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RESUMO

Uma das principais doengas que vem ocorrendo em campos de meloeiro do
Nordeste brasileiro é a mancha-aquosa, causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp.
citrulli. Este trabalho teve por objetivos realizar o levantamento epidemiologico da
incidéncia da mancha-aquosa em 12 areas comerciais de meloeiro em Juazeiro (BA),
em dois plantios sucessivos, e determinar a capacidade de sobrevivéncia de A. avenae
subsp. citrulli como epifitica e endofitica nas folhas e raizes, e na rizosfera de meloeiro,
através da utilizacdo de um mutante resistente a rifampicina (Aac1®". Levantamentos
foram conduzidos para determinar a prevaléncia e a incidéncia da mancha-aquosa em
12 éareas comerciais de meloeiro, escolhidas ao acaso, com plantas em estadio de
colheita. Em cada é&rea foram demarcadas 25 subparcelas de 100 m* e avaliados 20
frutos/subparcela ao longo da diagonal. No primeiro levantamento, realizado em janeiro
de 2004, a prevaléncia da mancha-aquosa foi de 33,33%, com baixa incidéncia nas
quatro areas em que foi registrada, variando de 0,2 a 4,4%. No segundo levantamento,
realizado nas mesmas areas em abril de 2004, a doenca ndo foi constatada. Para o
estudo de sobrevivéncia em folhas, meloeiros com 18 dias, cultivados em casa de
vegetacdo e no campo, foram pulverizados com suspensfes do mutante nas
concentraces (3,4 x 10% 3,4 x 10° e 3,4 x 10* UFC mL™). Para determinar a
sobrevivéncia em raizes e na rizosfera, sementes de meldo Amarelo foram semeadas em
solo infestado com suspensdes de Aac1™"a 3,4 x 10°, 3,4 x 10° e 3,4 x 10" UFC mL ™. A
intervalos de seis dias, amostras de folhas, raizes e solo rizosférico foram coletadas e
processadas para isolamento em meio &gar nutritivo-extrato de levedura-dextrose

contendo rifampicina. As populacdes bacterianas foram determinadas em UFC g™ de



amostra e os dados transformados em logio para analise de regressao. Nas folhas de
meloeiro, em casa de vegetacdo e campo, o mutante Aac1™" sobreviveu epifiticamente
durante 54 dias, observando-se inicialmente aumento da populacdo bacteriana epifitica,
com posterior declinio, sendo as populagBes finais semelhantes nas duas condi¢Ges
estudadas, com valores variando de 10° a 10* UFC g de folha. Nas raizes e rizosfera,
em casa de vegetacdo, a populacdo bacteriana decresceu variando em fungdo da
concentracéo utilizada até atingir aos 60 dias ap6s o plantio, niveis de 10? a 10° UFC g™
de raiz e 10* a 10> UFC g* de solo. Aac® n3o foi detectado sobrevivendo

endofiticamente em folhas ou raizes de meloeiro.



ABSTRACT

One of the main diseases occurring in melon fields in Brazilian Northeastern is
the bacterial fruit blotch caused by the bacterium Acidovorax avenae subsp. citrulli.
This study aimed to survey the bacterial fruit blotch incidence in 12 melon planting
areas in Juazeiro (BA), in two consecutive plantings, and determine the ability of A.
avenae subsp. citrulli to survive epiphytically and endophytically on the leaves and
roots, and also in the rhizosphere of melon by using a mutant resistant to rifampicin
(Aac1®™). The surveys were conducted to determine the disease incidence and
prevalence in 12 commercial melon areas chosen randomly with plants at harvesting
time. In each area 25 sub-plots with 100 m? were marked and 20 fruits evaluated in a
diagonal line. In the first survey performed in January 2004, the prevalence of bacterial
blotch was 33.33% and there was low incidence in the four areas where the disease
occurred, ranging from 0.2 to 4.4%. In the second survey performed in the same areas
in April 2004 the disease was not detected. For the survival study on leaves, melon
plants with 18-day, grown in greenhouse and field, were sprayed with mutant
suspensions at concentrations 3.4 x 10% 3.4 x 10%® and 3.4 x 10* CFU mL™. To
determine survival on roots and rhizosphere, seeds of melon type Yellow were sown in
soil infested with suspensions of Aac1™" at 3.4 x 10°, 3.4 x 10° and 3.4 x 10’ CFU mL™.
At 6-day intervals samples of leaves, roots and rhizosphere soil were collected and
processed for isolation on NYDA medium amended with refampicin. Bacterial
populations were then determined as UFC g™ of sample and the data were transformed
to logy for regression analysis. On melon leaves, in greenhouse and field Aac1®"

survived epiphytically for 54 days. These epiphytic bacterial populations increased
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initially and decreased after certain time. The final populations were similar in the two
conditions and ranged from 10° to 10* CFU g™ leaf. On the roots and rhizosphere in
greenhouse bacterial populations decreased according to the inoculum concentration
and at 60 days after planting ranged from 10% to 10® CFU g™ roots and 10" to 10° CFU

g soil. Aac® was not detected as endophytic in leaves or roots of melon.



Capitulo |

Introducéao geral



13

O meloeiro (Cucumis melo L.) € uma espécie cujo centro de origem ndo esta
claramente estabelecido, podendo ter sido na Africa ou no continente asiatico, tendo se
dispersado a partir da india para todas as regiées do mundo. No Brasil, a introducio do
meloeiro foi feita pelos imigrantes europeus e o Estado do Rio Grande do Sul foi,
possivelmente, o primeiro centro de cultivo da cultura no pais (ALVARENGA,
REZENDE, 2002).

O meloeiro pertence a familia das cucurbitaceas. A planta é anual, herbacea,
prostrada, de hastes trepadoras e folhas pecioladas, grandes, aveludadas, com 3 a 5
lobos. As flores sdo amarelas e os frutos séo bagas grandes, polimorfas, pubescentes ou
glabras, de cores variadas, geralmente amarelos, amarelados ou verdes. A polpa é doce,
branda, aquosa e bastante saborosa. As sementes séo de tamanho regular, ovaladas e
comprimidas. O meldo é razoavelmente rico em vitaminas e em propriedades
estimulantes, diuréticas e laxativas (GOMES, 1978).

Os principais meldes produzidos comercialmente pertencem a dois grupos: C.
melo var. inodorus Naud. e C. melo var. cantaloupensis Naud. que correspondem,
respectivamente, aos meldes inodoros e aromaticos. A classificacdo comercial por tipo
facilita a comunicacdo no agronegocio do meldo. Por tipo entende-se um grupo de
cultivares ou hibridos que apresenta uma ou mais caracteristicas semelhantes,
identificaveis facilmente e diferenciadas dos demais, tal como o aspecto da casca (cor
quando maduro, presenca ou auséncia de suturas, cicatrizes, reticulagdo ou
rendilhamento), cor da polpa e formato do fruto, entre outras. Entre os tipos mais
comuns estdo o Amarelo ou Espanhol (Amarelo liso e rugoso), o Verde Espanhol (Pele-

de-sapo e Tendral), o Gélia, o Cantaloupe e o Orange Flesh (MENEZES et al., 2000).
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Esta cucurbitacea é uma das olericolas mais plantadas do mundo (COSTA et al.,
2001), tendo sido cultivada no ano de 2004 em 78 paises, ocupando uma area de 1,31
milhdes de hectares com producdo de 27,37 milhGes de toneladas de frutos. A China é o
maior produtor, responsavel por 52,38 % da oferta mundial, seguida pela Turquia e
Estados Unidos com 6,21 e 4,53 %, respectivamente. A produtividade média mundial é
de 20,8 t ha™'. O Brasil com uma producdo de 155.000 t em 12.500 ha de area cultivada
e apresentando produtividade média de 12,4 t ha™, é o 21° produtor mundial e o maior
produtor de meldo da América do Sul, seguido pela Argentina e Chile (FAO, 2004).
Essa baixa produtividade demonstra a falta de utilizagdo adequada das tecnologias
disponiveis, o que é comprovado quando em algumas regides do pais, onde se utiliza
um alto nivel tecnoldgico, o rendimento por hectare atinge valores superiores a 30
toneladas, desde que se cultivem hibridos com elevado potencial genético (PFIMENTEL
et al., 2000).

A regido Nordeste, no ano de 2003, foi responsavel por 94,6 % da producéo
nacional, sendo o pélo Rio Grande do Norte-Ceara responsavel por 88,2 % dessa
producdo. Bahia e Pernambuco neste mesmo ano contribuiram, respectivamente, com
7,9 e 3,3 % da producdo do Nordeste (IBGE, 2004). Na regido do Submédio Séao
Francisco, a cultura intensificou-se a partir da década de 80, passando a ser cultivada em
varios municipios, destacando-se Juazeiro-BA. A produtividade média na regido esta
em torno de 15 t ha®, podendo chegar at¢é 30 t ha™ (DIAS et al., 1998).
Aproximadamente 98 % do meldo produzido no Brasil é do tipo Amarelo do qual fazem
parte diversas cultivares e hibridos; os outros 2 % sdo dos tipos Pele-de-sapo, Galia,

Charentais e Cantaloupe (COSTA et al., 2001).
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A principal doenca bacteriana que vem ocorrendo nos campos de meloeiro do
Nordeste, principalmente nos Estados do Rio Grande do Norte e Ceard é a mancha-
aquosa causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Willems et al.
(Sin: Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et al.; Pseudomonas
avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al. (SANTOS; VIANA, 2000). Assis et al.
(1999) relataram a ocorréncia desta doenca no Rio Grande do Norte em 1997 e desde
entdo foram assinaladas perdas de 40 a 50%, atingindo até 100% no periodo chuvoso
(SALES JUNIOR; MENEZES, 2001). Posteriormente no Nordeste, a mancha-aquosa
foi relatada no Ceara (SANTOS; VIANA, 2000), Pernambuco (MARIANO;
SILVEIRA, 2004) e Bahia (MARIANO et al., 2004).

