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RESUMO

Esta dissertacdo teve como objetivos estudar: colonizacdo de A. avenae subsp.
citrulli em meloeiro a partir da inoculagdo no primeiro par de folhas verdadeiras,
sementes e flores hermafroditas; sobrevivéncia da bactéria em restos de folhas e frutos
incorporados ao solo a diferentes profundidades (0, 5, 10 e 15 cm) e em solos na
auséncia da planta hospedeira, sob a influéncia de diferentes tipos de solo (sete solos),
temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35°C) e umidades (50 e 100% da capacidade de
campo). Para os estudos foi utilizado um mutante resistente a 100 ppm de rifampicina
(Aac1®™). Quando a bactéria foi inoculada nas folhas, a colonizagéo foi detectada até os
30 dias, no 10° par de folhas verdadeiras, com populacéo de 3,1 log UFC g* de folha.
Nesse mesmo periodo, observou-se a coloniza¢do no segmento de ramo compreendido
entre 0 10° e 11° par de folhas com populago de 3,52 log UFC g™ de ramo. A partir de
sementes, a bactéria colonizou o hipocétilo, raizes, folhas cotiledonares, folhas
verdadeiras e ramos, até atingir niveis ndo detectaveis aos 27 dias ap0s a inoculacao.
N3o foi verificada colonizagéo das flores pela bactéria. Aac1™" foi encontrada em restos
de frutos e folhas de meloeiro a 0, 5 e 10 cm durante 21 dias e a 15 cm por 14 dias. As
maiores taxas de extingdo relativa da populacdo (TERP) ocorreram nos frutos na
superficie do solo [0,1464 log (UFC) dia™'] e nas folhas a 10 cm [0,084 log (UFC) dia™].
Aac1R
a maior TERP [0,9062 log (UFC) dia™]. Maiores concentracfes de Na* e silte bem

sobreviveu nos sete tipos de solo apenas durante trés dias e o solo C apresentou

como maiores populagdes de actinomicetos e Trichoderma estiveram correlacionadas a
mais rapida extingdo da populacdo de Aacl®" no solo. Para a maioria dos solos, as
menores TERP foram atingidas a 10 ou 15°C e as maiores, a 30 ou 35°C. N&o houve
interacéo significativa (P=0,05) entre solos e umidade, contudo o teste de T evidenciou
diferenca significativa (P=0,1) entre as TERP a 100% [0,6685 log (UFC) dia™] e 50%
[0,504591 log (UFC) dia™] da capacidade de campo. Independente da temperatura e
umidade, Aac1™" também sobreviveu nos solos apenas por trés dias.

Palavras-chaves: Cucumis melo, mancha-aquosa, ecologia, colonizagéo, sobrevivéncia,

solo.



ABSTRACT

This dissertation aimed to study: colonization of Acidovorax avenae subsp.
citrulli in melons after inoculation of the first pair of true leaves, seeds and
hermaphrodite flowers; bacterial survival in fruit and leaf residues incorporated to the
soil at 0, 5, 10 and 15 cm depth and in soils without the host plant, under the influence
of different soil type, temperature (10, 15, 20, 25, 30 and 35°C) and humidity (50 and
100% of field capacity). In all studies a mutant resistant to 100 ppm of rifampicin
(Aac1™) was utilized. Bacterial colonization was detected until 30 days after
inoculation in the 10" pair of true leaves, with populations of 3.1 log UFC g™ of leaf. In
the same period, the shoot segment between the 10" and 11" leaf pair showed
population of 3.52 log UFC g™ of shoot. After seed inoculation the pathogen colonized
the hypocotyl, roots, cotyledonary leaves, true leaves and shoots, until reach
undetectable levels at 27 days after inoculation. Flower colonization by the bacteria was
not verified. Aac1™" was found in fruit and leaf residues at 0, 5 and 10 cm during 21
days and at 15 cm during 14 days. Highest population relative extinction rates (TERP)
were presented by fruits on soil surface [0.1464 log (UFC) day '] and on leaves at 10cm
[0.084 log (UFC) day ™]. Aac1® survived on seven soil types only during three days
and the soil C showed the highest TERP [0.9062 log (UFC) day™]. Higher
concentrations of Na* and silt as well as higher populations of actinomycetes and
Trichoderma correlated to faster extinction of Aac1®"
all soils the lowers TERP were found at 10 or 15°C and the higher, at 30 or 35°C. There
was no significant (P=0.05) interaction between soil and humidity, however the T test
showed significant difference (P=0.05) between the TERP at 100% [0.6685 log (UFC)

day ] and 50% [0.504591 log (UFC) day ] of field capacity. Independent of
1Rif

populations in soil. Generally for

temperature and humidity, Aac1™ also survived in soil only during three days.

