de vegetacdo
foram de 36,5 °C e 52%, respectivamente. O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado em arranjo fatorial, com cinco repeti¢cdes constituidas por um fruto/planta.

Teste de transmissdo em sementes

Sementes de meloeiro dos frutos obtidos no ensaio anterior, com sintomas da mancha
aquosa ou assintomaticos, foram extraidas, lavadas e secas a temperatura ambiente (28 = 2 °C)
por 20 dias. De cada fruto, 40 sementes foram semeadas em bandejas contendo substrato, em
casa de vegetacdo com 58,8 % de unidade relativa do ar e 34,8 °C de temperatura. Apés a
emergéncia, as plantulas foram submetidas a camara umida por 24 h e aos 10 d.a.p. avaliadas
guanto a incidéncia da doenca. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com

quatro repeticdes constituidas por 10 plantulas cada.

Analise de microscopia Optica do mesofilo de acessos de meloeiro com potencial para
resisténcia a mancha aquosa

Fragmentos do tecido de plantas de meloeiro com 18 d.a.p. foram coletados 48 e 72 h
apos inoculacdo (h.a.i.) das folhas dos acessos A-43 e 1-136 com A. citrulli (CCRMACc1.12). Os
fragmentos foram fixadas em FAA (formaldeido 37%, alcool etilico PA 70% e &cido acético
90%) e desidratados em diferentes concentracdes de &lcool, de acordo com protocolo de
Makizumi et al. (2011). Em seguida, foram submetidos a clarificagdo com xilol e infiltracéo,
inclusdo em parafina e montagem dos blocos com secgdo em microtomo em 3 um. OS cortes
obtidos foram colocados em lamina de vidro e corados com Hematoxilina-Eosina (Molinaro et
al. 2010). As imagens microscopicas (400 X) foram obtidas em microscépio de luz composto
(Nikon Eclipse INU) para inferéncias qualitativas. Adicionalmente foi mensurado o

comprimento correspondente da epiderme superior até epiderme inferior do mesofilo foliar
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(CTM), que inclui parénquima palicadico e parénquima esponjoso, no software NIKON
Elements.

Analise de microscopia eletronica do mesofilo de acessos de meloeiro com potencial para
resisténcia & mancha aquosa

As 48 e 72 h.a.i das folhas dos acessos de meloeiro A-43, 1-136 com A. citrulli
(CRCMAC1.12), fragmentos seccionados foram fixados em FAA, desidratados em alcool
etilico PA a 70%. Utilizou-se a metodologia adaptada de Fonseca et al. (2005) onde fragmentos
foram mantidos a -80 °C por 24 h e liofilizados. Apds esse periodo, as amostras foram
metalizadas com ouro a 10 nm em metalizador Desk V (DentomVaccum) e entdo foram
observadas em microscopio eletrénico de varredura (TESCAN, VEGA 3) a um campo de

emissdo de 15 kV, e as imagens digitais avaliadas.

Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram conduzidos duas vezes. Os dados obtidos foram
analisados por meio de testes de agrupamento (Scott-Knott), maxima diferenca significativa
(Tukey) ou ndo-paramétrico (Kruskal-wallis), ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando os
softwares SISVAR® (Ferreira 1992), Agrostat (versio 1.1.0.712) ou STATISTIX 9.0
(Analytical Software).

Resultados

Inoculacdo em sementes, plantulas e plantas antes da floracao

Os resultados das repeticGes dos experimentos de inoculagdo em sementes, plantulas e
plantas antes da floracdo foram semelhantes dentro de cada um e os efeitos dos experimentos
na severidade da mancha aquosa ndo foram significativos. Os dados dos dois experimentos
foram, portanto, reunidos para analise.

Verificou-se diferenca na reacdo dos acessos quando inoculados nos diferentes estadios
fenoldgicos da planta (Tabelas 1, 2, 3). Quando as sementes de 55 acessos de meloeiro foram
bacterizadas com a suspensdo de A. citrulli os acessos foram separados em trés niveis de
resisténcia a mancha aquosa (p<0,05) com notas de severidade variando de 0,1 a 1,0. Treze
acessos pertencentes do grupo 1 (C-22, C-91, Honey, AC-39, A-52, AC-19, A-50, A-51, A-23,
A-41, CHA-F2, C-61 e 1-199) foram os mais resistentes, com reduc¢éo da severidade variando

de 50 a 90% em relacéo a cultivar Goldex, padrdo de suscetibilidade (Tabela 1). No entanto,
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50% dos acessos apresentaram suscetibilidade a mancha aquosa similar ao controle. Nas folhas
cotiledonares observou-se uma baixa severidade da doenga.

No ensaio de inoculacdo em plantulas, 16 dos 55 acessos ndo germinaram, incluindo
AC-19 e A-23, que reduziram a severidade da doenca no ensaio de inoculacdo em sementes.
Dos 39 acessos restantes, a severidade da doencga variou de 0,4 para I-162 a 3,7 para C-91, que
foram numericamente os mais resistente e suscetivel a mancha aquosa, respectivamente (Tabela
2). A maioria dos acessos apresentaram algum nivel de resisténcia a mancha aquosa. Os cinco
acessos mais resistentes, 1-162, C-82, C61, 1-136 e AMA, com médias de severidade variando
de 0,4 a 1,5, diferiram significativamente (p<0,05) dos demais acessos e da cultivar Goldex
(3,0). As reducdes de severidade proporcionadas por esses acessos variaram de 46,7 a 86,7%.
Outros 17 acessos também apresentaram médias de severidade da doenca inferior ao tratamento
controle, variando de 1,6 a 2,2.

Em plantas inoculadas antes da floragéo, os acessos foram divididos em dois grupos e
apenas os seis acessos do grupo 1, CHA-F2, AC-16, A-43, C-61, 1-136 e 1-199, apresentaram
diferengas significativas (p<0,05) em relagdo ao controle, com médias de severidade da doenca
variando de 3,6 a 4,8 (Tabela 3).

Foi encontrada uma baixa correlacdo na reacdo de resisténcia/suscetibilidade para a
maioria dos acessos entre 0s ensaios de inoculagcdo em sementes, plantulas e plantas antes da
floracdo. Considerando o conjunto dos resultados, seis acessos que reduziram a severidade da
doenca em pelo menos um dos estadios fenoldgicos da cultura foram selecionados para o teste
de estabilidade a multiplos isolados do patdgeno: C-61 (semente, plantula e planta), CHA-F2 e
1-199 (semente e planta), I-136 (plantula e planta), e AC-16 e A-43 (planta).

Estabilidade da resisténcia de acessos de meloeiros a multiplos isolados de A. citrulli

A maioria dos acessos ndo mantiveram o comportamento dos ensaios anteriores,
apresentando-se suscetivel aos trés isolados de A. citrulli testados. Inclusive, alguns foram mais
suscetiveis do que a cultivar Goldex (Tabela 4). Nenhum acesso apresentou resisténcia ao
isolado CCRMAC5.3. Apenas 0 acesso A-43 manteve a resisténcia aos isolados CCRMACc1.39
e CCRMACc1.43, com nota de severidade da doenca de 1,0 e 1,2, respectivamente, e 0 acesso I-
136 ao isolado CCRMACc1.43 (1,8).

Inoculacdo em plantas em estadios de floracao e frutificacdo e transmissibilidade de A.

citrulli em sementes
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Os frutos dos acessos 1-136 e A-43 ndo apresentaram sintomas externos e nem internos
da mancha aquosa. No entanto, 15 frutos da cultivar Goldex (n = 20), apresentaram sintomas
externos, caracterizados como pequenas manchas circulares de aspecto oleoso, e destes, apenas
seis apresentaram sintomas internos iniciais.

Os frutos sintomaticos e assintomaticos abrigavam sementes contaminadas que
originaram plantulas com sintomas da mancha aquosa. A incidéncia da doenca nas plantulas foi
de 14,1% para a cultivar Goldex, de 2,5% para 0 acesso A-43 e apenas 0,6% para o acesso I-
136.

Analise de microscopia Optica do mesofilo de acessos de meloeiro com potencial para
resisténcia a mancha aquosa

As estruturas anatdbmicas dos acessos A-43 e I-136 visualizadas em microscopia Otica
de luz mostraram que o CTM (Tabela 5) do meséfilo ap6s colonizagdo de A. citrulli diferem.
O acesso 1-136 apresentou comportamento similar (p<0,05) a cultivar Goldex (72 h.a.i)
enguanto em A-43 0 CTM estava mais organizado, medindo 113,99 um.

No tecido do acesso 1-136 pode-se verificar espacos vacuolados nas células que indicam
areas infectadas com massa bacteriana ja apds 48 h da inoculacdo (Fig. 1 2b), que com o
progresso da infec¢do (72 h.a.i) também levam as células a colapsos do tecido parenquimatoso
(Fig. 1 3b), quando comparado ao tecido de 1-136 (Fig. 1 1b) ndo inoculado com A. citrulli.
Esse comportamento, embora em menor intensidade, é semelhante ao verificado no tecido de
Goldex as 48 h e 72 h.a.i (Fig. 1 2c, 3c), evidenciado pela grande vacuolizacéo do tecido, areas
colapsadas e massa bacteriana nos espacos intercelulares do parénquima. No entanto, nos
tecidos de A-43 poucas areas vacuolizadas foram observadas entre o tecido parenquimatoso 72
h.a.i (Fig. 1 3a), bem como éarea restrita de massa bacteriana, no qual indica que houve pouco
desenvolvimento de A. citrulli em tecido desse acesso. Em todas as testemunhas que
correspondem aos tecidos ndo inoculados dos genoétipos A-43 (Fig. 1 1a), 1-136 (Fig. 1 1b) e
Goldex (Fig. 1 1c) ndo foram observadas alteracdes celular e morfologica.