Os sintomas da mancha-aquosa podem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento da planta. Ocorrem em plantulas, folhas e frutos, sendo mais comuns e
facilmente visualizados nos frutos (SANTOS; VIANA, 2000). Em plantulas, as lesbes
encharcadas sdo observadas nos hipocétilos e cotilédones, podendo resultar em colapso
ou tombamento e morte das mudas apds alguns dias (HOPKINS et al., 1996). Em areas
de producdo adensada pode haver uma expansdo rapida da doenca (O’BRIEN;
MARTIN, 1999). As lesdes nas folhas de plantas adultas sdo inicialmente pequenas,
com aspecto oleoso e coloracdo verde-clara, assumindo, posteriormente, uma coloragéo
marrom-escura (SANTOS; VIANA, 2000), com ou sem halo (HOPKINS et al., 1996).
Lesdes sdo frequentemente observadas ao longo das nervuras ou nas margens da folha
(O'BRIEN; MARTIN, 1999). Dependendo das condi¢es climaticas e da cultivar, as
manchas podem crescer e coalescer, e a necrose estender-se por quase toda a area foliar
(SALES JUNIOR; MENEZES, 2001). Os sintomas mais notaveis da doenca esto nos

frutos maduros antes da colheita. Na casca dos frutos, a doenga caracteriza-se por
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manchas de coloragéo verde-oliva, aquosas, variando de 1 a 5 mm de didmetro (SALES
JUNIOR; MENEZES, 2001), com ou sem halo, as quais progridem rapidamente,
coalescem, tornando-se marrom-claras ou marrom-escuras, atingindo grandes areas do
fruto (SANTOS; VIANA, 2000). No centro das lesdes podem ocorrer rachaduras
(SANTOS; VIANA, 2000) as quais podem permitir a entrada de outros microrganismos
que aceleram o apodrecimento do fruto (COSTA et al., 2001). Os sintomas internos
variam com a idade e com o estddio de desenvolvimento do fruto no momento da
infeccdo. Geralmente, ha uma descoloracdo da polpa que se apresenta marrom-
avermelhada abaixo da casca, embora, a necrose ou simples lesdo na casca nao reflita o
dano que ocorre na polpa imediatamente abaixo, ou seja, a parte interna ja pode estar
bastante comprometida, mesmo quando a lesdo externa tem apenas 0,5 cm a 2,0 cm de
diametro (O'BRIEN; MARTIN, 1999).

Acidovorax avenae subsp. citrulli € uma bactéria que se apresenta como
bastonetes Gram negativos, aer6bicos e moveis por um flagelo polar. Cresce bem em
meio de cultura de rotina como Agar nutritivo - extrato de levedura - dextrose (NYDA)
onde forma colonias pequenas com 0,7 a 1,0 mm, brancas ou cremes. Cresce a
temperatura de 41 °C, mas ndo a 4 °C. Nao hidrolisa a arginina e apresenta reacao
positiva para os testes de catalase, oxidase, urease e lipase (SCHAAD et al., 1978), bem
como reacdo de hipersensibilidade a fumo, variando de acordo com o isolado (SOMODI
et al., 1991). Cavalcanti (2003) analisando as condicGes favoraveis ao crescimento de
quatro isolados de A. avenae subsp. citrulli, observou crescimento entre 5 e 45 °C, com
maximo a 35 °C; crescimento em faixa de pH de 5,0 a 9,0, com méximo em pH 7,0;

tolerancia a concentracfes de 1, 2, 3 e 4 % de NaCl, com crescimento maximo a2 % e
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minimo a 4 % e; utilizacdo dos carboidratos fermentaveis glucose, galactose, ramnose,
sacarose, lactose, maltose, amido, inulina, manitol, dulcitol, sorbitol e salicina.

Além do meloeiro, a melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) e a
abobora (Cucumis maxima L.) (LANGSTON et al., 1999) séo hospedeiras de A. avenae
subsp. citrulli. Em estacdo de quarentena em Israel, a bactéria foi detectada em plantulas
de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) e berinjela (Solanum melongena L.)
provenientes de sementes importadas dos Estados Unidos da América (ASSOULINE et
al., 1997). No Brasil, Robbs et al. (1991) observaram sintomas da doenca, inoculando o
patégeno em pepino (Cucumis sativus L.), abobora e chuchu (Sechium edule L.).
Inoculagdes artificiais de A. avenae subsp. citrulli em pepino, melancia, maxixe
(Cucumis anguria L.), abobora moranga (Cucurbita maxima Duchesne), tomate,
berinjela e piment&o (Capsicum annun L.) resultaram em sintomas (NASCIMENTO et
al., 2004). Também sdo citadas como hospedeiras alternativas de A. avenae subsp.
citrulli as cucurbiticeas nativas meldo-de-Sao-Caetano (Momordica charantia L.),
bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) (SANTOS; VIANA, 2000) e meldo-pepino
(Cucumis melo var. cantaloupensis Naud.) (OLIVEIRA et al., 2003). Na Austrélia, a
planta invasora Cucumis myriocarpus L. foi assinalada como hospedeira da bactéria
(O'BRIEN; MARTIN, 1999).

Sementes contaminadas, plantulas infectadas e restos culturais constituem as
principais fontes de in6culo da bactéria. A disseminagdo a longa distancia ocorre
principalmente por sementes contaminadas, com niveis variando de 10 a 91 %
(O'BRIEN; MARTIN, 1999; OLIVEIRA et al., 2001) e pelo transplantio de mudas de
cucurbitaceas infectadas (HOPKINS et al., 1996). Apds a germinacdo da semente

contaminada, a bactéria é facilmente disseminada para plantulas ou plantas vizinhas
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através de respingos de agua de chuva e irrigacéo, solos infestados, insetos, utensilios
agricolas, operarios de campo (SANTOS; VIANA, 2000) e aerossois (HOPKINS et al.,
1992). As lesdes nas folhas das plantas sdo importantes fontes de in6culo para os frutos
(HOPKINS et al., 1992).

Inexistem estudos sobre a penetracdo da bactéria em folhas e frutos de meloeiro
no campo. Contudo, trabalhos de microscopia eletronica de varredura a partir de plantas
e frutos inoculados artificialmente, revelaram que A. avenae subsp. citrulli penetra nas
folhas através de estdbmatos (SILVA NETO et al., 2004) e nos frutos através de
estdmatos e lenticelas (SANTOS et al., 2004). Frutos em estadio inicial de formacao sdo
mais susceptiveis, uma vez que frutos maduros apresentam a sua superficie coberta por
uma espessa camada de cera que dificulta a penetragdo da bactéria pelos estdbmatos
(FRANKLE et al., 1993). Apdés a penetracdo no fruto, a bactéria, possivelmente,
permanece em estado latente até o inicio do amadurecimento quando se multiplica
intensamente (O' BRIEN; MARTIN, 1999). Em melancia as flores s&o também locais
de penetracdo de A. avenae subsp. citrulli que irdo posteriormente colonizar os frutos
(WALCOTT et al., 2004).

Desde que a A. avenae subsp. citrulli tenha sido introduzida numa érea, condi¢Ges
de alta umidade relativa, elevada temperatura e irrigagdo por aspersao contribuem para a
colonizagdo de folhas e frutos, rapido desenvolvimento da doenga e disseminacéo
secundaria (O'BRIEN; MARTIN, 1999; WALCOTT et al., 2003). Durante periodos de
temperaturas elevadas e dias ensolarados com chuvas ao entardecer, os sintomas da
doenca desenvolvem-se e a bactéria se dissemina sobre folhas e frutos mais
rapidamente. A doenca parece ndo se desenvolver durante tempo frio e chuvoso

(HOPKINS et al., 1992). Em casa de vegetacdo, o periodo de incubacdo e a severidade
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da mancha-aquosa em meloeiros com 20 dias sdo influenciados pelo aumento da
duracdo do periodo de molhamento foliar e pelo incremento da concentracéo de indculo
de A. avenae subsp. citrulli (SILVEIRA et al., 2003).