Key words: Cucumis melo, bacterial fruit blotch, ecology, colonization, survival, soil.
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INTRODUCAO GERAL

A CULTURA DO MELOEIRO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma espécie pertencente a familia das
cucurbitaceas. Seu centro de diversidade genética ndo estd claramente estabelecido,
podendo ter sido na Africa ou no continente asiatico, tendo se dispersado a partir da
india para todas as regides do mundo (BRANDAO FILHO; VASCONCELOS, 1998).
Foi trazido ao Brasil pelos escravos, sendo conhecido desde o seculo XVI. A segunda
introducdo do meloeiro foi feita pelos imigrantes europeus, quando se iniciou de fato a
expansdo da cultura nas regides Sul e Sudeste, sobretudo no Estado do Rio Grande do
Sul, considerado o primeiro centro de cultivo da cultura no pais (MELO; NAGAI;
TRANI, 1998; ALVARENGA; RESENDE, 2002).

Essa espécie é altamente polimdrfica, apresentando diversas variedades
botanicas que se cruzam sem que haja nenhuma barreira (PINTO, 1977). Os principais
meldes produzidos comercialmente e as variedades botanicas foram agrupadas e
pertencem atualmente a dois grupos: Cucumis melo var. inodorus Naud. e C. melo var.
cantaloupensis Naud., que correspondem, respectivamente, aos meldes inodoros e aos
meldes aromaticos. Existe também a classificacdo comercial por tipo, que facilita a
comunicacdo no agronegocio do meldo. Entende-se por tipo, um grupo de cultivares ou
hibridos que apresenta uma ou mais caracteristicas semelhantes, facilmente
identificaveis e diferenciadas dos demais, como por exemplo, o aspecto da casca (a
coloragdo quando maduro, a presenca ou auséncia de suturas, cicatrizes, reticulacdo ou
rendilhamento), a cor da polpa e o formato do fruto, entre outras (ALVES, 2000).

Os frutos pertencentes ao grupo C. melo var. inodorus sdo chamados melGes de
inverno, que apresentam casca lisa ou levemente enrugada, coloragdo amarela, branca
ou verde escura. A polpa é geralmente espessa (20 a 30 mm), de coloragédo que varia de
branco a verde-claro, com elevado teor de acucares. Possuem longo periodo de
conservacao pos-colheita (30 dias), sdo mais resistentes ao transporte a longa distancia e
ao armazenamento em temperatura ambiente e, geralmente, tém frutos maiores e mais
tardios que os aromaticos (FERNANDES, 1996; FREITAS, 2003). Na regido Nordeste,
0s mais cultivados sdo os hibridos comerciais de casca amarela, a exemplo do Amarelo
Vereda, AF-6764.
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Ja os frutos pertencentes ao grupo C. melo var. cantaloupensis sdo muito
aromaticos, sendo mais doces que os inodoros. Apresentam tamanho médio, tém
superficie reticulada, verrugosa ou escamosa, podendo apresentar gomos, e possuem
polpa de coloracdo alaranjada, salmdo ou as vezes, verde (FERNANDES, 1996).
Necessitam de maiores cuidados no manejo cultural e na pds-colheita, principalmente
em relacdo a cadeia de frio (FREITAS, 2003). Os tipos mais comuns sdo: Charentais
(de casca lisa, de casca verde-escura e de casca reticulada), Galia, Cantaloupe (ALVES,
2000) e Orange flesh (FERNANDES, 1996). O tipo Charentais apresenta a casca verde
escura reticulada com polpa de coloragdo salmdo; o tipo Galia apresenta forma
arredondada, a casca verde que fica amarela quando o fruto amadurece, a polpa é branca
ou branca-esverdeada; o tipo Cantaloupe que é o mais produzido no mundo,
caracterizando-se pela forma esférica, superficie reticulada, polpa de cor salmédo e
aroma muito intenso (ALVES, 2000); e o Orange flesh que tem formato arredondado,
casca creme-esverdeada, polpa de textura crocante e cor laranja (FERNANDES, 1996).