Esses resultados indicam que ha uma evidente diferenca temporal no acesso A-43,
considerado resistente a mancha aquosa, que demonstrou os danos celulares sé 72 h.a.i, daquele
suscetivel a doenca (Goldex) com alteragdes em nivel histologico observados 48 h.a.i da
bactéria. Os danos histologicos coincidem com a severidade da doenga observada nas folhas de

meloeiro (Fig. 1).
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Anélise de microscopia eletrénica do mesofilo de acessos de meloeiro com potencial para
resisténcia & mancha aquosa

Em nivel estrutural, observada pela MEV, pode-se verificar a diferenca dos acessos
quanto a resisténcia da infeccéo de A. citrulli sob a area foliar do meloeiro (Fig. 2). Os tecidos
do acesso A-43, 48 e 72 h.a.i ainda se mantiveram organizados (Fig. 2 2b, 3b), diferente do I-
136 que as 48 h.a.i (Fig. 2 2a) ja demonstrou uma significativa redugdo da organizacéo celular,
que ficou mais evidente 72 h.a.i (Fig. 2 3a), com tecido totalmente desestruturado em
consequéncia da rapida colonizacdo da bactéria (Fig. 2 2a), comportamento semelhante ao
verificado no tecido da Goldex 72 h.a.i da bactéria (Fig. 2 3c). No acesso 1-136 e Goldex (72 h
apos inoculacdo) muitos estbmatos abertos foram observados (Fig. 2 1c, 3c), provavelmente
pela intensa colonizacdo de A. citrulli nesta organela, enquanto que, no acesso A-43, o tecido
possuia poucos estdmatos abertos. Nos tecidos ndo inoculados (testemunhas) dos genotipos I-
136 (Fig. 2 1a), A-43 (Fig. 2 1b) e Goldex (Fig. 2 1c) ndo foram observadas alteracdes celular
e morfoldgica.

Sob MEV pode-se constatar que a observacdo de desorganizacdo estrutural do tecido
coincide com a maior colonizacdo da area foliar na ocasido da coleta (72 h.a.i) (dado nédo

apresentados), em comparacao a maior organizagéo celular do acesso A-43.

Discussao

A resisténcia de plantas é considerada uma das medidas em potencial para o controle da
mancha aquosa (Hopkins and Thompson 2002), entretanto, as dificuldades de encontrar fontes
de resisténcia sdo evidentes conforme pesquisas realizadas (Sowell and Schaad 1979; Somodi
et al. 1991; Hopkins et al. 1993; Hopkins and Thompson 2002; Buso et al. 2004; Bahar et al.
2009; Wetcher et al. 2011; Carvalho et al. 2013; Shen and Wehner, 2015; Branham et al. 2019).
Até agora, ndo foram desenvolvidas cultivares de cucurbitaceas com tolerancia ou resisténcia a
doenca.

Este estudo avaliou a resisténcia de acessos de meloeiro a mancha aquosa pela
inoculacdo de A. citrulli em sementes, plantulas, planta antes da floragéo, e plantas no estagio
de floracéo e frutificacdo. A selecdo de acessos resistentes utilizando esta abordagem pode ser
considerada mais efetiva, uma vez que a planta é infectada em varios estadios fenoldgicos
(Hopkins and Thompson 2002; Wechter et al. 2011; Popovicand and Ivanovic 2015), fato esse
considerado um obstaculo na selegdo para resisténcia (Bahar et al. 2009). Além disso, a
combinacdo de resultados obtidos fara com que as fontes de resisténcia a mancha aquosa sejam

mais confiaveis sob condi¢bes de ocorréncia natural da doenca (Carvalho et al. 2013).
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A selecéo de acessos resistentes por meio da inoculagéo de A. citrulli em sementes é de
grande importancia, visto que, os riscos de introducdo da bactéria para novas areas podem ser
viabilizados pelo uso de sementes contaminadas, ja que esta € a principal fonte de inéculo em
estufa e campo (Hopkins and Thompson 2002). A bactéria coloniza as sementes tanto externa
quanto internamente (Silva Neto et al. 2006), podendo ainda sobreviver na semente por mais
de 30 anos sob condiges ideais de armazenamento (Block and Shepherd 2008). A partir de
uma Unica semente contaminada em um lote, pode ocorrer a transmissdo da doenga em niveis
variando de 16,7 a 100% (Dutta et al. 2012).

No ensaio de inoculacdo em sementes, 50% dos acessos apresentara algum nivel de
resisténcia a mancha aquosa, com reducdo da severidade da doenca entre 30-90%. No entanto,
a severidade da doenca para todos os tratamentos, incluindo o controle, foi considerada baixa
(Tabela 1). Essa baixa severidade possivelmente esta relacionada a alta temperatura (42,5 °C)
na casa de vegetacdo durante os ensaios. Estes foram conduzidos no verao, onde predominam
dias com altas temperaturas, o que pode ter contribuido para a baixa severidade da doenca.
Embora umidade relativa e temperatura elevadas sejam condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento da mancha aquosa (Walcott 2005) observa-se em outros estudos de
inoculacdo de A. citrulli em sementes que as temperaturas eram mais baixas, em torno de 25-
32 °C (Bahar et al. 2009; Wechter et al. 2011; Carvalho et al. 2013).

Cerca de 29% das sementes ndo germinaram quando foi realizado o ensaio em plantulas,
0 que levou a uma reducdo do stand de acessos a serem avaliados. Problema de germinacdo de
semente é comum em estudos com germoplasmas, como também foi verificado por Wechter et
al. (2011) com plantas introduzidas de Cucumis sp.. Maior severidade da mancha aquosa foi
observada para 0s acessos no estadio de plantula (Tabela 2) com notas variando de 0,4 a 3,7,
quando comparado com o ensaio de inoculacdo em sementes, cujas médias de severidade
variaram de 0,1 a 1,0 (Tabela 1), considerando a nota 5, 0 maior grau da escala diagramatica,
para os dois ensaios. Mesmo assim, 56,4% dos acessos apresentaram algum nivel de resisténcia
a doenca, porém destes apenas C-61 e 1-199 também se destacaram entre 0os melhores em
sementes. A maior severidade da doenca pode estar relacionada as condi¢des de temperatura na
ocasido da realizacdo dos ensaios em plantulas, que foram em média de 32 °C, uma vez que foi
observada pouca variagdo na umidade relativa do ar (semente = 73%, plantula = 69%). Um
provavel efeito das condi¢cBes ambientais na resisténcia da cultivar/acessos a mancha aquosa
foi previamente sugerido para melancieira (Hopkins e Thompson 2002; Carvalho et al. 2013).
Além disso, meloeiros nos estadios inicial e final de desenvolvimento, ou seja, plantulas e

frutos, sdo mais suscetiveis a mancha aquosa (Bahar et al. 2009).
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Em plantas antes da floragéo foi observada uma elevada severidade da doenga, chegando
a nota maxima da escala (6) para alguns acessos. Seis acessos foram eficientes em reduzir a
severidade da doenca em até 36,8 %, dos quais quatro, C-61, CHA-F2, 1-136 e 1-199 (Tabela
3), estavam entre os melhores nos ensaios de semente e/ou plantula. As condi¢6es ambientais
nesse ensaio eram semelhantes ao de plantula, mas a severidade da doenga foi maior. Os
resultados obtidos sdo contréarios aos encontrados por Bahar et al. (2009) e Carvalho et al.
(2013), onde os autores observaram maior severidade da mancha aquosa no estadio de
desenvolvimento de plantula, tanto para meloeiro quanto para melancieira. Alguns
pesquisadores justificam a menor severidade da doenca em plantas, pelo fato de plantas adultas
serem relativamente mais resistentes a mancha aquosa, com sintomas muitas vezes
imperceptiveis (Latin and Hopkins 1995; Bahar et al. 2009; Burdman and Walcott 2012). Tanto
as infecgcdes nas plantulas quanto nas plantas sdo importantes no ciclo da mancha aquosa. O
transplantio de mudas de cucurbitaceas infectadas € responsavel pela disseminacéo do in6culo
a longas distancias (Hopkins et al. 1996) e, no campo, a bactéria é disseminada para as mudas
ou plantas vizinhas através de chuva e irrigacdo, solos infestados, insetos, equipamentos
agricolas, trabalhadores de campo (Wiebe et al. 2001) e aerossois (Hopkins et al. 1992). Lesdes
foliares contribuem para o desenvolvimento da mancha aquosa em frutos (Silva Neto et al.
2006; Burdman and Walcott 2012).