N&o se dispbe atualmente de resultados concretos para controle da mancha-
aquosa em meloeiro no Brasil. Sabe-se, contudo, que uma vez introduzida em uma area,
a erradicacdo é muito dificil (SALES JUNIOR; MENEZES 2001). S&o indicadas como
medidas de controle para a mancha-aquosa: utilizar sementes livres da bactéria, de
firmas credenciadas e em embalagens herméticas (SANTOS; VIANA, 2000; VIANA et
al., 2000); tratar as sementes com hipoclorito de sédio 0,5 % por 20 minutos, &cido
cloridrico 1,8 % por 5 minutos (RANE; LATIN, 1992), &cido latico 2 % por 20 minutos
(SANTOS; VIANA, 2000), estreptomicina por 16 horas (1 mg mL™) (SOWELL;
SCHAAD, 1979), sulfato de estreptomicina 0,1 % por 30 minutos, sulfato de
estreptomicina 0,1 % + solucéo salina 1,5 % por 30 minutos, Bion 0,01 % (acibenzolar-
S metil) por 20 minutos (MORAES et al., 2002), Bion 0,01 %, sulfato de estreptomicina
0,1 %, kasugamicina 0,1 % e oxicloreto de cobre 0,5 %, isoladamente ou em mistura
por 30 minutos (SILVA NETO et al., 2003), 4cido peroxiacético 1.600 ug mL™ por 30
minutos seguindo-se secagem a baixa umidade a 40 °C por 24 horas (HOPKINS et al.,
2003) ou, agua quente a 52° C por 10 minutos (SANTOS; VIANA, 2000); proteger
frutos jovens com aplicacdes periddicas de hidroxido de cobre (FRANKLE et al.,
1993); realizar rotacdo de culturas por pelo menos trés anos; evitar plantio em areas
umidas ou em periodos chuvosos; efetuar adubacdo equilibrada, evitando excesso de
nitrogénio (VIANA et al., 2000); erradicar plantulas/plantas com sintomas e plantas
voluntérias; manter temperatura e umidade em niveis baixos em casa de vegetacao e

estufa (DIAS et al., 1998); destruir restos de culturas, principalmente em campos
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infectados; evitar movimentacdo de pessoas ou implementos no campo quando as
plantas estiverem molhadas (orvalho, irrigacdo, chuva); evitar plantio direto (O’BRIEN;
MARTIN, 1999) e; eliminar cucurbitaceas silvestres, como a bucha e 0 meldo-de-séo-
caetano (VIANA et al., 2000).

Apesar da mancha-aquosa ter sido detectada em plantios comerciais de meloeiro
em Juazeiro-Bahia (Submédio Sdo Francisco) (MARIANO et al., 2004) ndo existem
dados sobre a distribuicdo e intensidade da doenca nessa regido, sendo o levantamento
epidemiolégico uma ferramenta que pode ser utilizada com esse objetivo. Os
levantamentos fitopatoldgicos visam fornecer informagdes sobre a importancia relativa
das doencas, monitorar flutuagdes na sua intensidade ao longo dos anos, e verificar a
eficiéncia e aceitacdo de praticas recomendadas de controle (KING, 1980).
Levantamento da mancha-aquosa realizado nos municipios de Mossor6 e Barauna, no
Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2003), detectou prevaléncia da doenca em 100%
dos campos de meloeiro, com incidéncia variando entre 4,3 e 47,29 %.

E importante que se conheca a forma como fitobactérias podem sobreviver em
condigdes de campo, para que se estabelecam medidas eficientes de controle. No ciclo
de vida de uma bactéria fitopatogénica, duas fases estdo diretamente relacionadas a
sobrevivéncia na planta, a epifitica e a latente. Na fase epifitica ou residente ocorre
multiplicacdo na superficie de plantas sadias sem infec¢do, o que constitui potencial
fonte de indculo na auséncia de infeccdo ou doenca. Na fase latente, a bactéria se
encontra endofiticamente, em baixas populacdes e os sintomas ndo se evidenciam
(ROMEIRO, 1995). Para que exerca um efeito significativo sobre a fisiologia da planta
hospedeira, a bactéria precisd antes colonizar efetivamente a superficie desta

(ROMANTSCHUK, 1992). Populacdes epifiticas de fitobactérias tém sido encontradas
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nas folhas e raizes de seus hospedeiros (SCHUSTER; COYNE, 1974) e fitobactérias
que incitam lesdes no filoplano tém sido encontradas sobrevivendo na rizosfera de
plantas hospedeiras e ndo hospedeiras (SCHNEIDER; GROGAN, 1977). Essas
populacBes se prestam como fonte de indculo para subseqlientes infecgdes na parte
aerea (ROMEIRO, 1995).

Sabe-se que A. avenae subsp. citrulli sobrevive durante a entressafra em restos
de cultura, em hospedeiros silvestres, em plantulas de meloeiro voluntarias
(NASCIMENTO et al., 2004; SANTOS; VIANA, 2000) e em sementes (SANTOS;
VIANA, 2000). No solo, sem uma planta hospedeira, a bactéria ndo sobrevive mais do
que algumas semanas (MARIANO; SILVEIRA, 2004). Inexistem dados sobre a
sobrevivéncia epifitica e endofitica de A. avenae subsp. citrulli nas folhas e raizes de
meloeiro, bem como sobre sua sobrevivéncia na rizosfera. E importante que se conheca
a dindmica populacional dessa bactéria sobrevivendo nesses locais, para que medidas
eficientes de controle possam ser estabelecidas impedindo a disseminagdo do patogeno.
Esses aspectos da sobrevivéncia ja foram esclarecidos para algumas bactérias, a
exemplo de Pectobacterium carotovorum (Jones) Hauben et al., agente causal da
podriddo-mole em diversas culturas, que é capaz de sobreviver no filoplano de plantas
hospedeiras e em ervas daninhas ou na rizosfera de plantas cultivadas (GOTO, 1992;
PEROMBELON; KELMAN, 1980); Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Doidge)
Dye et al. que se multiplica tanto epifitica como endofiticamente em folhas de pimentéo
(SHARON et al., 1982) e Pseudomonas syringae pv. tomato (Okabe) Young et al. que
sobrevive melhor epifiticamente em cultivares de tomateiros comerciais suscetiveis a
pinta bacteriana (SILVA; LOPES, 1995). Além disso, Pruvost et al. (2002) verificaram

que a importancia epidemioldgica da sobrevivéncia epifitica de X. campestris pv. citri
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(Hasse) Vauterin et al. em lesbes foliares apds o inverno é maior em regifes tropicais
do que em outras areas.

A sobrevivéncia de bactérias na planta e no solo pode ser monitorada pelo uso
de mutantes resistentes a antibidticos, tais como rifampicina e/ou acido nalidixico
(LOPEZ et al., 1999; MARIANO; McCARTER, 1991 a, b; 1993;), uma vez que essas
mutacdes se comportam como marcadores dessas bactérias (ASSIS, 1995). Mutantes de
Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall, P. syringae pv. tomato e P. viridiflava
(Burkholder) Dowson, com resisténcia a rifampicina-acido nalidixico, foram
empregados para avaliar a sobrevivéncia epifitica em folhas e raizes de tomateiro e
ervas daninhas (MARIANO; McCARTER, 1991ab, 1993) e a sobrevivéncia de
Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson em solo foi estudada pelo uso de mutantes
resistentes a rifampicina (LOPEZ et al., 1999).

Este trabalho teve por objetivos realizar o levantamento epidemiol6gico da
incidéncia da mancha-aquosa em 12 areas comerciais de meloeiro em Juazeiro-Bahia,
em dois plantios sucessivos (Capitulo Il), e determinar a capacidade de A. avenae
subsp. citrulli sobreviver epifitica e endofiticamente nas folhas e raizes, e na rizosfera

de meloeiro, utilizando um mutante resistente a rifampicina (Capitulo I11).
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RESUMO - Uma das principais doengas que vem ocorrendo em campos de meloeiro do
Nordeste brasileiro é a mancha-aquosa, causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp.
citrulli. O objetivo desse trabalho foi efetuar um levantamento da intensidade da mancha-
aquosa do meloeiro em Juazeiro (BA), em dois ciclos sucessivos de plantio. Levantamentos
foram conduzidos para determinar a incidéncia e a prevaléncia da mancha-aquosa em 12
areas comerciais de meloeiro, escolhidas ao acaso, com plantas em estadio de colheita. Em
cada 4rea foram demarcadas 25 subparcelas de 100 m? e avaliados 20 frutos/subparcela ao
longo da diagonal. No primeiro levantamento, realizado em janeiro de 2004, a prevaléncia
da mancha-aquosa foi de 33,33%, com baixa incidéncia nas quatro areas em que foi

registrada, variando de 0,2 a 4,4%. No segundo levantamento, realizado nas mesmas areas



34

em abril de 2004, a doenca ndo foi constatada. Nos dois ciclos de plantio as condi¢cfes de
temperatura e umidade relativa foram propicias ao desenvolvimento da doenca. No entanto,
antes do segundo ciclo (fevereiro-abril) ocorreu elevada precipitagdo pluviométrica,
acarretando a inundacdo das areas amostradas e destruicdo das plantacdes, afetando, desta
forma, a sobrevivéncia da bactéria. A mancha-aquosa ainda nao constitui um fator limitante
a cultura do meloeiro em Juazeiro, mas a doenca deve ser monitorada periodicamente
devido as condi¢des ambientais favoraveis ao seu estabelecimento.