Aproximadamente 70 % do meldo produzido e comercializado no Brasil é do
tipo Amarelo do qual fazem parte diversas cultivares e hibridos, sendo também o
principal tipo que se destina ao mercado externo. Essa preferéncia deve-se ao potencial
produtivo e a maior resisténcia do meldo amarelo ao transporte por longas distancias e
no armazenamento em temperatura ambiente (COSTA et al.,, 2001; BUAINAIN;
BATALHA, 2007).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de frutas, cuja producéo supera
0s 40 milhdes de toneladas. A fruticultura demanda mao-de-obra intensiva e
qualificada, fixando o homem no campo e permitindo a vida digna de uma familia
dentro de pequenas propriedades e também nos grandes projetos. Além disso, para cada
US$ 10.000 investidos, geram-se trés empregos diretos permanentes e dois empregos
indiretos. Em 2006, as exportacdes brasileiras de frutas frescas geraram divisas
superiores a US$ 480 milhdes para um volume aproximado de 830 mil toneladas
quando comparado a 1998, cuja exportacdo foi de 297 mil toneladas e divisas de US$
119 milhdes, um crescimento superior a 280 % em volume e 370 % em valor. As
principais frutas focalizadas foram: uva, meldo, manga, banana, limdo e limas e maca
(GLOBAL 21, 2007). Em 2005, o meléo foi a segunda fruta fresca mais exportada pelo
Brasil, em valor de exportacdo, superado apenas pela uva (BUAINAIN; BATALHA,
2007).
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Em razdo do crescimento do volume de melGes exportados, 78,6 % entre 2001 e
2003, o Brasil tornou-se o terceiro maior fornecedor dessa fruta para o0 mundo. Em
2003, o Pais exportou US$ 85,9 milhdes, ultrapassando a Guatemala (US$ 74,5 milhdes
de exportagbes do produto). Em 2005, esses paises registraram respectivamente US$
112,4 milhdes e US$ 81,9 milhdes. A Espanha aparece de forma consolidada como o
maior exportador mundial (US$ 260,2 milhdes), seguida da Costa Rica (US$ 121,2
milhdes) (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

Entre 1994 e 2005, a producdo brasileira de mel&o cresceu 95 %, passando de
151 mil toneladas em 1994 para 294 mil toneladas em 2005. Nesse periodo, a &rea
cultivada com mel&o passou de 11.500 ha para aproximadamente 14.100 ha, tendo um
aumento de 23 % (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

Os Estados do Ceard e Rio Grande do Norte destacam-se como lideres nacionais
de producdo e exportacdo de meldo. Em 2005, estes Estados responderam por 40 e
34,5 % da producdo nacional, respectivamente. O elevado crescimento da produgéo
brasileira foi impulsionado, basicamente, pelo bom desempenho da producao cearense e
potiguar, que cresceram respectivamente, 164 % e 111 % durante 0 mesmo periodo.
Nesses Estados, as regides produtoras caracterizam-se pela presenga de empresas de
médio e grande porte que lideram este agronegdcio, mas também de muitos pequenos
produtores que escoam a producdo via grandes empresas (BUAINAIN; BATALHA,
2007).

H& cerca de dez anos, no topo da lista de maiores produtores estavam 0s
municipios de Mossoré (RN) e Juazeiro (BA). Este Gltimo com uma produgdo 8,15 %
teve sua participacdo reduzida, chegando em 2004 a apenas 0,95 %. A participacdo de
Mossord na producdo nacional decresceu de 43,5 % em 1996 para 17 % em 1999,
cedendo a posicdo de primeiro produtor a Barauna (RN), com 32 % da producédo
nacional, cujo ranking mantém-se assim até os dias de hoje (BUAINAIN; BATALHA,
2007). No Ceara, no Agropdlo Baixo Jaguaribe 0s municipios maiores produtores sdo
Acarau, Icapui, Itaicaba, Jaguaruana e Quixeré (SEAGRI, 2006).

Os principais destinos das exportacbes mundiais de meldo sdo os Estados
Unidos, Alemanha, Franca, Canad, Paises Baixos e Reino Unido, os quais compraram
em 2005, respectivamente, US$ 176,7 milhdes, US$ 118,5 milhdes, US$ 89,6 milhdes,
US$ 87,9 milhdes, US$ 73,4 milhdes e US$ 72,6 milhdes. Paises Baixos e Reino Unido

foram o0s principais compradores do meldo no Brasil em 2005, correspondendo
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respectivamente a US$ 38,5 milhdes e US$ 29,8 milhdes. Esse valor representa 75 % do
volume total de mel&o exportado pelo Brasil (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) criou camaras
setoriais para as frutas laranja, uva, meldo, manga, macd, banana e mamao papaia, com
0 objetivo de obter uma analise mais aprofundada de suas cadeias para que o Brasil
possa cada vez mais se inserir no mercado internacional de frutas. O meldo foi
escolhido pelo seu excepcional desempenho exportador. Segundo a FAO (2005), as
medidas sanitérias estdo entre os elementos mais relevantes na regulagdo do comércio
de frutas. Um dos focos da cadeia produtiva de frutos € o controle fitossanitario de
pragas e doencas.