Além da variacdo ambiental, a heterogeneidade genética dos acessos pode ter sido
responsavel pelas variacdes nas reacdes de resisténcia quando estes foram inoculados em
diferentes estadios fenolégicos do meloeiro. Adicionalmente, parece que genes diferentes ou
outros mecanismos estdo envolvidos na resisténcia nos estadios de cotilédones versus folhas
verdadeiras (Watcher et al. 2011). A maioria dos acessos mostraram uma resisténcia
relativamente alta em um dos ensaios e um nivel intermediario no outro ou até mesmo alta
sensibilidade. O exemplo mais claro foi o do acesso C-91, classificado entre os mais resistentes
no ensaio em sementes (Tabela 1) e 0 mais suscetivel nos ensaios em plantulas (Tabela 2) e
plantas (Tabela 3). Apenas 0 acesso C-61 foi consistentemente classificado entre os acessos
mais resistentes nesses ensaios. [Essa variagdo na resposta a resisténcia a mancha aquosa
também foi detectada por Hopkins et al. (1993) ao testar os acessos de melancia Pl 295843 e
P1 299378 que foram previamente selecionados por Sowell and Schaad (1979). Carvalho et al.
(2013) também verificaram variagdes na resisténcia de acessos de melancia testados em
diferentes estadios fenoldgicos da cultura.

A selecdo de fontes de resisténcia deve considerar ndo apenas o0s diversos estadios

fenologicos da planta de meloeiro suscetivel a infeccdo, mas também a diversidade da
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populagéo de A. citrulli. Nos Estados Unidos foram encontrados dois grupos geneticamente e
fisiologicamente distintos de A. citrulli (Walcott et al. 2000, 2004). O Grupo |, formado por
isolados de uma vasta gama de espécies cucurbitaceas, incluindo o isolado do tipo ATCC29625,
ndo utilizam L-leucina e sdo moderadamente virulentas para o meldo cantaloupe, abdbora e a
abobrinha; o Grupo 11, isolados oriundos principalmente de melancieira, utilizam a L-leucina e
sdo mais agressivas para melancieira do que em outros hospedeiros. O conhecimento dos grupos
de A. citrulli existente em um determinado local pode ser valioso na triagem da resisténcia a
mancha aquosa (Walcott et al. 2000). No Brasil, estudo com 34 isolados de A. citrulli obtidos
de meloeiro, melancieira e meldo-pepino revelou baixa variabilidade na populacao e que todos
os isolados pertenciam a um Unico grupo, o que corresponde ao Grupo | (Silva et al. 2016). No
entanto, verifica-se que isolados possuem agressividade distintas quando inoculados em
meloeiro (Oliveira et al. 2007; Melo et al. 2014; Silva et al. 2016), fator importante a ser
considerado na melhoria, introducdo e producdo de cultivares resistentes para o controle da
mancha aquosa.

Considerando diminuir a possibilidade de selecionar resisténcia especifica para um
unico isolado da bactéria (Wechter et al. 2011), foi testada a estabilidade da resisténcia de seis
acessos, selecionados dos ensaios anteriores, a mais trés isolados de A. citrulli (CCRMACc1.39,
CCRMAC5.3 e CCRMAC1.43), no estadio fonoldgico de plantas antes da floracdo. Os
resultados obtidos mostram a importancia de testar mais de um isolado do patégeno, pois apenas
0s acessos A-43 e 1-136 comportaram-se como resistentes, e se mantiveram estaveis, frente a
dois ou um isolado de A. citrulli, respectivamente (Tabela 4), enquanto que 0s demais acessos
se comportaram como suscetiveis. E interessante notar que C-61, embora tenha apresentado um
bom desempenho nos trés ensaios anteriores, aparece como suscetivel a todos os isolados do
patdgeno no teste de estabilidade.

Para avaliacdo da resisténcia em frutos, foi escolhida a inoculacdo das plantas durante a
floracdo e apds a fertilizacdo. Sabe-se que A. citrulli pode penetrar através das flores e infectar
frutos e sementes (Walcott et al. 2003; Carvalho et al. 2013) e penetrar nos frutos via estdmatos
e lenticelas, sendo os frutos verdes mais susceptiveis & penetragdo por A. citrulli do que os
maduros (Wiebe et al. 2001; Silva Neto et al. 2006). Os sintomas da doenga nos frutos s6
aparecem quando estes estdo proximos a maturidade de colheita (Walcott 2005). Alta incidéncia
da doenca foi encontrada na cultivar Goldex, onde 75% dos frutos apresentavam sintomas
tipicos da mancha aquosa. Por outro lado, os frutos dos acessos 1-136 e A-43 estavam
assintomaticos. No entanto, o teste de transmissdo de A. citrulli por sementes dos frutos

confirmou o que ja foi dito em trabalhos anteriores por diferentes autores (Walcott et al. 2003;



441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474

48

Bahar et al. 2009; Carvalho et al. 2013), que frutos assintomaticos e sintomaticos podem abrigar
a bactéria na semente, principal via de disseminacdo. Essa é uma das dificuldades encontradas
pelos produtores de sementes na obtencdo de sementes livres de A. citrulli, especialmente sob
condicdes que ndo favorecem o desenvolvimento de sintomas no fruto (Bahar et al. 2009). No
presente estudo, uma pequena taxa de transmisséo foi observada em frutos assintomaticos dos
acessos 1-136 (0,6%) e A-43 (2,5%), correlacionando esses resultados com os obtidos no teste
de estabilidade (Tabela 4).

Dos 55 acessos de meloeiro testados, nenhum foi imune a mancha aquosa. Em geral, a
reacdo de resisténcia a doengas variou de acordo com os diferentes estadios fenoldgicos das
plantas, bem como diferentes isolados do patégeno. No entanto, os acessos 1-136 e A-43
mostraram altos niveis de resisténcia na maioria dos estadios fenologicos das plantas.

Essas consideracdes sdo reforcadas nas andlises microscopicas, que indicaram
diferencas estrutural e temporal na colonizag&o de A. citrulli nos mesdfilo foliar dos acessos A-
43 e 1-136 quando comparado com a cultivar Goldex, ja que grande colonizacdo (massa
bacteriana) € perceptivel 48 h.a.i em Goldex e em menor intensidade em 1-136, e apenas 72
h.a.i € observada pequena colonizacdo no acesso A-43 (Fig. 1, 2), o que pode ter contribuido
para a reducéo do progresso da doenca. S&o resultados que se assemelham aos observados por
Caldwell et al. (2017) na diferenciacdo da colonizacéo de Ralstonia solanacearum em raizes de
acessos de tomateiro suscetiveis e resistentes através da analise MEV e microscopia Otica,
sugerindo que é uma habilidade da cultivar considerada resistente, restringir a colonizacdo da
bactéria.

O impacto estrutural no tecido do mesolifo foi constatado, pois a maior organizagao
celular do meséfilo e da epiderme observada no acesso A-43 coincide com pouca ou nenhuma
lesdo necrotica sobre as folhas, em contraste com a desestruturacdo celular da Goldex e, em
menor intensidade, do acesso 1-136, onde lesbes necréticas de grande extensdo comprometeram
a area foliar da planta, no tempo de até 72 h.a.i da bactéria (Fig. 1). Esse comprometimento vai
além da estruturacéo e resisténcia do tecido a infecgdo, ele também afeta a fisiologia da planta.

A penetracdo da A. citrulli através dos estdbmatos ap6s inoculacdo da bactéria na folha
ja é conhecida (Silva Neto et al. 2006), e quando se verifica a ocorréncia das areas vacuolizadas
e desorganizacdo dos tecidos do parénquima, a alteracdo, resulta no sintoma morfoldgico de
mancha. Dessa forma, torna-se facil avaliar e mensurar a reacdo a doenca quanto a alteragdes
morfoldgicas.

Os resultados mostraram de forma qualitativa e quantitativa 0s acessos que possuem

maior potencial para resisténcia a mancha aquosa, e embora a forma de avaliar utilizada seja



475
476
477
478
479
480
481
482

483
484
485

486
487
488
489

490
491

492
493
494

495
496

497
498
499

500
501

49

considera simples e facil dentro do controle genético (Camargo 2018), € um resultado promissor
diante da inexisténcia até o0 momento de fontes de resisténcia de C. melo a bactéria A. citrulli
(Zhao and Walcott, 2018), que de acordo com Silva et al. (2016) é uma doenca endémica nos
cultivos comerciais no Nordeste brasileiro. Desta forma, os acessos A-43 e 1-136 podem ser
indicados como fontes de resisténcia genética em programas de melhoramento visando obter

acessos (linhagens e hibridos simples) resistentes a mancha aquosa.
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632  Tabela 1. Reacdo de acessos de meloeiro a mancha aquosa, através de inoculagdo de

633  Acidovorax citrulli em sementes.

634 Acesso  Sev!  Reducdo  Acesso Sev  Reducdo
635 Sev % Sev %
636 C22 01a 90,0 AC-15 08¢ 20
637 C91 03a 70,0 A-24 0,8¢ 20
638 Honey 0,3a 70,0 AMA 0,8c 20
639 AC-39 04a 60,0 CHA-F1 08¢ 20
640 A52  04a 60,0 -115 0,8¢ 20
641 AC-19 04a 60 A-36 08¢ 20
64 A50 04a 60 AC-11 08¢ 20
€43 A51 04a 60 AC-37 08¢ 20
ca4 A-23  04a 60 AC-27 08¢ 20
oss A-41 05a 50 A-25 0,8¢ 20

CHA-F2 05a 50 |-157 0,9¢ 10
646 C61 05a 50 C-95 09c¢c 10
647 I-199  05a 50 CHA-T  09c¢ 10
648 AC-02 0,6b 40 AC-16 09c 10
649 AC-05 06b 40 C-18 0,9¢ 10
650 AC-09 06b 40 C-82 0,9¢ 10
651 I-136 060D 40 A-17 0,9¢ 10
652 A22  06b 40 A-45 0,9¢ 10
653 1-162 06D 40 AC-08 0,9¢ 10
654 Doublon 0,6 Db 40 Mause 0,9c 10
css AC-18 06b 40 A-10 0,9¢ 10
656 A-44  07b 30 A-31 10c -
o C30 07b 30 A-43 10¢c -

A28 07b 30 A-53 10¢ -

658 c27  07b 30 c-32 10¢c ;
653 AC-07 07b 30 Goldex  1,0c -
660 A-12 0,7b 30 AC-14 1,0¢c -
661 1-204  0,7D 30 A-32 10¢ -
662

663  !Sev= Severidade da doenga, avaliada de acordo com escala de notas variando de 0 a 5 (Aradjo
664  etal. 2005).