Palavras-chaves: Acidovorax avenae subsp. citrulli, Cucumis melo, incidéncia, prevaléncia,

Submédio S&do Francisco.

ABSTRACT - One of the main diseases occurring in melon plantations in Brazilian
Northeast is the bacterial blotch caused by the bacterium Acidovorax avenae subsp. citrulli.
This study aimed to survey the intensity of bacterial blotch of melon in Juazeiro (BA)
during two successive planting periods. The surveys were conducted to determine the
disease incidence and prevalence in 12 commercial melon areas chosen randomly with
plants at harvesting time. In each area 25 sub-plots with 100 m? were marked and 20 fruits
evaluated in a diagonal line. In the first survey performed in January 2004, the prevalence
of bacterial blotch was 33.33% and there was low incidence in the four areas where the
disease occurred, ranging from 0.2 to 4.4%. In the second survey performed in the same
areas in April 2004, the disease was not detected. In both planting periods the
environmental conditions were favorable to disease development. However, before the
second period (February-April) the occurrence of high pluviometric precipitation flooded

the areas and destroyed the plantations, affecting the bacterial survival. Actually, bacterial
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blotch is not a limiting factor to the melon crop in Juazeiro but the disease must be
monitored periodically due to the favorable environmental conditions for its establishment.
Key-words: Acidovorax avenae subsp. citrulli, Cucumis melo, incidence, prevalence,

Submédio S&o Francisco.

INTRODUCAO
O Brasil, com uma producdo de 155 mil toneladas em 12.500 hectares de area cultivada

e uma produtividade média de 12,4 t ha™, é o 21° produtor mundial e o maior produtor de
meldo da Ameérica do Sul, seguido pela Argentina e Chile (FAO, 2004). No entanto,
segundo SECEX/DATAFRUTA-IBRAF (2004) o Brasil em 2003 exportou
aproximadamente 150 mil toneladas de frutos de meldo, e a produtividade média do Rio
Grande do Norte atingiu em 2001 25,4 t ha (SALES JUNIOR & MENEZES, 2001). O
cultivo do meloeiro € uma atividade agricola de grande importancia econbémica,
principalmente no Nordeste brasileiro, que em 2003 foi responsavel por 94,6% da producéo
nacional, destacando-se os agropolos Mossor6-Acu (RN) e Baixo Jaguaribe (CE), que
contribuiram com 88,2% dessa produc¢do. Outro p6lo produtor importante é o do Submédio
Sdo Francisco, envolvendo os estados da Bahia e de Pernambuco, que contribuiram com
7,9 e 3,3% para a producdo nordestina de 2003, respectivamente (IBGE, 2004).

A mancha-aquosa, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al) Willems
et al., é a principal doenca bacteriana do meloeiro no Nordeste brasileiro, sendo responsavel
por grandes perdas na producdo e depreciacdo dos frutos no Rio Grande do Norte e Ceara
(SALES JUNIOR & MENEZES, 2001). Esta doenca foi detectada pela primeira vez no Rio

Grande do Norte, em 1997, em amostras de frutos provenientes da cidade de Ipanguacu
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(ASSIS et al., 1999), e desde entdo foram assinaladas perdas de 40 a 50%, atingindo até
100% em periodos chuvosos (SALES JUNIOR & MENEZES, 2001). No Submédio S&o
Francisco, a mancha-aquosa foi observada pela primeira vez em 2003, em Juazeiro, no
Estado da Bahia, em mel&o tipo Amarelo cv. AF-682 (MARIANO et al., 2004).

Os sintomas da mancha-aquosa ocorrem nas folhas, ramos, peciolos e, principalmente
nos frutos, sendo mais notaveis nos frutos maduros antes da colheita. Na casca dos frutos, a
doenga se caracteriza por manchas de coloragdo verde-oliva, aquosas, variando de 1 a 5 mm
de didmetro (SALES JUNIOR & MENEZES, 2001), com ou sem halo, que progridem
rapidamente, coalescem, tornando-se marrom-claras ou marrom-escuras, atingindo grandes
areas (VIANA et al., 2000). Em alguns casos podem ocorrer rachaduras no centro das
lesBes. Os sintomas internos variam com a idade do fruto e com o seu estaddio de
desenvolvimento no momento da infec¢do. Geralmente hd uma descoloracdo da polpa que
se apresenta marrom avermelhada abaixo da casca podendo ocorrer podriddes secundarias
causadas por organismos que penetrem através das rachaduras (O’BRIEN & MARTIN,
1999).

Apesar da mancha-aquosa ter sido detectada em plantios de meloeiro em Juazeiro,
inexistem dados sobre a intensidade da doenca na regido, o que ndo acontece em relacéo ao
polo produtor do Rio Grande do Norte, onde ja foi efetuado levantamento da sua incidéncia
(SILVA et al., 2003). Os levantamentos fitopatologicos visam fornecer informacdes sobre a
importancia relativa das doencas, monitorar flutuacGes na sua intensidade ao longo dos
anos, e verificar a eficiéncia e aceitacdo de praticas recomendadas de controle (KING,

1980).
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O presente trabalho teve por objetivo efetuar o levantamento da intensidade da mancha-
aquosa em 12 areas comerciais de meloeiro em Juazeiro, em dois ciclos sucessivos de

plantio.

MATERIAL E METODOS

Na safra de 2004, em dois ciclos sucessivos de plantio de meloeiro (novembro-janeiro e
fevereiro-abril), foram conduzidos levantamentos da intensidade da mancha-aquosa em 12
areas de cultivo no municipio de Juazeiro (BA). Os levantamentos foram realizados nos
meses de janeiro e abril de 2004. Os perimetros de irrigacdo e as areas de producdo foram
escolhidos ao acaso e os dados foram obtidos de plantas que se encontravam no estadio de
colheita, quando os sintomas da doenga nos frutos geralmente tornam-se mais evidentes
(VIANA et al., 2000). Em cada area, foram demarcadas 25 subparcelas de 100 m* (10 m x
10 m) e a incidéncia da mancha-aquosa foi estimada em cada subparcela pela porcentagem
de frutos com sintomas da doenca em relacdo ao total de 20 frutos avaliados, selecionados
ao acaso ao longo da linha diagonal. Foi determinada também a prevaléncia da doenca
regionalmente, pela porcentagem de areas com a presenca da doenca em relacdo ao total de
areas amostradas.

Foram obtidas informacdes adicionais sobre localizacdo, tamanho da &rea, sistema de
irrigacdo, tipo e cultivar de meloeiro, anos de plantio de meloeiro na &rea e cultura utilizada
no plantio de entressafra. Dados diarios de temperatura minima, méxima e média, umidade
relativa do ar e precipitacdo pluviométrica, registrados durante toda a safra, foram obtidos
na Estacio Agometeorolégica da EMBRAPA Semi-Arido, localizada no Projeto

Mandacaru — Juazeiro (BA) proximas as areas amostradas.
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Os dados da incidéncia da doenca foram submetidos a analise de variancia e a separacéo
de médias efetuada pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram efetuadas com o auxilio do programa SAEG (Sistema de Analises

Estatisticas e Genéticas, UFV, Vigosa - MG, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as areas amostradas em Juazeiro eram cultivadas com meloeiro tipo Amarelo, cv.
AF-682 e apresentavam tamanhos variando de 1 a 4,5 ha (Tabela 1). Essa cultivar, bem
como Gold Mine (tipo Amarelo) e Pele de Sapo (tipo Verde Espanhol), séo relatadas como
suscetiveis a mancha-aquosa (SILVA et al., 2003). Cerca de 98% do meldo produzido no
Brasil é do tipo Amarelo, sendo AF-682, AF-646, Rochedo e Gold Mine, as cultivares mais
plantadas. O mercado interno brasileiro prefere cultivares desse tipo, embora o Cantaloupe
e 0 Pele de Sapo sejam produzidos visando atender principalmente a exportacdo (COSTA
etal., 2001).

No primeiro levantamento, realizado em janeiro de 2004, a prevaléncia da mancha-
aquosa foi de 33,33%, estando presente em quatro areas (Tabela 1). Contudo, no segundo
levantamento, realizado em abril do mesmo ano e nas mesmas &reas, a doenca ndo foi
constatada. Esses resultados diferem dos verificados na principal regido produtora de meléo
do Brasil, pois nos plantios amostradas nos municipios de Baraina e Mossor6 (RN) na
safra de 2001, a mancha-aquosa apresentou 100% de prevaléncia (SILVA et al., 2003). Em
outros paises, os resultados também sdo contraditorios em relacdo a incidéncia e
importancia da doenca. Como exemplo, a mancha-aquosa foi detectada na Australia em

janeiro de 1996, em plantulas de meloeiro do grupo reticulatus em viveiros comerciais.
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Porém, ndo houve ocorréncias até maio de 1998, quando a doenca incidiu no campo em
melBes reticulatus e Honeydew, com severidade superior aquela notada anteriormente,
sendo considerada a partir de entdo, de grande importancia para todos os tipos de meldes
(O’BRIEN & MARTIN, 1999).