Além das pragas, 0 meldo é suscetivel a diversas doencas que podem causar
prejuizos econdmicos pela reducdo da quantidade e/ou qualidade de frutos
comercializados (ALVES, 2000). Dentre os patdégenos que ocorrem nessa cultura, as
bactérias vém assumindo uma importancia crescente, destacando-se: Acidovorax avenae
subsp. citrulli (Schaad et al.) Willems et al. como a mais importante, além de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al.; Pseudomonas
syringae (Van Hall); Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Smith; Bryan) Young et
al.; Pseudomonas cichorri (Swingle) Stapp; Pseudomonas sp. (Migula); Xanthomonas
campestris pv. cucurbitae (Bryan) Dye importantes para o pais; e Erwinia ananas
(Serrano) e Erwinia tracheiphila (Smith) com destaque em alguns paises produtores de
meldo (SALES JUNIOR; MENEZES, 2001; TAVARES, 2002). As raz0es para essa
crescente importancia sdo diversas, com destaque para o desequilibrio progressivo do
agrossistema, o emprego de variedades com alto potencial produtivo, porém suscetiveis,
e a propria competéncia das fitobactérias, capazes de sobreviver de forma variada e de
se disseminar eficazmente com particular rapidez, se estabelecendo com sucesso quando
introduzidas em determinadas regides agricolas (ARAUJO; MICHEREFF; MARIANO,
2005).

A. avenae subsp. citrulli [(Sin: Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli
Schaad et al.; Pseudomonas avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al.] é o agente
causal da mancha-aquosa, principal doenca bacteriana que ocorre nos campos de mel&o
do Nordeste, principalmente na estacdo chuvosa, ocasionando grandes perdas na
producdo e depreciacdo no valor comercial do fruto (SALES JUNIOR; MENEZES,
2001).
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MANCHA-AQUOSA DO MELOEIRO (Acidovorax avenae subsp. citrulli)

A. avenae subsp. citrulli é uma bactéria Gram negativa, em forma de bastonete,
aerdbica e movel por um flagelo polar. Apresenta bom crescimento no meio de cultura
de rotina &gar nutritivo — extrato de levedura — dextrose (NYDA) (PUSEY; WILSON,
1984), onde forma col6nias pequenas com 0,7 a 1,0 mm, brancas ou cremes, e ndo é
fluorescente em meio King B. Cresce a temperatura de 41°C, mas ndo a 4°C. Nao
hidrolisa a arginina e apresenta reagdo positiva para os testes de catalase, oxidase,
urease e lipase (SCHAAD et al., 1978). Conforme a descricdo do isolado tipo (P.
pseudoalcaligenes subsp. citrulli), a espécie ndo induz reacdo de hipersensibilidade em
fumo (Nicotiana tabacum L.), contudo, essa reacdo ja foi observada em diversos
isolados dessa bactéria (SOMODI et al., 1991; RANE; LATIN, 1992; SILVEIRA,
MICHEREFF; MARIANO, 2003). Cavalcanti et al. (2005), analisando as condi¢cOes
favoraveis ao cultivo de quatro isolados de A. avenae subsp. citrulli, observaram o
crescimento da bactéria entre 5 e 45°C, com maximo a 35°C; e na faixa de pH de 5,0 a
9,0, com maximo em pH 7,0; tolerancia a concentracfes de 1, 2, 3 e 4 % de NaCl, com
crescimento maximo a 2 % e minimo a 4 % e utilizacdo dos carboidratos fermentaveis:
glicose, galactose, ramnose, sacarose, lactose, maltose, amido, inulina, manitol, dulcitol,
sorbitol e salicina.

A mancha-aquosa foi relatada pela primeira vez em melancia (Citrullus lanatus
(Thumb.) Matsum.; Nakai) nos Estados Unidos em 1965, causando manchas
encharcadas em plantulas (WEBB; GOTH, 1965) e tem sido relatada em vaérias regides
produtoras deste pais e em diversos outros paises do mundo.