665  2Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste grupamento de Scott-
666  Knott a 5% de probabilidade.

667
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Tabela 2. Reacdo de acessos de meloeiro a mancha aquosa, através da inoculagdo de A. citrulli

em plantulas.
Acesso Sev! Reducdo  Acesso Sev Reducéo
Sev % Sev %
1-162 0,4 a? 86,7 C-32 2,2b 26,7
C-82 09a 70 AC-37 22D 26,7
C-61 12a 60 A-52 2,4¢C 20
I-136 13a 56,7 C-18 2,4¢C 20
AMA 15a 50 A-51 25¢C 16,7
A-43 16b 46,7 I-157 25¢C 16,7
AC-27 1,7b 43,3 AC-15 25c 16,7
Honey 19b 36,7 A-53 2,6 ¢C 13,3
AC-09 19b 36,7 CHA-T 26¢ 13,3
AC-39 19b 36,7 AC-02 26¢c 13,6
C-30 19b 36,7 1-199 2,7¢C 10
AC-16 19b 36,7 AC-07 27c 10
A-12 19b 36,7 A-45 2,8¢C 6,7
1-204 19b 36,7 A-41 2,8¢C 6,7
CHA-F2 20D 33,3 AC-25 28c 6,7
AC-08 2,1b 30 C-95 29c 3,3
AC-22 2,1b 30 Goldex 3,0c -
Doublon 2,1b 30 AC-14  33c -
A-50 2,2b 26,7 C-91 3,7¢C -
Mauser 2,2 b 26,7 - - -
CV% = 26,24

1Sev= Severidade da doenca, avaliada de acordo com escala de notas variando de 0 a 5

(Araujo et al. 2005).

2Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste grupamento de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.



712 Tabela 3. Reacdo de acessos de meloeiro a mancha aquosa, através da inoculacao de
713 Acidovorax citrulli em plantas antes da floracéo

714

Acesso  Sev! Reducdo Acesso  Sev Reducéo
Sev % Sev %

715 CHA-F2 36a> 36,8 AC-07 54b 5,0
716 AC-16 40a 29,8 C-30 55b 3,5
717 A-43 42 a 26,3 A-39 55hb 35
718 CHA-T 43a 24,6 C-82 56b 1,7
719 C-61 46a 19,3 1-204 57hb -
720 1-136 46a 19,3 AC-27 57b -
721 1-199 48a 15,8 C-22 57hb -
722 A-45 5,0b 12,3 Goldex 5,7b -
723 Mauser 5,1b 10,5 AC-14 58b -
222 A-52 51b 10,5 AC-37 58b -
295 A-50 51b 10,5 A-53 58b -

C-32 51b 10,5 AC-08 58b -
726 Honey  5,3b 7.0 AMA 58D -
727 A-41 53b 7,0 C-18 59b -
728 AC-15 53b 7,0 AC-25 509b -
729 1-162 54Db 5,0 C-95 6,0b -
730 A-12 5,4 b 5,0 AC-02 6,0b -
731 A-51 54b 5,0 Doublon 6,0b -
732 AC-09 54b 5,0 C-91 6,0 b -
733 1-157 54b 5,0 - - -
734 CV.(%)=13.22
735

736 !Sev= Severidade da doenca, avaliada de acordo com escala de notas variando de 0 a 6,
737  adaptada de Azevedo (1997).

738 2 Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste grupamento de
739  Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4: Reagdo de acessos de meloeiro a multiplos isolados de Acidovorax citrulli, através
da inoculacdo em plantas antes da floragéo, avaliada pela severidade da doenca.

Acesso !Severidade dos Isolado

CCRMACc5.3 CCRMAacl.39 CCRMAacl.43
CHA-T 3,00abB? 5,80abA 5,20abA
A-43 1,00cA 1,20cA 1,00cA
C-61 4,00abA 4,00bA 3,80bA
A-16 4,80aA 5,80abA 6,00aA
CHA-F2 4,80aA 5,40abA 5,00abA
1-136 1,00cB 4,20abA 1,80cB
Goldex 2,20bcB 4,00bA 4,40abA
1-199 3,80abB 6,00aA 5,00abAB
CV % =26,17

1Severidade da doenca estimada com escala de notas variando de 0 a 6, adaptada de Azevedo
(1997).

2Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Comprimento das células do mesofilo de plantas de meloeiro com 18 dias de plantio,
apos 72 h de inoculacdo e colonizagdo de Acidovorax citrulli.

ACesso CTM (um)?
A-43 113,99 a2 (+1,6)°
1-136 128,63 b (¢2,3)
Goldex 118,82 a (+2,5)

ICTM= comprimento total do mesofilo de meloeiro (inclui o comprimento da epiderme
superior, parénquima pali¢adico, parénquima esponjoso até a epiderme inferior).

?|_etras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-wallis a 5%
de probabilidade.

3Erro padrdo da média entre parénteses.
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Fig. 1 Reacgdo dos acessos (18 dias apos plantio) de meloeiro versus Acidovorax citrulli CRRMAc1.12 apos 48 e 72 h da inoculagdo da bactéria
sob microscopia 6ptica. MB = massa bacteriana de A. citrulli, * = espacos vacuolados e degradados do tecido vegetal colonizado. A-43 e 1-36
acessos com potencial resisténcia a mancha aquosa, Goldex — cultivar comercial suscetivel a mancha aquosa. Barra = 50um (400 x)
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verdes = estOmatos abertos, setas brancas = estdmatos fechados. * = &rea de tecido

parengquimatoso vacuolado e desorganizado sob a colonizacao da bactéria. A-43 e 1-136 acessos
com potencial resisténcia a mancha aquosa, Goldex — cultivar comercial suscetivel a mancha

aquosa. Barra = 50um (400 x). Magnificacdo = 1,02 kx. Campo de emissdo MEV = 15 kV.b.
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Resumo

O dominio fitogeografico Caatinga, localizado na regido Nordeste do Brasil e uma
pequena parte do norte de Minas Gerais, € formado por uma infinidade de plantas, cujo
potencial de compostos bioativos ainda é pouco explorado no controle de doencas de plantas.
O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de oito extratos aquosos de plantas da Caatinga no
controle da mancha aquosa do meloeiro através do tratamento de sementes e plantulas. As
concentra¢fes minimas inibitérias (CMI) e bactericidas (CMB) dos extratos foram também
determinadas e as microscopias optica e eletrénica de varredura (MEV) foram utilizadas para
examinar a colonizacdo de Acidovorax citrulli nos tecidos foliares. Com base na razdo
CMB/CMI trés extratos foram bactericidas, dois bacteriostaticos e trés ndo tiveram efeito direto
sobre a bactéria. Os extratos apresentaram eficacias distintas no controle da mancha aquosa,
sendo mais eficazes quando aplicados por pulverizacdo, onde a maioria protegeu as plantulas
da infeccdo, aumentando o periodo de incubacdo da doenca e reduzindo o indice de doenca.
Foram selecionados como mais promissores 0s extratos aquosos brutos de Croton
heliotropiifolium (bactericida), Ximenia americana (bacteriostatico) e Ziziphus joazeiro (sem
atividade antibacteriana), pois podem ser utilizados tanto no tratamento de sementes quanto na
pulverizacdo de plantulas, com niveis de controle de 41,53 a 62,37 % e 56,76 a 94,14 %,
respectivamente. As analises de microscopia Optica mostraram pouca colonizacdo de A. citrulli

nas folhas cotiledonares tratadas com o0s extratos de X. americana e Z. joazeiro e as estruturas
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celulares do mesofilo (parénquima palicadico e lacunoso) estavam estruturadas e organizadas.
Pouca agregacao de células bacterianas, com pouca ou nenhuma colonizagdo dos estdmatos
também foi verificado na MEV. Diante do exposto, os extratos aquosos brutos de C.
heliotropiifolium, X. americana e Z. joazeiro podem ser explorados como uma nova tecnologia

para 0 manejo da mancha aquosa do meloeiro.

Introducéo

Acidovorax citrulli, agente causal da mancha aquosa, é uma séria ameagca a producgéo de
melancieira e meloeiro em todo o mundo, devido ao seu potencial destrutivo e auséncia de
medidas de manejo eficientes (BURDMAN; WALCOTT 2012). Novas epidemias continuam
ocorrendo, estando a doenca presente em mais de 13 paises (EPPO, 2018). Em setembro de
2014 essa bactéria foi adicionada a lista de pragas quarentenarias Al pelo conselho do European
and Mediterranean Plant Protection Organization — EPPO, cujo objetivo é desenvolver
estratégias internacionais contra a introducdo e propagacdo de pragas de importancia
econdmica, e promover métodos seguros e eficazes de controle (EPPO, 2014).