Nas quatro areas que apresentaram frutos com sintomas da mancha-aquosa, foi
verificada uma baixa incidéncia da doenca, que variou de 0,2% a 4,4%, ndo tendo sido
detectadas diferencas significativas entre elas (Tabela 1). Situacdo diferente havia sido
registrada no Rio Grande do Norte, onde a incidéncia variou entre 4,30% a 47,29% (SILVA
et al., 2003). A baixa incidéncia verificada nas quatro areas no primeiro levantamento deve-
se, provavelmente, a escassa fonte de indculo primério. A bactéria pode ter sido introduzida
nesses plantios através de sementes contaminadas ou pelo indculo proveniente de outros
hospedeiros ou do solo. A hipétese da disseminacdo da doenca pela semente é a mais
provavel, poréem, a baixa prevaléncia e incidéncia da mancha-aquosa verificada indicam
que a percentagem de sementes contaminadas no lote era muito pequena, pois todos 0s
agricultores das areas analisadas plantaram sementes do mesmo lote, conforme verificado
junto aos produtores durante os trabalhos de levantamento. A semente € um dos principais
agentes de disseminacdo da mancha-aquosa, tendo sido, provavelmente, responsavel pela
introducdo dessa doenga no Rio Grande do Norte (ASSIS et al., 1999).

A transmissdo de A. avenae subsp. citrulli pela semente ¢ muito eficiente, podendo
variar de 10 até 91% (O'BRIEN & MARTIN, 1999; OLIVEIRA et al., 2001). Depois de
introduzida em uma éarea, a disseminacdo do in6culo secundario a partir de folhas
infectadas pode ocorrer pela chuva ou irrigacdo por aspersdao (O'BRIEN & MARTIN,

1999), sendo que poucos sitios de infeccdo primaria podem resultar em 100% de infeccdo
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nos frutos na época da colheita (HOPKINS et al., 1992). Em Juazeiro, o sistema de
irrigacdo de sulco por gravidade detectado em todas as areas de cultivo de mel&o avaliadas,
aliado a baixa precipitacdo pluviométrica registrada durante o primeiro ciclo de plantio
(Figura 1), séo condicOes que ndo favoreceram a disseminacdo de A. avenae subsp. citrulli.

Cucurbitaceas nativas, como meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.) e bucha
[Luffa cylindrica (L.) Roem.], podem propiciar a sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli
(VIANA et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2004) e foram encontradas nas areas de plantio
em Juazeiro durante o levantamento. Com relacdo a sobrevivéncia no solo, existem poucos
estudos, mas aparentemente a bactéria ndo sobrevive nesse ambiente mais do que algumas
semanas (MARIANO & SILVEIRA, 2004).

Nos dois ciclos de plantio foram registradas médias de temperatura (26,9 - 27,0 °C) e
umidade relativa do ar (60,5 - 74,2%) propicias ao desenvolvimento da mancha-aquosa nos
frutos (SILVEIRA et al., 2004). Uma possivel explicacdo para a ndo deteccdo da doenca
em frutos de meldo em abril, nas mesmas areas onde a doenca havia sido registrada em
janeiro, foi a elevada precipitacdo pluviométrica ocorrida nas duas Gltimas semanas de
janeiro e na segunda semana de fevereiro (Figura 1), que acarretou a inundacao das areas
amostradas, com destruicdo de todas as plantacdes, afetando, desta forma, a sobrevivéncia
da bactéria no solo, em outros hospedeiros, em plantas voluntarias e restos culturais, que
serviriam como fonte de indculo para o proximo plantio.

N&do foi constatada correlacdo significativa (P=0,05) entre o tempo de plantio do
meloeiro nas areas e a incidéncia da mancha-aquosa (Tabela 1). A ocorréncia de mancha-

aquosa em Juazeiro foi registrada pela primeira vez em 2003 (MARIANO et al., 2004),
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indicando que, possivelmente, o indculo foi introduzido nessa regido recentemente, motivo
pelo qual o tempo de plantio nas &reas, no momento, ndo constituiu fator determinante na
intensidade da doenca.

Com relacdo as culturas de entressafra utilizadas pelos agricultores (Tabela 1), ndo
foram encontrados relatos da cebola (Allium cepa L.) como hospedeiro e o feijao
(Phaseolus vulgaris L.) ndo foi suscetivel quando inoculado com A. avenae subsp. citrulli
(NASCIMENTO et al., 2004). Portanto, por ndo favorecerem a manutengdo do inéculo,
estas culturas, e ainda o caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) (NASCIMENTO et al., 2004),
podem ser indicadas para rotacdo como medida de controle da mancha-aquosa. Para evitar
que, a bactéria se mantenha no campo uma vez introduzida, ndo se recomenda a utilizacéo
de pimentdo (Capsicum annuum L.) e melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai) como culturas de entressafra, as quais foram verificadas nas areas A-8 e A-9, e A-
12, respectivamente, pois também hospedam A. avenae subsp. citrulli (NASCIMENTO et

al., 2004).

CONCLUSAO

As baixas prevaléncia e incidéncia da mancha-aquosa do meloeiro nas &reas amostradas
indicam que essa doenga ainda ndo constitui um fator limitante a cultura do meloeiro em
Juazeiro. No entanto, devido a importancia no nordeste brasileiro, a mancha-aquosa deve
ser monitorada periodicamente no Submédio S&o Francisco, que apresenta condi¢des
favoraveis para o estabelecimento da doenca, tais como plantio de cultivares suscetiveis,

presenca de outros hospedeiros, culturas de entressafras suscetiveis e condi¢Ges de
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temperatura e umidade favoraveis. Além disso, estratégias de manejo da mancha-aquosa

devem ser utilizadas.
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Tabela 1. Levantamento da incidéncia da mancha-aquosa em frutos de meloeiro tipo

Amarelo cv. AF-682, causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, em plantios

comerciais em Juazeiro (BA), em janeiro de 2004.

Area Tamanho Perimetro Anos de plantio  Cultura na Incidéncia
(ha) irrigado de meloeiro entressafra (%)
A-1 2 Areias 01 cebola 4,4"™
A-2 1,7 Mandacaru 01 cebola 1,2
A-3 19 Mandacaru 04 cebola, feijao 0,6
A-4 2 Touréo 15 cebola 0,2
A-5 1 Mandacaru 30 feijéo 0,0
A-6 1 Mandacaru 30 cebola, feijao 0,0
A-7 1,3 Mandacaru 01 feijéo 0,0
A-8 2,2 Mandacaru 15 cgbola, 0,0
piment&o
A-9 2 Mandacaru 01 pimentdo 0,0
A-10 1,2 Mandacaru 01 cebola 0,0
A-11 3 Mandacaru 18 cebola 0,0
A-12 4,5 Areias 02 cebola, 0,0
melancia

" ndo significativo pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).
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Figura 1. Precipitacdo pluviométrica registrada em Juazeiro (BA) no periodo de novembro
de 2003 a abril de 2004, onde foram realizados os levantamentos da intensidade da
mancha-aquosa em plantios de meloeiro. Fonte: Estacdo Agometeoroldgica da EMBRAPA

Semi-Arido, localizada no Projeto Mandacaru — Juazeiro .
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RESUMO
A capacidade de Acidovorax avenae subsp. citrulli sobreviver epifitica e
endofiticamente nas folhas e raizes, e na rizosfera de meloeiro, foi determinada utilizando
um mutante resistente a rifampicina (Aac1™"). Folhas de meloeiros com 18 dias, cultivados
em casa de vegetacdo e no campo, foram pulverizadas com suspensdes do mutante  nas

concentracdes (3,4 x 10%, 3,4 x 10°e 3,4 x 10* UFC mL™). Para

* Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade Federal Rural de
Pernambuco (2005)
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determinar a sobrevivéncia em raizes e na rizosfera, sementes de meldo Amarelo foram
semeadas em solo infestado com suspensdes de Aac1®" a 3,4 x 10° 3,4 x 10% e 3,4 x 10’
UFC mL™. A intervalos de seis dias, amostras de folhas, raizes e solo rizosférico foram
coletadas e processadas para isolamento em meio &gar nutritivo-extrato de levedura-
dextrose contendo rifampicina. As populagdes bacterianas foram entdo determinadas em
UFC g™ de amostra e os dados obtidos transformados em log;o para anélise de regresséo.
Nas folhas de meloeiro, em casa de vegetacdo e campo, o mutante Aacl®" sobreviveu
epifiticamente durante 54 dias, observando-se inicialmente aumento da populacdo
bacteriana epifitica, com posterior declinio, sendo as populacfes finais semelhantes nas
duas condicdes estudadas, com valores variando de 10% a 10* UFC g™ de folha. Nas raizes e
rizosfera, em casa de vegetacdo, a populacdo bacteriana decresceu variando em funcéo da
concentracéo utilizada até atingir aos 60 dias ap6s o plantio, niveis de 10° a 10° UFC g de

raiz e 10" a 10> UFC g de solo. Aac® ndo foi detectado sobrevivendo endofiticamente em

folhas ou raizes de meloeiro.

Palavras-chave adicionais: Cucumis melo, mancha-aquosa, ecologia, fitobactéria.