Em meldo, o primeiro relato da doenca nos Estados Unidos foi em 1996, mais
precisamente na Flérida, Carolina do Sul e Indiana e, posteriormente no Texas, em
meldo Cantaloupe com incidéncia de frutos doentes superior a 50 % (ISAKEIT et al.,
1997). No Brasil, foi registrada em meloeiro nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-
Oeste por Robbs et al. (1991). Hoje é um problema para essa cultura nas areas
produtoras do Nordeste. Em 1997, a mancha-aquosa foi detectada pela primeira vez no
Rio Grande do Norte (ASSIS et al., 1999). Posteriormente foi assinalada no Ceara
(SANTOS; VIANA, 2000), Rio Grande do Sul (UENO; COUTO; UESUGI, 2003),
Minas Gerais (MACAGNAN et al., 2003), Pernambuco (MARIANO; SILVEIRA,
2004) e Bahia (MARIANO et al., 2004). As perdas de producgédo ficam em torno de 40 a

50 %, mas chegou a dizimar totalmente algumas lavouras nos municipios de Quixeré
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(Ceard) e Mossoré (Rio Grande do Norte) nos periodos chuvosos (SANTOS; VIANA,
2000). Um levantamento realizado na safra 2001, nos municipios de Mossoro e Barauna
no Rio Grande do Norte, em 18 plantios de meloeiro, registrou a prevaléncia da
mancha-aquosa em 100 % dos campos, com incidéncia variando de 4,30 a 47,29 %
(SILVA et al., 2003). Entretanto, essa doenca parece ndo ter grande expressao
econdmica na Bahia, pois levantamento realizado em Juazeiro, em 12 &reas comerciais,
em dois periodos de 2004, constatou a ocorréncia da mancha-aquosa apenas no periodo
de novembro de 2003 a janeiro de 2004, com prevaléncia de 33,33 % e incidéncia de
0,2a4,4 % (SILVA,; SILVEIRA; MARIANO, 2006).

Todos os tipos de meldo apresentam suscetibilidade a bactéria, incluindo
Amarelo, Orange, Pele de Sapo, Charentais e Géalia (LATIN, 1997; MARIANO et al.,
2001).

Os sintomas da mancha-aquosa podem se manifestar em qualquer fase de
desenvolvimento da planta, ocorrendo comumente em pléntulas, folhas e frutos, sendo
mais comuns e facilmente visualizados nos frutos. Em pléantulas oriundas de sementes
infectadas, as lesbes encharcadas sdo observadas nos hipocétilos e cotilédones,
progredindo para verde-escuras (SANTOS; VIANA, 2000) e marrons nos cotilédones e
as vezes necrose do hipocotilo, podendo levar ao colapso total ou tombamento e morte
das mudas, ap0s alguns dias (HOPKINS; CUCUZZA; WATERWON, 1996).

As lesdes nas folhas de plantas adultas sdo inicialmente pequenas, com aspecto
oleoso e coloragdo verde-clara, assumindo posteriormente uma coloragdo marrom-
escura (SANTOS; VIANA, 2000), com ou sem halo (HOPKINS; CUCUZZA;
WATERWON, 1996). Lesdes sdo freqlientemente observadas ao longo das nervuras ou
nas margens da folha (O'BRIEN; MARTIN, 1999). Dependendo das condicGes
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).

Na casca dos frutos maduros, antes da colheita, estdo os sintomas mais notaveis
da doenca (ISAKEIT, 1999). Caracterizam-se como pequenas manchas verde-oliva,
oleosas, variando de 1 a 5 mm de diametro, com ou sem halo, as quais progridem
rapidamente, coalescem, tomando-se aquosas, marrom-claras ou marrom-escuras,
podendo atingir grandes areas da casca. No centro das lesdes podem ocorrer rachaduras
as quais permitem a entrada de outros microrganismos que aceleram o apodrecimento
do fruto (SANTOS; VIANA, 2000; COSTA et al., 2001).
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Os sintomas internos variam com a idade do fruto e com seu estadio de
desenvolvimento no momento da infecgdo. A bactéeria, em geral, coloniza a polpa do
fruto, onde causa podriddo seca, contaminando a semente externa e internamente
através da regido do hilo, o que dificulta a erradicacdo (ISAKEIT, 1999). A necrose ou
simples leséo na casca ndo reflete o dano que ocorre na polpa imediatamente abaixo, ou
seja, a parte interna ja pode estar bastante comprometida, mesmo quando a leséo externa
tem apenas 0,5 cm a 2,0 cm de diametro (O'BRIEN; MARTIN, 1999).