Até o momento, nenhum tratamento de sementes é completamente eficaz contra a
doenca e cultivares comerciais de cucurbitaceas resistentes a mancha aquosa ainda néo estao
disponiveis (GIOVANARDI et al., 2018). J& nos campos de producdo a mancha aquosa tem
sido manejada usando mdltiplas aplicacfes com produtos quimicos a base de cobre, dentre eles
hidréxido, sulfato e oxicloreto de cobre (HOPKINS, 1991; HOPKINS; THOMPSON, 2002).
Contudo, esses produtos ndo tém demonstrado a eficiéncia desejada o que vem causando
preocupacOes quanto ao surgimento de populac@es de isolados resistentes ao cobre (LATIN;
HOPKINS, 1995; WALCOTT et al., 2004; WECHTER et al., 2011).

As plantas possuem diversos compostos quimicos que podem ser usados como
alternativa aos defensivos agricolas de natureza sintética, com efetiva reducdo dos efeitos
nocivos ao homem e meio ambiente (DUBEY et al., 2011). Os metabdlitos secundarios
encontrados nos tecidos vegetais, como 6leos essenciais e extratos vegetais, podem apresentar
atividades citotoxicas, inseticidas, acaricidas, antifungicas e antibacterianas (TEPE et al.,
2004). Além dessa atuacdo direta contra patogenos, também podem atuar na inducdo de
resisténcia de plantas, devido a caracteristicas elicitoras (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003).

O Brasil possui a maior diversidade de plantas do mundo (GIULIETTI et al., 2005;
2009). O dominio fitogeogréafico Caatinga, regido que abrange os estados do Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia, sul e leste do Piaui e norte de Minas

Gerais, é composto por diversas plantas, que sdo utilizadas tanto na culinaria popular como
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também no tratamento de doengas. Contudo, pouco se sabe sobre o verdadeiro potencial de
compostos bioativos provenientes das plantas dessa regido (ALBUQUERQUE et al., 2007;
VIEIRA et al., 2016).

Os estudos com extratos da Caatinga para o controle de doencas de plantas sdo poucos,
e ainda estdo em fase inicial, com a maioria dos resultados apenas de testes in vitro. Silva et al.
(2016) avaliaram 12 extratos vegetais contra quatro bactéria fitopatogénicas (Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Ralstonia solanacearum (Xanthomonas campestris pv.
campestris e A. citrulli) , e todos exercem efeitos bactericidas contra os patdgenos. O efeito dos
extratos aquosos de Croton heloiotropiifolius, Eugenia brejoensis e Libidibia ferrea foi
demonstrado pela inibicdo da formacdo de biofilme de R. solanacearum, possivelmente
associada com a rapida mortalidade do patgeno, além de atividade antimicrobiana dos mesmos
(MALAFAIA et al., 2018). Conceicdo (2019) avaliou o efeito de cinco extratos de plantas da
Caatinga no controle da mancha aquosa em condicBes de casa de vegetacdo. Através do
tratamento de sementes os extratos de Ximenia americana, Maytenus rigida, Schinopsis
brasiliensis e L. ferrea aumentaram o periodo de incubacdo e reduziram o indice da doenca em
até 75,6 % enquanto os extratos de Sideroxylon obtusifolium e S. brasiliensis pulverizadas nas
plantulas antes da inoculacdo da bactéria também reduziram o indice da mancha aquosa.

Diante do potencial dos extratos da Caatinga no controle de fitopatdgenos, o objetivo
deste estudo foi avaliar a eficicia de extratos de plantas da Caatinga no controle da mancha
aquosa do meloeiro através do tratamento de sementes e plantulas e determinar as
concentragfes minimas inibitérias (CMI) e bactericidas (CMB) dos extratos vegetais e
examinada a colonizacgdo de A. citrulli nos tecidos foliares das plantulas ap6s infeccdo, sob

analise de microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura.

Material e Métodos

Isolado bacteriano e condicdes de cultivo

O isolado CCRMAC1.12 (Aacl.12) de A. citrulli utilizado nos experimentos foi obtido
de fruto de meloeiro, pertencente a Colec¢do de Culturas Rosa Mariano (CCRM) do Laboratério
de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. O cultivo da
bactéria foi realizado em meio agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA) (PUSEY;
WILSON, 1984), com incubacéo por 48 h a 28 + 2 °C. Antes do procedimento de inoculagdes,
procede-se 0 ajuste das suspensdes em espectrofotdmetro (Analyser 500 M, Brasil) para Aszo =
0,25, que corresponde a 3,4 x 10’ UFC mL™,
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Material vegetal e preparo dos extratos aquosos

As espécies vegetais foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau — PE, regido
situada dentro do dominio fitogeografico Caatinga (Tabela 1). As espécies coletadas foram
devidamente identificadas e depositadas em Herbario do Instituto Agrondmico de Pernambuco
—IPA, e um Voucher para cada espécime foi gerado.

Os fragmentos vegetais colhidos foram separados e secos a 40 °C por 3 a 4 dias,
triturados em liquidificador industrial até que virasse po e armazenados a 4 °C. Posteriormente,
procedeu-se a extracdo por decoc¢do dos extratos (10 g) em agua destilada esterelizida (100
mL) em banho-maria a 100 °C por 30 min. A solugéo obtida foi agitado manualmente e filtrada
em camada de gaze esterilizada e acondicionada em recipientes de vidro (CONCEICAOQ, 2019).

Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima
bactericida (CMB) dos extratos vegetais

O experimento foi realizado usando o método CLSI (The Clinical and Laboratory
Standards Institute) para a determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) (CLSI, 2009). A bactéria foi cultivada por 48 h a 30
°C. As amostras dos extratos (100 mg) foram dissolvidas em 1 mL™ de agua destilada
esterilizada (ADE). As dilui¢cGes foram preparadas em placas de microtitulagdo de 96 pocos,
contendo 100 pL do meio liquido NYD, para obtencdo de concentragdes finais variando de 0,39
a100 mg mL™. Finalmente, 10 pL da suspensdo bacteriana foram depositados nas microplacas.
As placas foram incubadas a 30 °C por 24 h. Para o controle da suscetibilidade do fitopatégeno
foi adicionado um tratamento com o antibidtico de amplo espectro cloranfenicol (50 mg/L™).
As placas foram coradas com resazurina (0,005 mg em 50 mL de ADE), depositando-se 20 uL
em cada po¢o; em seguida cobertas com papel aluminio e mantidas no escuro. Apds 30 minutos,
avaliou-se o resultado deste teste colorimétrico, sendo a cor azul para bactérias mortas ou poco
sem bactérias, e a cor rosa para bactérias vivas. A menor concentracdo de extrato na qual ndo
foi visivel o crescimento da bactéria foi definida como CMI.

A CMB foi determinada antes dos pogos serem corados com a resazurina. De cada pogo
foi coletado 10 pL da suspenséo, e depositados em placas de Petri com meio NYDA e incubado
a 30 °C por 24 h. A completa auséncia de crescimento na superficie do meio na menor
concentragdo da amostra foi definida como o CMB. Os testes foram realizados em triplicatas e
repetidos duas vezes. A razdo entre os valores da CMB e CMI foi utilizada para distinguir se as
substancias presentes no extrato possuem acdo bactericida ou bacteriostatica (BIYITI et al.,
2004).
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Tratamento de sementes de meloeiro com extratos aquosos

Neste experimento foram utilizados os oito extratos aquosos, nas concentragdes de 100
mg mL™ (extrato bruto) e nas CMBs ou na concentra¢do de 50 mg mL, quando a CBM foi
igual a do extrato bruto ou o extrato ndo inibiu o crescimento da bactéria. Sementes de meloeiro
da cultivar Goldex foram utilizadas em todos 0s experimentos. As sementes foram bacterizadas
por duas horas em 20 mL de suspensdo de A. citrulli e postas para secar por 16 h a temperatura
ambiente (25 + 2 °C). Posteriormente tratadas por 30 minutos, separadamente, em 25 mL da
solucdo dos extratos aquosos. Apos a bacterizacdo e tratamento com as solugdes dos extratos,
as sementes foram semeadas em bandejas de polietileno (JKS industrial LTDA®), contendo
substrato Basaplant (BaseAgro®), e mantidas em casa de vegetagido com médias de temperatura
e umidade relativa do ar de 32 °C e 77,6 %, respectivamente. O controle positivo consistiu de
sementes tratadas com acibenzolar-S-methyl (ASM) (Bion500 WG, Syngenta) na concentracdo
de 50 mg i.a. L (CABRAL et al., 2010). Para melhor aderéncia da solugdo acrescentou-se
Tween 20 (0,005 %). Cinco dias apds o plantio, as plantulas emergiram e foram submetidas a
camara Umida por um periodo de 24 h. As plantulas foram avaliadas por seis dias, quanto ao
aparecimento dos sintomas com auxilio de escala descritiva (Aradjo et al., 2005) com notas
variando de 0 a 5. De posse dos dados foram determinados os componentes epidemioldgicos
periodo de incubacéo (PI) IAMSUPASIT et al., 1993); e indice de doenca (ID), de acordo com
(MCKINNEY, 1923). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 12 tratamentos e cinco repeti¢cbes, sendo que, cada repeticdo foi constituida por 10

sementes.