ABSTRACT

Survival of Acidovorax avenae subsp. citrulli on melon plants.
The ability of Acidovorax avenae subsp. citrulli to survive epiphytically and

endophytically on leaves and roots, and on rhizosphere of melon plants was determined by

using a mutant resistant to rifampicin (Aac1®"). Leaves of 18-day melon plants grown in
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greenhouse and field were sprayed with mutant suspensions at concentrations of 3.4 x 107,
3.4 x 10° and 3.4 x 10* CFU mL™. To determine survival on roots and rhizosphere, seeds of
melon type Yellow were sown in soil infested with suspensions of Aac1™" at 3.4 x 10°, 3.4
x 10° and 3.4 x 10’ CFU mL™. At 6-day intervals samples of leaves, roots and rhizosphere
soil were collected and processed for isolation on NYDA medium amended with
rifampicin. Bacterial populations were then determined as UFC g™ of sample and the data
were transformed to log;o for regression analysis. On melon leaves, in greenhouse and field
Aac1® survived epiphytically for 54 days. These epiphytic bacterial populations increased
initially and decreased after certain period of time. The final populations were similar in the
two conditions and ranged from 10° to 10* CFU g™* of leaf. On the roots and rhizosphere in
greenhouse bacterial populations decreased according to the inoculum concentration and at
60 days after planting ranged from 10° to 10° CFU g™ of roots and 10 to 10 CFU g™ of
Rif

soil. Aac™" was not detected as endophyte in leaves or roots of melon plants.

INTRODUCAO

A mancha-aquosa do meloeiro (Cucumis melo L.) é a principal doenca bacteriana
qgue vem ocorrendo nos campos de meldo do Nordeste, sendo responsavel por grandes
perdas na producdo e depreciacdo dos frutos no Rio Grande do Norte e Ceara (Sales Junior
& Menezes, 2001). E causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.)
Willems et al.,, uma bactéria Gram negativa, em forma de bastonete e que pode ser
transmitida por sementes de vérias cucurbitaceas (Hopkins & Thompson, 2002). Os

sintomas da doenca se manifestam nos frutos como lesdes aquosas e como lesdes necroticas
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nos cotilédones e folhas verdadeiras (Sales Junior & Menezes, 2001; Santos & Viana,
2000).

A disseminagdo dessa bactéria a longa distancia ocorre principalmente por sementes
contaminadas (O'Brien & Martin, 1999) e pelo transplantio de mudas de cucurbitaceas
infectadas (Hopkins et al., 1992). Entre plantulas ou plantas vizinhas e das folhas para os
frutos, a disseminacdo se da através de respingos de &gua de chuva e irrigacdo, solos
infestados, insetos, utensilios agricolas, operarios de campo (Santos & Viana, 2000) e
aerossois (Hopkins et al., 1992). A colonizacdo de folhas e frutos de meloeiro por A.
avenae subsp. citrulli requer alta umidade (O'Brien & Martin, 1999), que juntamente com
temperatura elevada favorecem o progresso da doencga (Mariano & Silveira, 2004).

Acidovorax avenae subsp. citrulli sobrevive durante a entressafra em restos de
cultura, em hospedeiros silvestres e cultivados, em plantulas de meldo voluntarias (Santos
& Viana, 2000; Nascimento et al., 2004), em sementes (Santos & Viana, 2000) e no solo
por algumas semanas (Mariano & Silveira, 2004). Inexistem dados sobre a sobrevivéncia
epifitica e endofitica dessa bactéria nas folhas e raizes de meloeiro, bem como sobre sua
sobrevivéncia na rizosfera. E importante que se conheca a dinamica populacional de A.
avenae subsp. citrulli sobrevivendo nesses locais para que medidas eficientes de controle
possam ser estabelecidas, impedindo a disseminac¢édo do patdgeno.

Mutantes com resisténcia a antibi6ticos tém sido empregados em estudos ecoldgicos
de bactérias fitopatogénicas incluindo sobrevivéncia no solo e em plantas. A sobrevivéncia
de Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson em solo foi estudada pelo uso de mutantes
resistentes a rifampicina (Lopez et al., 1999) e mutantes com resisténcia a rifampicina-

acido nalidixico de Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall, P. syringae pv. tomato
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(Okabe) Young et al. e P. viridiflava (Burkholder) Dowson foram empregados para avaliar
a sobrevivéncia epifitica em folhas e raizes de tomateiro e ervas daninhas (Mariano &
McCarter, 1991a, b; 1993).

A proposta do presente estudo foi determinar a capacidade de A. avenae subsp.
citrulli sobreviver como epifitica e endofitica em folhas e raizes, e na rizosfera de meloeiro,

utilizando um mutante resistente a rifampicina.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo do mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente ao antibiotico
rifampicina

Mutante espontaneo resistente ao antibiotico rifampicina foi obtido a partir do
isolado Aacl de A. avenae subsp. citrulli, pertencente a colecéo de bactérias do Laboratério
de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Inicialmente 0,1 mL de
suspens&o bacteriana (3,4 x 10" UFC mL™) foi plaqueado em meio de cultura &gar nutritivo-
extrato de levedura-dextrose (NYDA) com 50 ppm de rifampicina. As placas foram
incubadas em B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) a 30 °C por 48 horas, e a partir de
uma coldnia mutante resistente a 50 ppm foi obtido, pelo mesmo método, um mutante
resistente a 100 ppm de rifampicina, denominado Aac1®". Para testar a estabilidade de
Aac1™ foram realizadas repicagens para meio NYDA com e sem antibidtico,
alternadamente por 10 vezes.

Aac1®" foi comparado a Aacl quanto ao crescimento em meio liquido e

patogenicidade a meloeiro. Em tubos de ensaio contendo 9 mL do meio NYD (caldo
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nutritivo-extrato de levedura-dextrose) foi adicionado 1 mL da suspensdo bacteriana (3,4 X
10" UFC mL™). Os tubos foram incubados em B.O.D. e o crescimento foi avaliado pela
variagdo na densidade Otica da cultura em meio liquido, monitorada em fotocolorimetro
(Metronic M3) a 580 nm apds 24, 48, 96 e 144 horas, com cinco repeticGes para cada
intervalo.

Para comparar a patogenicidade de Aacl® em relacdo a Aacl em plantas de
meloeiro foi seguida a metodologia de Silveira et al. (2003a). Foram utilizadas oito plantas
por tratamento e avaliadas duas folhas por planta, do quarto ao oitavo dia apds a inoculagao,

determinando-se a severidade da mancha-aquosa.

Sobrevivéncia epifitica e endofitica do mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli em
folhas de meloeiro, em casa de vegetacdo e campo

Plantas de meloeiro Amarelo, hibrido AF-682 foram cultivadas durante 18 dias em
casa de vegetacdo em vasos de 3 Kg contendo a mistura 2:1 (v/v) de solo/substrato
Plantmax®, e em parcela experimental no campo contendo manilhas de cimento com
didametro de 100 cm e capacidade para 45 Kg de solo. As plantas foram inoculadas por
pulverizacdo com Aac1™" em trés diferentes concentracdes (3,4 x 10% 3,4 x 10° e 3,4 x 10*
UFC mL™) e avaliadas nove vezes em intervalos de seis dias, a partir da inoculagdo. No
estudo da sobrevivéncia epifitica, em cada avaliacdo duas folhas inoculadas foram
coletadas, cortadas em pequenos fragmentos, misturadas, pesadas e 0,5 g adicionados a 4,5
mL de agua destilada esterilizada (ADE) em tubos, 0s quais foram submetidos a banho de
ultra-som (THORNTON T7) por 5 minutos, na poténcia 10. Para a sobrevivéncia

endofitica, os fragmentos foram desinfestados em alcool a 50 % por 30 segundos e
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hipoclorito de sédio a 0,7 % por trés minutos e em seguida, lavados duas vezes com ADE.
A agua da ultima lavagem foi plaqueada para comprovagdo da auséncia de organismos
epifiticos. Depois, foram transferidos para tubo de ensaio contendo 4,5 mL de ADE, os
quais também foram submetidos ao banho de ultra-som por 5 minutos, na poténcia 10. Os
fragmentos foram entdo macerados e novamente submetidos ao banho de ultra-som. Nas
duas situacdes, foram realizadas diluicdes seriadas até 107, plaqueando-se 0,1 mL das
suspensdes em meio NYDA contendo 100 ppm de Rifampicina (NYDAR™), com trés
repeticdes. As placas foram incubadas por 36 horas a 30 °C, em B.O.D. e a avaliagdo
realizada pela contagem do numero de colonias, determinando-se a populagdo bacteriana
em UFC g de folha. Para analise de regressdo, os dados foram transformados em logso

UFC g™ de folha.