Além da melancieira e meloeiro, a abébora (Curcubita pepo L.) (LANGSTON et
al., 1999) é hospedeira de A. avenae subsp. citrulli. Hopkins e Thompson (2000)
observaram a transmissdo do patdgeno em sementes obtidas de frutos inoculados, mas
sem sintomas, de abdbora, pepino (Cucumis sativus L.) e abobrinha (Cucumis pepo L.).
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),
porém ndo sdo conhecidas infeccdes naturais dessas culturas (O'BRIEN; MARTIN,
1999). No Brasil, Robbs et al. (1991) obtiveram sintomas da doenca, inoculando o
patégeno em pepino, abobora e chuchu (Sechium edule L.). Inoculages artificiais de A.
avenae subsp. citrulli em pepino, melancia, maxixe (Cucumis anguria L.), abobora
moranga (Cucurbita maxima Duchesne), tomate, berinjela e pimentdo (Capsicum
annuum L.) resultaram em sintomas (NASCIMENTO et al., 2004). Também sdo citadas
como hospedeiras alternativas de A. avenae subsp. citrulli as cucurbitaceas mel&o-de-
sdo-caetano (Momordica charantia L.), bucha (Luffa cylindrica M. Roem.) (SANTQOS;
VIANA, 2000) e meldo-pepino (Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) (OLIVEIRA,;
SALES JUNIOR; MARIANO, 2001). Na Australia e no Texas, respectivamente, as
plantas invasoras Cucumis myriocarpus L. e Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf. var.
citroides (Bailey) Mansf foram assinaladas como hospedeiras da bactéria (ISAKEIT,
1999; O'BRIEN; MARTIN, 1999).

A disseminacdo de A. avenae subsp. citrulli a longa distancia ocorre
principalmente por sementes contaminadas, com niveis variando de 10 a 91 %
(O'BRIEN; MARTIN, 1999; OLIVEIRA; SALES JUNIOR; MARIANO, 2001) e pelo
transplantio de mudas de cucurbitaceas infectadas (HOPKINS; CUCUZZA,;
WATERWON, 1996). Ap6s a germinacdo da semente contaminada, a bactéria é
facilmente disseminada para plantulas ou plantas vizinhas através de respingos de agua

de chuva e irrigacdo, solos infestados, insetos, implementos agricolas, operarios de
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campo (SANTOS; VIANA, 2000) e aerossois (HOPKINS et al., 1992). Ainda de acordo
com estes, as lesdes nas folhas das plantas s@o importantes fontes de inéculo para os
frutos (HOPKINS et al., 1992) e as sementes oriundas de frutos infectados abandonados
no solo podem resultar em plantas voluntarias infectadas, servindo de in6culo primério
para o proximo plantio. Em condigdes favoraveis de temperatura e umidade, a bactéria
pode disseminar-se rapidamente, e poucos sitios de infeccdo primaria no campo podem
resultar em 100 % de infeccdo de frutos na época da colheita (HOPKINS et al., 1992).
A disseminacdo de A. avenae subsp. citrulli na pos-colheita pode ocorrer de forma
limitada através do contato entre frutos sadios e doentes (RUSHING; COOK;
KEINATH, 1997).

Sumarizando o ciclo da mancha-aquosa, sementes infectadas ou infestadas
originam plantulas doentes; a bactéria se dissemina entre as plantulas (HOPKINS,
1993), sendo responsavel por significativa proporcdo de mudas infectadas (HOPKINS,
1994); a medida que as plantas vdo crescendo no campo, o patdégeno dissemina-se para
novas folhas e plantas vizinhas; lesGes nas folhas sdo a principal fonte de inéculo para
frutos imaturos (HOPKINS, 1995); frutos maduros infectados deixados no campo
servem como fonte de infeccdo para plantas sadias (LATIN, 1996) e os colhidos, como
fonte de infeccdo pos-colheita (RUSHING et al., 1997). Esses aspectos revelam a
natureza policiclica da doenga com namero limitado de ciclos por ano, tal como ocorre
com a podriddo-negra das cruciferas (X. campestris pv. campestris (Pammel) Dowson)
(KOCKS, 1998).

A bactéria penetra nas folhas de meloeiro através dos estdbmatos e nos frutos via
estdmatos e lenticelas, sendo os frutos verdes mais susceptiveis a invasao pela bactéria
do que os maduros (SILVA NETO et al., 2006). Segundo Hopkins et al. (1992), os
frutos de melancia com aproximadamente duas a trés semanas sdo mais suscetiveis a
invasdo pela bactéria, porque a medida que vdo amadurecendo sdo cobertos por uma
camada de cera que fecha os estbmatos e previne a entrada da mesma. A. avenae subsp.
citrulli penetra nas sementes pelo sistema vascular da planta, muito embora a abertura
na regido do hilo tenha a capacidade de servir como acesso durante o processo de
extracdo das sementes (HOPKINS; CUCUZZA; WATERWON, 1996). Flores também
sdo consideradas um potencial local de penetracdo de A. avenae subsp. citrulli, a qual
foi detectada no estigma e estilete de flores de melancia (WALCOTT; GITAITIS;
CASTRO, 2003; LESSL; FESSEHAIE; WALCOTT, 2007).
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Apos a penetracdo, a bactéria precisa colonizar efetivamente os tecidos da planta
para exercer um efeito significativo na fisiologia da mesma e causar infeccdo, bem
como apresentar mecanismos de sobrevivéncia que permitam a manutencao de fonte de

indculo para novos ciclos da doenca.