Protecdo de plantulas de meloeiro com extratos aquosos

Folhas cotiledonares de plantulas com seis dias foram tratadas com a solu¢do dos
extratos aquosos brutos e/ou CMBs e submetidas a camara Umida por 24 h, em casa de
vegetacdo. Apos esse periodo foram pulverizadas com a suspensdo de A. citrulli até o
escorrimento e submetidas a camera Umida de pés-inoculacdo por 24 h. O controle positivo
consistiu no tratamento de plantulas com ASM (50 mg i.a. L?). Para melhor aderéncia da
solucdo a superficie foliar acrescentou-se Tween 20 (0,005 %). As plantulas foram mantidas
em casa de vegetacdo com temperatura e umidade relativa do ar médias de 32 °C e 77,6 %,
respectivamente. Procedeu-se a avaliacdo da doenca diariamente até seis dias ap0s a inoculacao,
utilizando a escala descritiva, com notas variando de 0 a 5 (ARAUJO et al., 2005). Com 0s

dados obtidos foram calculados o Pl e o ID. O delineamento experimental foi inteiramente
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casualizado com 12 tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por cinco
plantulas.

Analise de microscopia optica de folhas cotiledonares de meloeiro tratados com extratos
aquosos

Fragmentos de 5 mm? de folhas cotiledonares de meloeiro oriundos de plantulas
previamente tratadas com os extratos aquosos brutos de de C. heliotropiifolium, X. americana
e Z. joazeiro (100 mg mL™) e inoculadas 24 h ap6s com A. citrulli, foram fixados em FAA
(formaldeido 5 %, alcool etilico 5,0 % e acido acético 90 %) por 48 h e preservados em &lcool
etilico (P.A) a 70 %. Em seguida, foram desidratados em diferentes concentracfes crescentes
de alcool etilico (P.A), diafanizada (clarificacdo) em xilol e impregnados em parafina liquida
em estufa regulada a temperatura de 59°C e inclusos em parafina. Os blocos montados contendo
os fragmentos foram cortados em micr6tomo ajustado para 3 um. Os cortes obtidos foram
colocados em lamina de vidro e corados com Hematoxilina-Eosina, e untadas com albumina de
MAYR de acordo com (MOLINARO et al., 2010). Para analise das imagens histoldgicas, as
preparacdes microscopicas foram observadas e fotografadas por cdmera digital acoplada ao
microscopio éptico (Nikon Eclipse INU), e conectada a um computador contendo uma placa de
captura de imagem para inferéncias qualitativas, nas objetivas de 10X e 20X. Como
comparativo, foram utilizadas folhas cotiledonares sem tratamento (controle absoluto) e folhas

cotiledonares inoculadas com A. citrulli (controle relativo).

Andlise de microscopia eletronica de varredura de folhas cotiledonares de meloeiro
tratados com extratos aquosos

Fragmentos do meséfilo de folhas cotiledonares de meloeiros, tratados e inoculados
como descrito na analise anterior, foram fixados em FAA e desidratados em alcool etilico PA
a 70 %. Utilizou-se a metodologia adaptada de Fonseca et al. (2005) onde fragmentos foram
mantidos a -80 °C por 24 h e liofilizados. Apos esse periodo, as amostras foram metalizadas
com ouro a 10 nm em metalizador Desk V (Dentom Vaccum) e entdo observadas em
microscopio eletrénico de varredura (TESCAN, VEGA 3) a 15 kV, e as imagens digitais
capturadas foram analisadas no Laboratorio de Microscopia eletronica do Centro de apoio a
Pesquisa-CENASPESQ/UFRPE. Como comparativo foram utilizadas folhas cotiledonares sem

nenhum tratamento (controle absoluto) e inoculadas com A. citrulli (controle positivo).

Analises estatisticas
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Todos os experimentos foram realizados duas vezes. Quando ndo houve diferengas
significativas (P<0,05) entre as variancias dos experimentos os dados foram analisados
conjuntamente como repeticdo no tempo. Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e
comparados pelo teste T de Studant ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software
STATISTIX 9.0 (Analytical Software).

Resultados

Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e da concentracdo minima
bactericida (CMB) dos extratos

Os extratos aquosos de C. odorata, C. heliotropiifolius e C. pyramidalis inibiram o
crescimento de A. citrulli com CMB de 25, 50 e 3,1 mg mL™, respectivamente, apresentando
efeito bactericida. Com CMI de 125 e 3,1 mg mL! e CMB de 50 e 12,5 mg mL™,
respectivamente, os extratos de S. ferruginea e X. americana exibiram efeito bacteriostatico.
Os demais extratos (A. pyrifolium, H. impetiginosus e Z. joazeiro) ndo tiveram efeito direto
sobre 0 patégeno, e o controle com cloranfenicol foi bactericida com uma CMI de 0,39 mg mL"
le CMB 0,78 mg mL™* (Tabela 2).

Tratamento de sementes e protecdo de plantulas de meloeiro com extratos aquosos

Diferencas significativas (p<0,05) no controle da mancha aquosa foram observadas
guando sementes e plantulas de meloeiro foram tratadas com extratos aquosos de plantas do
dominio Caatinga (Tabela 3). Nas plantulas oriundas das sementes inoculadas com A. citrulli e
tratadas com os extratos aquosos de C. heliotropiifolium, X. americana e Z. joazeiro, nas duas
concentracgdes testadas, foram observados aumentos do PI, que variaram de 2,62 a 3,44 dias em
comparacdo com o controle que foi de 1,54 dias (Tabela 3). O mesmo comportamento foi
constatado com os extratos aquosos de C. pyramidalis (3,1 mg mL™) e S. ferruginea (bruto). O
Pl nesses tratamentos variou de 2,34 a 3,44 dias. Com excec¢do de S. ferruginea, esses extratos
também reduziram o 1D, variando de 41,5 % (X. americana — 12,5 mg mL?) a 62,38 % (C.
heliotropiifolium - bruto).

No experimento em que as plantulas de meloeiro foram pulverizadas com a solucéo dos
extratos aquosos visando a protecdo contra a infecdo por A. citrulli (Tabela 3), todos os
tratamentos aumentaram significativamente o P1 (p<0,05), variando de 3,4 a 6,49 dias, enquanto
que no tratamento controle o Pl foi de 2 dias. Apenas o0s extratos de A. pyrifolium (50 mg mL"

1, C. pyramidalis (3,1 mg mL™) e S. ferruginea (25 mg mL™) ndo reduziram o ID. Os demais
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tratamentos reduziram o 1D, alguns com comportamento similar a0 ASM (50 mg i.a. L),
variando de 56,76 % (C. heliotropiifolium - bruto) a 94,14 % (X. americana - bruto).

Baseado nesses resultados os extratos aquosos brutos de C. heliotropiifolium, X.
americana e Z. joazeiro, que aumentaram o Pl e reduziram o ID quando aplicados tanto em
sementes quanto em plantulas, foram selecionados para as analises microscopicas. Esses

extratos em plantulas foram té&o eficientes quanto o ASM no controle da mancha aquosa.

Analise de microscopia optica de folhas cotiledonares de meloeiro tratados com extratos
aquosos

Em plantulas tratadas com extrato de C. heliotropiifolium o tecido mostrou-se pouco
estruturado (Figura 1-D) com intensa degradacédo das células do parénquima palicadico (PP) e
do parénguima esponjoso (PE) (Figura 2-Al), e parede celular pouco espessa. Também se
verificou areas de formacao de agregados da massa bacteriana (MB) de A. citrulli, confirmando
a intensa colonizacdo, observada pelas manchas coalescentes de aspecto oleoso nas folhas
cotiledonares (Figura 2-A2).

O tecido de plantulas tratadas com extrato de X. americana apesar de se estarem mais
estruturados (Figura 1-E) com PP e PE mais organizado (Figura 2-B1) mostra uma parede
celular que permitiu a penetracdo e coloniza¢do da bactéria. Isso é evidenciada pela MB (Figura
2-B1), que embora pouco agregada, resultou em lesbes pontuais de aspecto oleoso (Figura 2-
B2) nas folhas cotiledonares.

O extrato de Z. joazeiro mostrou o melhor efeito sobre as estruturas anatdmicas do
mesofilo do meloeiro, ja que as células de PP e PE (Figura 1D) estavam regulares, estruturadas
e com parede celular mais espessa e integra (Figura 2-C1), sem crescimento bacteriano
evidente, corroborando para tecidos assintomaticos (Figura 2-C2) conforme visualizamos nas
folhas cotiledonares. O comportamento desse extrato se assemelha com a estrutura celular da
testemunha absoluta (inoculadas com ADE) (Figura 1-A), onde os tecidos PP e PE se mostram
bem estruturados (Figura 2-D1), sem nenhum sintoma (Figura 2-D2) ja que ndo houve
inoculagéo da bactéria.

Ja para a testemunha relativa inoculadas apenas com A. citrulli, observou-se intensa
desorganizacdo celular (Figura 1-BC), com espacamento das células do PP (Figura 2-E1) e
degradacdo do PE e da parede celular, alem de intensa MB (Figura 2E-1), correspondente a
intensa colonizacdo das folhas cotiledonares levando a sintomas severos da mancha aquosa,

gue incluiram manchas necréticas coalescentes (Figura 2-E2).
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Anédlise de microscopia eletrénica de varredura de folhas cotiledonares de meloeiro
tratados com extratos aquosos

As micrografias de MEV revelaram uma menor colonizacéo epifitica de A. citrulli na
superficie das folhas cotiledonares de meloeiro tratadas com os extratos de X. americana
(Figura 3C) e de Z. joazeiro (Figura 3E), assemelhando-se ao tecido da testemunha absoluta
(Figura 31). O extrato de C. heliotropiifolium n&o exerceu efeito sobre a reducéo da colonizacéo
de A. citrulli sendo observado um tecido desorganizado estruturalmente (Figura 3A) com
intensa formacdo de MB. Além disso, agregadas de muitas células de A. citrulli sobre o tecido
também puderam ser verificadas, semelhante ao tecido que ndo recebeu tratamento com
extratos (testemunha relativa) onde hé intensa colonizagdo da bactéria (Figura 3G).