Sobrevivéncia epifitica e endofitica do mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli em
raizes e sobrevivéncia na rizosfera de meloeiro, em casa de vegetacao

Sementes de meldo do hibrido AF-682 foram semeadas em copos plasticos com
capacidade de 250 mL contendo a mistura 2:1 (v/v) solo/substrato Plantmax®, infestada na
hora do semeio com a suspenséo de Aac1™" nas concentracdes de 3,4 x 10°, 3,4 x 10% e 3,4 x
10" UFC mL™, na proporcao de 40 mL de suspensdo para 200 g da mistura. Doze dias ap6s,
as mudas em torrdo foram transplantadas para vasos de 3,5 kg contendo a mesma mistura. A
sobrevivéncia epifitica e endofitica nas raizes e a sobrevivéncia na rizosfera de meloeiro

foram avaliadas em intervalos de seis dias a partir de plantas com 12 dias, conforme

metodologia ja descrita para folhas, utilizando as raizes ou o solo rizosférico.
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O solo utilizado no experimento apresentava as seguintes caracteristicas: pH 5,3; P
[mg (dm®™] 33; K* [cmol, (dm®)™] 0,41; Ca** + Mg*? [cmol. (dm®)™] 3,0; AI*® 0,35. Para
adequacdo as exigéncias da cultura, o pH do solo foi ajustado para 6,5-7,0, utilizando-se

calcério.

Anélises estatisticas

Os dados dos experimentos de sobrevivéncia foram submetidos a analise de
regressdo para selecionar modelos ajustados as curvas de sobrevivéncia de Aac1®", com
base no coeficiente de determinacdo (R?) e no quadrado médio do residuo (QMR),
utilizando-se o programa TableCurve™ 2D for Windows, Version 5.01 (SYSTAT Software

Inc., USA, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obten¢do de mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente ao antibiotico
rifampicina

O mutante espontaneo Aac1™" de A. avenae subsp. citrulli resistente a 100 ppm de
rifampicina mostrou estabilidade para resisténcia ao antibidtico, além de apresentar
crescimento em NYD (Figura 1A) e induzir doenca em plantas de meloeiro com severidade
(Figura 1B) semelhante ao Aacl. Resposta semelhante foi obtida para mutantes Rif-Nal de
P. syringae pv. syringae, P. syringae pv. tomato e P. viridiflava (Mariano & McCarter,

1991 a, b; 1993) e Rhizomonas suberifaciens van Bruggen et al. 1990) Yabuuchi et al.



56

(O’Brien & Van Bruggen, 1991). Apesar de existirem evidéncias de que o método de
marcacdo por resisténcia a antibidticos para o estudo da dindmica das populacGes
bacterianas pode afetar a biologia dos organismos (Schroth, 1992), neste trabalho ndo foram
observadas diferengas marcantes entre o mutante e o isolado selvagem, o qual podera ser

utilizado em estudos de ecologia de A. avenae subsp. citrulli.

Sobrevivéncia epifitica e endofitica do mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli em
folhas de meloeiro, em casa de vegetacdo e campo

Os estudos de casa de vegetacdo e campo mostraram que o mutante Aacl®
sobreviveu epifiticamente nas folhas de meloeiro durante os 54 dias de duragdo do
experimento (Figura 2). O tempo de sobrevivéncia de bactérias fitopatogénicas no filoplano
é variavel. Como exemplos, em experimentos de campo, mutante Rif-Nal de P. syringae pv.
syringae foi detectado sobrevivendo epifiticamente em folhas de tomateiro por apenas 14
dias com populacdes variando de 2,5 x 10° e 5,0 x 10> UFC g™ de folha (Mariano &
McCarter, 1991Db), enquanto mutantes Rif-Nal de P. syringae pv. tomato e P. viridiflava
sobreviveram até 28 dias (Mariano & McCarter, 1991a; 1993).

Em casa de vegetacdo e campo, observou-se na primeira avaliacdo, seis horas ap6s a
inoculacdo, uma elevacgédo nas populacbes que foi maior em casa de vegetagdo do que no
campo (Figura 2). Este aumento continuou até 18 horas ou 30/36 horas ap0s a inoculagdo,
respectivamente em casa de vegetacdo e campo, independente da concentracdo da
suspensdo inoculada, quando entdo comecou a declinar. No entanto, em campo, as
populacdes nessa fase de crescimento foram menores, indicando que a pré-adaptacdo de

Aac1®" a0 ambiente do filoplano requereu mais tempo que em casa de vegetacdo para o
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ajuste as condicgdes fisicas e nutricionais, antes da multiplicacdo. Outras bactérias, a
exemplo de Pseudomonas syringae van Hall, apresentam habilidade de pré-adaptacdo ao
ambiente do filoplano (Wilson & Lindow, 1993).

Ao contrério do esperado, aos 54 dias ap6s a inoculacdo, as populagdes epifiticas do
patégeno nas folhas de meloeiro em campo foram semelhantes aquelas encontradas nas
plantas mantidas em casa de vegetacdo, variando na ordem de 10% a 10* UFC g de folha
(Figura 2). Isto pode ter sido consequéncia das condi¢des de temperatura (28,7° C e 25,17
°C) e umidade relativa (66,78% e 76,57%) registradas em casa de vegetacdo e campo,
respectivamente. Adicionalmente, a superficie da folha é vista como um ambiente hostil
para 0s microrganismos, sujeitos nesse local a flutuagGes extremas de temperatura, radiacéo
ultravioleta e visivel e a periodos de dessecacdo (Hirano & Upper, 1983), principalmente
em condicdes de campo. O nivel populacional similar do mutante Aac1® em casa de
vegetacao e campo sugere sua habilidade de evitar a dessecacao e a acdo da luz ultravioleta,
caracteristicas estas importantes para a sobrevivéncia (Beattie & Lindow, 1999). Células de
A. avenae subsp. citrulli geralmente permaneceram agregadas e muito raramente isoladas na
superficie das folhas de meldo (Silva Neto et al., 2004), sendo a agregacdo de células uma
caracteristica que aumenta a chance de sobrevivéncia porque protege células individuais da
dessecacdo (Denny, 1995). A presenca de fibrilas nas células de A. avenae subsp. citrulli
interligando-as a superficie do hospedeiro (Silva Neto et al., 1994) também favorece a
sobrevivéncia no filoplano por proporcionar a aderéncia das células ao tecido da planta e,
desta forma, diminuir o impacto de fatores mecéanicos como o vento e a chuva sobre a

disseminacdo da bactéria. Além disso, as células dessa bactéria situam-se preferencialmente

em locais protegidos do filoplano, tais como depressdes existentes entre as células
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epidermais, base dos tricomas e ao redor e dentro dos estdmatos. Este fato tem sido
evidenciado pela microscopia eletronica de varredura para estudos de sobrevivéncia em
outras interagdes patdgeno hospedeiro (Mariano & McCarter, 1991 a, b; 1993).

Em relacdo & tendéncia da sobrevivéncia de Aac1™" no filoplano de meloeiro,
observou-se que a variacdo populacional ao longo do tempo apresentou de maneira geral
comportamento semelhante para todas as concentragdes inoculadas, seja em condic¢des de
casa de vegetagdo ou campo (Figura 2). Para as concentraces 3,4 x 10%, 3,4 x 10°e 3,4 x
10* UFC mL™ inoculadas em plantas em casa de vegetacdo os modelos lineares e
quadraticos: y = 6,3329 — 0,0496x — 15,0660/x (R* = 79%); y = 4,3889 + 0,0204x —
0,0005x> (R* = 90%); y = 4,7414 + 0,0513x — 0,0015x*> (R* = 98%), respectivamente,
descreveram adequadamente a variacdo ocorrida na sobrevivéncia da bactéria. Em
condices de campo, os modelos quadraticos: y = 3,7890 + 0,0315x — 0,0007x? (R? = 84%);
y = 2,9102 + 0,0905x — 0,0014x* (R? = 88%); y = 3,3208 + 0,0675x — 0,0010x? (R? = 94%)
apresentaram bons ajustes as curvas de sobrevivéncia em funcdo da concentracdo do
indculo inicial de 3,4 x 10% 3,4 x 10°e 3,4 x 10* UFC mL™, respectivamente.

Em campo, nao foram observados sintomas da mancha-aquosa nas folhas inoculadas
com Aacl™ embora em casa de vegetacdo tenha sido observada incidéncia nio
significativa da doenca. Silveira et al. (2003b) utilizando as mesmas concentracdes e outros
isolados de A. avenae subsp. citrulli verificaram indice de doenca em torno de 15% em
plantas com 20 dias, avaliadas oito dias ap6s a inoculacdo. Esta diferenca de resultados
pode ser explicada pela auséncia de incubacdo das plantas em camara Umida 48 horas antes

e depois da inoculacdo. Desta forma, a bactéria ndo encontrou condicGes favoraveis para
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penetrar através dos estdmatos e causar infeccdo. As bactérias fitopatogénicas sao capazes
de sobreviver e se multiplicar sobre superficies de plantas sem causar sintomas (Leben,
1965). Sintomas do crestamento comum do feijoeiro s6 ocorreram quando as populacdes
residentes de X. campestris pv. phaseoli (Smith) Dye excederam o nivel de 5 x 10° UFC
foliolo™ (Hirano & Upper, 1983).

O fato citado acima em relacdo a penetracdo da bactéria, também deve ter
contribuido para que Aacl® n&o tenha sido detectada colonizando endofiticamente as
folhas de meloeiro. Outro aspecto a ser considerado é que o método de isolamento utilizado
pode ndo ter sido eficiente para detectar a populacdo endofitica que, se existente, estaria em
baixos niveis. Em estudos de microscopia eletronica de varredura utilizando folhas de
meloeiro inoculadas com o mesmo isolado Aacl na concentracdo de 3,4 x 10’ UFC mL™,
células da bactéria foram encontradas endofiticamente colonizando o0s espagos
intercelulares da folha (Silva Neto et al., 2004).