COLONIZACAO E SOBREVIVENCIA DE A. avenae subsp. citrulli

Silva Neto et al. (2006) estudaram a colonizacdo de A. avenae subsp. citrulli em
folhas de meloeiro, utilizando como ferramenta a microscopia eletrénica de varredura.
Em amostras de folhas coletadas ap0s a inoculacdo, foram observadas células
bacterianas aderidas a superficie da folha em baixa populacdo. Entretanto, nas amostras
com 24, 48, 72, 96 e 120 h apos a inoculacéo, foi verificada uma crescente populagéo de
células bacterianas, mostrando a necessidade de algumas horas para que ocorra a
colonizacdo epifitica dos tecidos. Também foi observada a presenca de fibrilas nas
células da bactéria interligando-as e ancorando-as a superficie do hospedeiro, 0 que
favorece a sobrevivéncia no filoplano por proporcionar a aderéncia das células ao tecido
da planta e, desta forma, diminuir o impacto de fatores mecénicos como o vento e a
chuva, bem como proteger células individuais da dessecacdo. Além disso, as células
dessa bactéria situavam-se preferencialmente em locais protegidos do filoplano, tais
como depressdes existentes entre as células epidermais, base dos tricomas e ao redor e
dentro dos estdmatos.

Em sementes de meldo, 24 h apds a inoculacdo por imersdo, células de A. avenae
subsp. citrulli foram encontradas colonizando epifitica ou endofiticamente todas as
partes das sementes analisadas, tais como: tegumentos externo e interno, embrido e
endosperma. Isto comprova a eficiéncia com que a bactéria penetra e coloniza a semente
(SILVA NETO et al., 2006). Segundo Isakeit (1999), A. avenae subsp. citrulli pode
colonizar a polpa do fruto até atingir as sementes, contaminando-as externa e
internamente através da regido do hilo, embora parece nao invadir sistemicamente as
sementes de meldo através do sistema vascular (RANE; LATIN, 1992). Walcott;
Gitaitis e Castro (2003) verificaram que flores de melancieira sdo um potencial local de
penetracdo para infeccdo de frutos e sementes, no entanto Santos Filho, Mariano e
Medeiros (2004) observaram que frutos de meldo obtidos de flores inoculadas e
plantulas oriundas de sementes desses frutos ndo apresentaram sintomas da doenca.

Cardoso; Mariano e Silva (2005), avaliando 63 frutos de mel&o provenientes de flores
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inoculadas com A. avenae subsp. citrulli, verificaram que apenas um apresentou
sintomas da doenca e que a bactéria ndo foi transmitida para as sementes.

Lessl; Fessehaie e Walcott (2007) investigaram a habilidade de A. avenae subsp.
citrulli colonizar flores femininas de melancia e exploraram a relagdo entre a dosagem
de indéculo no botdo floral e transmissdo para as sementes, em condi¢des de casa de
vegetacdo. A bactéria colonizou estigmas e estiletes de flores, alcancando populacées de
10" a 10® UFC por flor até 96 horas ap6s a inoculagdo. Em flores inoculadas com 10°
UFC por flor verificou-se infestacdo de 36 a 55 % dos lotes de sementes de frutos
assintomaticos e 14% das plantulas produzidas dessas sementes apresentaram sintomas
de mancha-aquosa. Quando as flores foram inoculadas com 10° UFC mL™a transmissao
da bactéria para as sementes aumentou de 14 % para 38,4 %, indicando que ha uma
forte correlacdo positiva na relagéo entre a dosagem do inoculo por flor e a percentagem
de transmisséo da bactéria.