Verificou-se também que os estbmatos abertos estavam colonizados, possivelmente
devido ao rapido crescimento bacteriano na superficie foliar em tecidos tratados com o extrato
de C. heliotropiifolium (Figura 3B) comparado a testemunha relativa (Figura 3H).

Nos tecidos de meloeiro tratados com os extratos de X. americana (Figura 3D) e de Z.
joazeiro (Figura 3F) observou-se um grande precipitado do extrato sob a superficie foliar,

diferindo da superficie do mesofilo da testemunha absoluta (Figura 3J).

Discusséo

O manejo integrado da mancha aquosa para todas as cucurbitaceas € medida primordial,
e devem estender-se ao longo de todo o processo de producdo sementes, plantulas e campos de
producdo (BURDMAN; WALCOTT, 2012). Como néo se dispde de cultivar resistentes ou
imune a mancha aquosa, a medida ideal para evitar novos surtos seria manter a bactéria longe
dos campos de producdo por meio da exclusdo, da deteccdo de A. citrulli em sementes e da
eliminacdo de plantas doentes e voluntarias (HOPKINS; LEVI, 2008, BAHAR et al., 2008).

A pesar de muitos estudos relatarem a atividade antibacteriana de extratos vegetais
contra patégenos humanos, e suas aplicacfes farmacéuticas (GIBBONS, 2004), ndo se tem
muito conhecimento sobre o potencial dos extratos aquosos no controle de patdgenos de plantas
(MALAFAIA et al., 2018). Este é um dos primeiros estudos utilizando extratos aquosos de
plantas do dominio fitogeografico Caatinga como uma nova tecnologia para 0 manejo da
mancha aquosa do meloeiro.

A comparacdo dos valores de CMIs e CMBs permite uma melhor avaliagdo do efeito
antibacteriano dos extratos de plantas. Os oito extratos aquosos testados, exerceram efeitos

distintos sobre o crescimento de A. citrulli, com CMI e CMBs variados, sendo trés destes
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extratos detentores de efeitos bactericidas, e dois com efeitos bacteriostaticos (Tabela 2). Trés
extratos ndo exerceram efeito direto sobre a bactéria, ndo inibindo o seu crescimento.

Alguns estudos mostraram que os extratos de plantas da Caatinga possuem atividade
inibitéria (bacteriostatica/bactericida) contra bactérias fitopatogénicas. O extrato foliar de
Artemisia nilagirica apresentou atividade antibacteriana sobre Erwinia sp., Xanthomonas
campestris, Pseudomonas syringae e Clavibacter michiganensis (AHAMEETHUNISA,
HOPPER; 2010). Outros autores ja verificaram que os extratos metandlicos de Nigella sativa,
Geranuim robertianum, Aizoon canariense e Rubia peregrino foram eficientes contra
Pseudomonas syringae pv. tomato (ELKHALFI et al., 2013). Os extratos de Anadenanthera
colubrina var. cebil, Croton pedicellatus e E. brejoensis apresentaram efeito inibitério sob
Ralstonia solanacearum, X. campestris pv. campestris, Pectobacterium carotovorum subsp.
corotovorum e A. citrulli (SILVA et al., 2016). El-Hefny et al. (2017) também demonstraram
atividade antibacteriana dos extratos de Callistemon viminalis, Eucalyptus camaldulensis e
Conyza Dioscoridis contra P. carotovorum subsp. cartovorum, R. solanacearum, Dickeya spp.
e Rhizobium radiobacter. Extratos de Jacaranda rugosa e C. heliotropiifolius também séo
citado com atividade antibacteriana a R. solanacearum (MALAFAIA et al., 2018). C.
heliotropiifolius na concentragdo de 50 mg mL™ no presente estudo inibiu o crescimento de A.
citrulli que € uma das mais importantes fitobactéria a cultura do meloeiro no Nordeste
brasileiro.

Todos os extratos, independente de terem ou ndo inibido o crescimento in vitro de A.
citrulli, foram testados quando a capacidade de impedir o processo de infec¢do em plantulas de
meloeiro, através do tratamento de sementes e protecdo de plantulas. Os extratos apresentaram
efeitos distintos no controle da doenca, sendo mais eficazes quando aplicados por pulverizagéo,
onde a maioria protegeu as plantulas da infeccdo, aumentando o Pl e reduzindo o ID (Tabela
3).

Os extratos aquosos de C. heliotropiifolium, X. americana e Z. joazeiro nas
concentragOes brutas foram selecionados como mais promissores, mesmos ndo tendo diferido
estatisticamente algumas vezes das concentragdes diluidas, pois podem ser utilizados tanto no
tratamento de sementes quanto na pulverizacdo de plantulas, com eficiéncia similar a ASM na
protecdo de plantulas. Os niveis de controle atingidos por esses extratos foram expressivos,
variando de 41,53 a 62,37 % em sementes e 56,76 a 94,14 % em plantulas. Esses resultados séo
bastantes satisfatorios, considerando que as lesdes nas folhas oriundas de sementes e plantulas
contaminadas/infectadas sdo a principal fonte de in6culo para desenvolvimento dos sintomas
nos frutos (HOPKINS, 1994).
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Como ja mencionado, a maioria dos artigos publicados com extratos da Caatinga foram
com experimentos realizados in vitro. Contudo, recentemente, Concei¢do (2019) avaliou o
efeito de cinco extratos de plantas da Caatinga no controle da mancha aquosa em condicdes de
casa de vegetacdo com resultados promissores. Foram observados aumentos do Pl e reducdes
do IDO de até 75,6 % com os extratos brutos de X. americana (folha), M. rigida e S. brasiliensis,
e L. ferrea na concentragdo de 6,25 mg mL™. Os extratos de S. obtusifolium (bruto) e S.
brasiliensis (CMB = 25 mg mL™) também se destacaram na protecéo das plantulas de meloeiro
com reducdo do ID. No presente estudo, 0 extrato aquoso de X. americana obtido da casca da
planta também controlou a mancha aquosa.

S8o citados na literatura como metabolitos secundarios de extratos vegetais
responsaveis pelo efeito antibacteriano os compostos fenolicos, terpendides e alcaldides (TAIZ,;
ZEIGER, 2013). Os extratos aquosos de C. heliotropiifolium e X. americana inibiram o
crescimento de A. citrulli in vitro (Tabela 2). O extrato de X. americana, por exemplo, € rico
em compostos acidos e fendis, que sdo efetivos contra bactérias fitopatogénicas e bactérias
patogénicas a humanos (KIESSOUN et al., 2018), além de ser rico em flavonoides, substancias
benéficas utilizadas no tratamento de doencas vasculares (UCHOA et al., 2016).

Vegetais sdo fontes abundantes de compostos bioativos que podem ser usados no
controle de microrganismos, por meio de diferentes mecanismos de agao, a partir da descoberta
de novas moléculas antimicrobianas (MUTALIB et al., 2015). Isto implica dizer que produtos
a base de extratos vegetais podem ser considerados uma nova tecnologia para 0 manejo da
mancha aquosa em cucurbitaceas. Reuveni (2019), por exemplo, a procura de um produto
inovador, combinou o fungicida difenoconazol com extrato da arvore do cha criando um
produto hibrido que fornece mdultiplos e diferentes modos de acdo, a diferentes fungos
fitopatdgenicos, como fungos da ordem Erysiphales (oidio), Venturia inaequlis (sarna da
macieira), Mycosphaerella fijiensis (sigatoka negra da bananeira), espécies de Alternaria,
Cercospora, Botrytis, Rhizoctonia, Pyricularia, Helminthosporium, Sclerothium.

Além dessa atuacdo direta contra patogenos, extratos vegetais também podem atuar na
inducdo de resisténcia de plantas, devido a caracteristicas elicitoras (SCHWAN-ESTRADA et
al., 2003). O extrato de Z. joazeiro, apesar de ndo ter atividade antibacteriana reduziu a
severidade da mancha aquosa (Tabelas 2 e 3), provavelmente, essa espécie possui outro
mecanismo de agédo, tal como a inducdo de resisténcia. O efeito desse extrato contribuiu de
forma eficiente na restricdo da colonizagdo de A. citrulli, pois ndo se observaram &reas
vacuolizadas entre o tecido parenquimatoso, nem desintegracdo das células (Figura 2C). Como

se trata de uma bacteéria Gram negativa, relatada ser pouco sensivel quanto aos efeitos de
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extratos vegetais sobre MIC e MBC (GOMES; AMORIM, 2015), esses resultados impulsionam
mais estudos e o potencial emprego deste tratamento em escala comercial. Recentemente,
Oliveira et al. (2019) mostraram que o extrato bruto de folhas de Allamanda blanchetii, oriunda
da Caatinga, induziu a expressao de genes de resisténcia a Sporisorium scitamineum em cana-
de-agUcar.