No presente trabalho, sugere-se que as populages epifiticas encontradas nas folhas
de meloeiro sdo parcialmente responsaveis pela sobrevivéncia local da bactéria e pela
manutencdo do indculo na auséncia de condigdes favoraveis a infeccdo. Estas populacGes
epifiticas sdo fonte priméria de indculo e o fato de existirem em plantas sem sintomas

representa um grande risco na disseminacdo da bactéria dentro de um plantio ou na

introducdo do patégeno em areas indenes, favorecendo a ocorréncia de epidemias.

Sobrevivéncia epifitica e endofitica do mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli em

raizes e sobrevivéncia na rizosfera de meloeiro
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As populacbes de Aacl®" detectadas nas raizes epifiticamente e na rizosfera
decresceram em relacéo as populac@es introduzidas no solo, apds 12 dias (Figura 3). Uma
populacdo bacteriana no solo pode ser reduzida por inani¢cdo, competicdo com outras
bactérias e lise (Ace et al., 1988), além da inibicdo pela microbiota antagonista e influéncia
das caracteristicas fisicas e quimicas do solo (Schuster & Coyne, 1974). A populacdo
decresceu variando em funcgdo da concentragdo utilizada, até atingir na avaliagdo aos 60 dias
ap6s infestacdo do solo niveis em torno de 10? a 10° UFC g de raiz e 10' a 10 UFC g de
solo (Figura 3). O aumento das populacdes de A. avenae subsp. citrulli detectado na
rizosfera para as concentragdes de 3,4 x 10° e 3,4 x 10° UFC mL™ nas avaliacBes aos 18 e
24 dias apds plantio (Figura 3B), poder ter sido causado pela alteracdo dos exsudados
radiculares durante a transicdo do estadio cotiledonar para o estadio de assimilacdo da
fotossintese (Schuster & Coyne, 1974).

A variacéo populacional de Aac1®, ao longo do tempo, no rizoplano e na rizosfera
apresentou de maneira geral comportamento semelhante para todas as concentragdes
testadas (Figura 3). Os modelos quadraticos: y =3,3482 + 0,0054x — 0,0003x? (R*= 97%); y
= 5,2917 — 0,0977x + 0,0008x? (R? = 86%) e y = 5,4421 — 0,1013x + 0,0009x? (R? = 93%),
descreveram adequadamente a varia¢do ocorrida, quanto a sobrevivéncia no rizoplano das
concentracdes 3,4 x 10°, 3,4 x 10°e 3,4 x 10" UFC mL™, respectivamente. Na rizosfera, os
modelos quadraticos ou clbicos: y = 3,3446 + 0,2230x— 0,0104x* + 0,0001x° (R* = 94%; y
= 2,7832 + 0,3453x— 0,0174x* + 0,0002x3 (R? = 99%) e y = 5,3120 — 0,0595x + 0,0001x?
(R?> = 84%), apresentaram bom ajuste as curvas de sobrevivéncia em funcdo das

concentracdes iniciais de 3,4 x 10°, 3,4 x 10°e 3,4 x 10" UFC mL™, respectivamente.
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Em geral, diferenca da ordem de 10" UFC g™ foi observada entre a sobrevivéncia
epifitica de Aac1™ nas folhas e raizes de meloeiro (Figuras 2A e 3A). Acidovorax avenae
subsp. citrulli € um patégeno habitante da parte aérea e como tal sobreviveu melhor nas
folhas do que nas raizes, apesar de nestas terem sido inoculadas maiores concentracoes
bacterianas. Contudo, outras bactérias habitantes da parte aérea de plantas como P. syringae
pv. tomato e P. syringae pv. syringae sobreviveram melhor nas raizes do que na folhagem
de tomateiro (Mariano & McCarter, 1991a, b). Nesse ambiente P. syringae pv. syringae
sobreviveu epifiticamente por 28 dias (Mariano & McCarter, 1991b). A presenca de sitios
nutricionais mais adequados e especialmente um ambiente fisico mais estavel no rizoplano
podem explicar a preferéncia da sobrevivéncia nas raizes em relacdo as folhas em alguns
casos (Dickinson, 1971). Geralmente, acredita-se que patdégenos de folhagem ndo sdo bem
adaptados a sobreviver no solo (Hirano & Upper, 1983) o que pode explicar a baixa
sobrevivéncia de Aac1™" na rizosfera (Figura 3B). Destaca-se que o método de isolamento
empregado foi eficiente para detectar baixas populacdes da bactéria no solo. Ndo foram
encontradas informagdes sobre a sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli no solo sem
planta hospedeira e em restos de cultura deixados no campo.

A bactéria também ndo foi detectada colonizando endofiticamente as raizes de
plantas de meloeiro. Sintomas da mancha-aquosa nunca foram observadas em raizes de
meloeiro ou de outras hospedeiras dessa bactéria. Através de microscopia eletronica, A.
avenae subsp. citrulli também ndo foi visualizada no xilema e floema de plantulas
infectadas (Walcott et al., 2003).

A comprovacdo da habilidade da bactéria sobreviver epifiticamente no minimo por

54 e 60 dias, respectivamente, no rizoplano e na rizosfera de meloeiro, reforca a
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importancia da aplicacdo de algumas medidas de controle, tais como: erradicar plantas
voluntarias (Dias et al., 1998); destruir restos de culturas, principalmente em campos com
plantas infectadas (O'Brien & Martin, 1999); eliminar outras hospedeiras alternativas como
abobora (Cucumis maxima L.), abobrinha (Cucurbita pepol L.), bucha (Luffa cylindrica M.
Roem.), cabaca (Lagenaria vulgaris Ser.), maxixe (Cucumis anguria L.), melancia
(Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), mel&o-de-S&o-Caetano (Momordica
charantia L.), meldo-pepino (Cucumis melo var. cantaloupensis Naud.), moranga
(Cucurbita maxima Duchesne), pepino (Cucumis sativus L.), berinjela (Solanum melongena
L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), pimentdo (Capsicum annun L.) e mamao
(Carica papaya L.) (Nascimento et al., 2004) nas quais a bactéria provavelmente também
sobrevive no rizoplano e rizosfera, além do filoplano.

As informac0es obtidas nessa pesquisa sobre a dindmica populacional de A. avenae
subsp. citrulli sobrevivendo epifiticamente nas folhas e raizes, e na rizosfera do meloeiro,
sdo de fundamental importéncia para o esclarecimento de diversos aspectos relacionados a

ecologia e epidemiologia da mancha-aquosa e a aplicabilidade de medidas de controle.
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Figura 1- Comparacdo de um isolado selvagem (Aacl) e mutante (Aac1™) de Acidovorax
avenae subsp. citrulli quanto ao crescimento em meio de cultura liquido (A) e severidade da
mancha-aquosa em plantas de meloeiro (B), avaliados respectivamente pela absorbancia a

580 nm e escala de notas (Silveira et al., 2003a), em diferentes periodos de tempo.
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Figura 2- Sobrevivéncia epifitica no filoplano de meloeiro de Acidovorax avenae subsp.

citrulli resistente a rifampicina (Aac1™), inoculada em trés concentracdes, avaliada em

diferentes periodos de tempo, em casa de vegetacdo e em campo.
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Figura 3- Sobrevivéncia epifitica no rizoplano e sobrevivéncia na rizosfera de meloeiro de

Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente a rifampicina (Aac1®), inoculada em trés

concentracOes, avaliada em diferentes periodos de tempo, em casa de vegetacao.
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CONCLUSOES GERAIS

1- A baixa prevaléncia e incidéncia da mancha-aquosa em Juazeiro-BA em Janeiro/2004 e
a auséncia da doenca em Abril/2004, indicaram que, atualmente, a mancha-aquosa néo

constitui um fator limitante a cultura do meloeiro neste municipio;

2- A mancha-aquosa deve ser monitorada periodicamente devido as condicdes favoraveis
para 0 seu estabelecimento e disseminacdo em plantios de meloeiro no Submédio S&o

Francisco;

3- O mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aacl®™) é capaz de sobreviver

epifiticamente nas folhas de meloeiro durante 54 dias, em casa de vegetacdo e campo;

4- Aac1™ & capaz de sobreviver epifiticamente nas raizes e na rizosfera de meloeiro

durante 60 dias, sendo esta sobrevivéncia maior no rizoplano do que na rizosfera;

5- A sobrevivéncia epifitica de Aac1®" foi melhor nas folhas do que nas raizes de meloeiro;

6- As curvas de sobrevivéncia de Aac1®" ao longo do tempo no filoplano de meloeiro, em
casa de vegetacdo e campo, foram bem ajustadas por modelos lineares ou quadraticos, e no

rizoplano e rizosfera por modelos quadraticos ou cubicos;

7- Nas condicdes do estudo, o mutante Aac1™ n&o sobreviveu endofiticamente em folhas

ou raizes de meloeiro.
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