As analises de microscopia éptica revelaram pouca ou nenhuma colonizacdo de A.
citrulli nas folhas cotiledonares tratadas com os extratos aquosos de X. americana e Z. joazeiro,
e as estruturas celulares do mesofilo (parénquima palicadico e lacunoso) estavam estruturadas
e organizadas (Figuras 1 e 2). Pouca agregacao de células bacterianas, com pouca ou nenhuma
colonizagdo dos estbmatos também foi verificado na MEV como consequéncia da acao desses
extratos (Figura 3). Esses extratos sdo constituidos de compostos acidos ricos em fendis com
comprovado efetivo sobre bactérias Gram negativas e Gram positivas (KIESSOUN et al.,
2018). A deposicao de residuos dos extratos de X. americana e Z. joazeiro, conforme verificado
em MEV, respectivamente Figuras 3D e 3F, favoreceu a redugdo da incidéncia da mancha
aquosa, motivando a novos estudos que caracterizem os compostos secundarios majoritarios e
minoritarios desses extratos.

Dentre os trés extratos analisados por microscopia, C. heliotropiifolium foi o que
permitiu uma maior colonizagéo de A. citrulli, com intensa formagéo de MA, desorganizacédo
estrutural dos tecidos (Figuras 1 e 2A) e colonizacdo dos estdmatos (Figura 3A). Mesmo
permitindo essa maior colonizacdo, esse extrato apresentou atividade antibacteriana in vitro
(Tabela 2) e reduziu a severidade da doenca (Tabela 3).

Os Resultados microscopicos sdo similares aos que foram observados em folhas
cotiledonares de meloeiro tratadas com extratos de X. americana (folha), M. rigida (casca), S.
brasiliensis (folha) e L. ferrea (folha) e inoculadas com A. citrulli (CONCEICAO, 2019), e
somam mais uma forma alternativa de manejar a doenca.

Este estudo mostrou que folhas de C. heliotropiifolium e Z. joazeiro e casca de X.
americana possuem potencial para uso no controle de mancha aquosa, importante bacteriose
da cultura do meloeiro. Estudos posteriores podem detectar quais compostos eliciadores
biologicamente ativos estdo atuando no controle da doenca. Os resultados aqui obtidos ampliam

0s conhecimentos sobre o potencial das plantas da caatinga no controle de doencas de plantas.
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Tabela 1. Plantas coletadas na Caatinga, Pernambuco - Brasil, e empregadas neste estudo.

Espécie Nome Familia Orgéo Voucher
popular vegetal

Aspidosperma pyrifolium Pereiro Apocynaceae  Folha IPA85734
Cedrela odorata Cedro Meliaceae Folha IPA59853
Croton heliotropiifolius Velame Euphorbiaceae Folha IPA84884
Handroanthus impetiginosus Ipé roxo Bignoniaceae  Folha IPA86867
Caesalpinia pyramidalis Catingueira Fabaceae Folha IPA95175
Simaba ferruginea Amargoso Simaroubaceae Folha IPA96269
Ximenia americana Ameixa Olecaceae Casca IPA96261
Ziziphus joazeiro Jua Rhamnaceae Folha IPA96264
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Tabela 2. Concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentragdo minima bactericida (CMB) de
extratos aquosos de plantas da Caatinga contra o crescimento de Acidovorax citrulli.

Extratos de Plantas CMI(mgmL?) CMB(mg mL™) CMB/CMI2
A. pyrifolium -b - -
C. odorata 25 25 1
C. heliotropiifolius 50 50 1
H. impetiginosus - - -
C. pyramidalis 1,6 3,1 2
S. ferruginea 12,5 50 4
X. americana 3,1 12,5 4
Z. joazeiro - - -
Clorafenicol 0,39 0,78 2
@ Razdo CMB/CMI: < 2 = bactericida >2 = bacteriostatico; Nao determinavel = - Valores em negrito sdo

considerados como atividade bacteriostatica.

b (-) Auséncia de atividade antibacteriana.
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Tabela 3. Componentes epidemioldgicos de sementes e plantulas de meloeiro sob efeito de

tratamento com extratos aquosos de plantas do dominio fitogeografico Caatinga no controle da

mancha aquosa.

Sementes ° Plantulas °
Tratamento Periodode Indicede  Periodode Indice de
incubacdo  doenca incubacdo  doenga

Controle 1,54h* 122,8abc*  2,0n* 44,4a%
ASM (50 mgi.a. L'H)?! 5,56a 16,0h 5,55abcd 7,40cdegh
A. pyrifolium (Bruto)? 2,18efgh 75,04def 5,44abcd 8,0cdefgh
A. pyrifolium (25 mg mL?)3 2,26defgh  100,8abcde  4,12fg 17,6abcd
C. odorata (Bruto) 1,74gh 123,0ab 6,52a 10,8gh
C. odorata (25 mg mL™?) 2,3defgh 86,8bcdef  6,24ab 5,2efgh
C. heliotropiifolium (Bruto) 3,44b 46,29 4,69def 19,2bcde
C. heliotropiifolium (25 mg mL™?)  3,36defg 69,6ef 4,39defg 13,4bcdef
H. impetiginosus (Bruto) 2,04fgh 110,8abcd  6,40a 4,0gh
H. impetiginosus (25 mg mL™) 1,72gh 90,8bcdef  5,36abcde  9,2bcdefg
C. pyramidalis (Bruto) 2,2efgh 97,0abcdef  6,2ab 4,0fgh
C. pyramidalis (3,1 mg mL™) 2,84bcde 65,2efg 4,16efg 21,2abc
S. ferruginea (Bruto) 2,34defg 142,0a 5,52abcd 7,4defgh
S. ferruginea (25 mg mL™?) 2,02fgh 82,4cdef 3,49 20,2ab
X. americana (Bruto) 3,16bc 63,2fg 6,48a 2,6h
X. americana (12,5 mg mL™?) 2,9bcde 71,8¢ef 4,96cdef 9,6bcdefg
Z. joazeiro (Bruto) 3,02bcd 65,4fg 6,12abc 5,8efgh
Z. joazeiro (50 mg mL™?) 2,62cdef 69,2ef 5,12bcdef 10,4bcdefg
CV (%) 24,55 7,49 18,98 42,97

L ASM = acibenzolar-S-methyl (Bion500 WG, Syngenta)

2 Extrato Bruto = 100 mg mL™;

3 Extrato diluido = 25 mg mL%; 3,1 mg mL%; 12,5 mg mL%; 50 mg mL™*

4 Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste LSD de Fisher

(P<0,05);
® Dados transformados (log x+1);

6 Dados transformados \/X+O,5.
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Figura 1. Microscopia optica de folhas cotiledonares de meloeiros tratados com extratos
aquosos brutos. Controle absoluto — folhas néo tratadas e ndo inoculadas (A); controle relativo
— pléantulas inoculadas com Acidovorax citrulli (B e C); plantulas tratadas com extratos de
Ximenia americana (D); Ziziphus joazeiro (E) e Cronton heliotropiifolium (F) e inoculadas com
A. citrulli. Epiderme superior - ES, epiderme inferior - EIN, parénquima palicadico - PP,
parénquima esponjoso - PE.
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Figura 2. Efeitos de extratos aquosos brutos de plantas de Caatinga na reducdo da severidade da mancha aquosa através de observacao por

microscopia Optica da seccdo transversal do mesofilo foliar e detalhe da regido do mesofilo superior de folhas cotiledonares de meloeiro
inoculados com Acidovorax citrulli. Tratamentos: extrato de Croton heliotropiifolius (A1-A2), extrato de Ximenia americana (B1-B2), extrato de
Ziziphus joazeiro (C1-C2), controle relativo (D1-D2) e controle absoluto (E1-E2). Notas: PP - parénquima pali¢adico; PE - parénquima
esponjoso; * asterisco vermelho = degradacdo celular; * asterisco preto = parede celular; setas negras indicam massas bacterianas (MB); setas
amarelas = sintomas de manchas bacterianas em tecidos colonizados. Escala das imagens: Imagem de escala Al, B1, C1, D1, E1 =20 um (10

X).
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10 pM 10 M

Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de folhas cotiledonares de meloeiros
tratados com extratos aquosos brutos de Cronton heliotropiifolium (A-B), Ximenia americana
(C-D) e Ziziphus joazeiro (E-F) e inoculadas com Acidovorax citrulli. Controle relativo —
plantulas inoculadas com A. citrulli (G-H), Controle absoluto — folhas ndo tratadas e ndo
inoculadas (I-J). Massa bacteriana (MB), célula de A. citrulli (CB), seta verde= precipitado do
extrato.
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Conclusoes Gerais
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CONCLUSOES GERAIS

Os acessos de meloeiro A-43 e 1-136 podem ser doadores de genes de resisténcia a mancha

aquosa,

A colonizagdo de Acidovorax citrulli foi limitada nas folhas dos acessos A-43 e 1-136, com

poucas modificagdes estrutural e temporal, podendo estar relacionada a resisténcia;

Os extratos aquosos brutos de folhas de Croton heliotropiifolium (Velame) e Ziziphus joazeiro
(Jud), e casca de Ximenia americana (Ameixa), podem ser explorados como uma nova

tecnologia para 0 manejo da mancha aquosa do meloeiro;

Os extratos de X. americana e Z. joazeiro inibiram a colonizacdo de A. citrulli nas folhas

cotiledonares de meloeiro.