A umidade relativa alta e temperatura elevada colaboram para a colonizacgao de
folhas e frutos, para um rapido desenvolvimento da doenca e disseminagdo secundaria
desta fitobactéria (O'BRIEN; MARTIN, 1999; WALCOTT; GITAITIS; CASTRO,
2003). Periodos de temperaturas elevadas e dias ensolarados com chuvas ao entardecer
facilitam o desenvolvimento dos sintomas da doenca e a rapida disseminacdo bacteriana
sobre folhas e frutos. A doenca parece ndo se desenvolver durante o periodo frio e
chuvoso (HOPKINS et al., 1992). Em casa de vegetacdo, o periodo de incubacdo e a
severidade da mancha-aquosa em meloeiros com 20 dias s&o influenciados pelo
aumento da duracdo do periodo de molhamento foliar e pelo incremento da
concentracdo de inoculo de A. avenae subsp. citrulli (SILVEIRA; MICHEREFF;
MARIANO, 2003). Em frutos, a severidade da doenca ¢ influenciada pela temperatura,
umidade e idade dos frutos (SILVEIRA et al., 2004).

Como qualquer microrganismo, as bactérias fitopatogénicas possuem seus
proprios mecanismos de sobrevivéncia, associados ou ndo ao hospedeiro. Sobrevivem
no solo, na superficie de plantas como populacdo residente e em érgdos vegetais
infectados como fonte primaria de indculo, incluindo sementes (ROMEIRO, 2005). A
semente é muito eficiente para sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli. Esse patdgeno
sobreviveu durante seis meses em sementes de meldo tipo Amarelo armazenadas em
condicdes de laboratério procedentes de frutos infectados de areas produtoras
(OLIVEIRA; SALES JUNIOR; MARIANO, 2001) e por 12 meses em sementes de
melancia (HOPKINS; CUCUZZA; WATERWON, 1996).
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No campo, A. avenae subsp. citrulli sobrevive em plantulas voluntérias, isto é,
em plantulas de meloeiro provenientes de sementes de frutos infectados deixados no
campo, de um cultivo para outro, como também em hospedeiras alternativas como as
cucurbiticeas nativas, presentes em &reas de cultivo de meloeiro. Aparentemente a
bactéria ndo sobrevive no solo mais do que algumas semanas na auséncia de uma planta
hospedeira (ISAKEIT, 1999).

Estudos realizados em casa de vegetacdo e campo mostraram que um mutante
Aac1®" de A. avenae subsp. citrulli sobreviveu epifiticamente nas folhas de meloeiro
durante 54 dias, observando-se inicialmente aumento da populacdo bacteriana epifitica,
com posterior declinio, sendo as populac@es finais semelhantes em condi¢fes de casa de
vegetacdo e de campo. Nas raizes e na rizosfera em casa de vegetacdo, a populacdo
bacteriana decresceu ao longo do tempo até atingir aos 60 dias apos a infestacdo do
solo, niveis de 10? a 10° UFC.mL™ de raiz e de 10" UFC.g™ de solo. Aac1®" nao foi
detectado sobrevivendo endofiticamente em folhas ou raizes de meloeiro. Por tratar-se
de um patogeno habitante da parte aérea, a bactéria sobreviveu melhor nas folhas do que
nas raizes, apesar destas terem sido inoculadas com maiores concentracdes bacterianas
(SILVA; SILVEIRA; MARIANO, 2006). Acredita-se que patdégenos de folhagem néo
sdo bem adaptados a sobreviver no solo (HIRANO; UPPER, 1983). Através de
microscopia eletronica de varredura, essa bactéria também ndo foi visualizada no xilema
e floema de plantulas de melancia infectadas (WALCOTT; GITAITIS; CASTRO,
2003).

Latin; Tikhonova e Rane (1995) examinaram a sobrevivéncia de A. avenae
subsp. citrulli durante o processo de producdo de mudas de melancia em casa de
vegetacdo, havendo detectado a sobrevivéncia por até 63 dias em bandejas plasticas
vazias, em residuos de substrato e raizes. O periodo de sobrevivéncia do patégeno
decresceu com o tempo e a desinfestacdo das bandejas com agua sanitaria comercial a
10 % durante cinco minutos erradicou as células do patégeno.

Apesar de todo conhecimento acumulado sobre esse patossistema estudos que
visem o esclarecimento sobre a colonizacdo e sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli
sdo imprescindiveis para que sejam estabelecidas medidas eficientes de controle.
Inexistem estudos sobre a capacidade de colonizacdo dessa bactéria em diferentes partes
da planta e sobre sua sobrevivéncia em restos de cultura no solo e no solo na auséncia

de uma planta hospedeira. Essas caracteristicas da ecologia da bactéria precisam ser
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determinadas, porque além da importancia econémica da doenca para a regido Nordeste
do Brasil, a cultura do meloeiro é explorada de forma continua.

Mutantes resistentes a antibidticos, tais como rifampicina e/ou acido nalidixico,
ttm se mostrado eficientes para estudos de colonizagdo e sobrevivéncia de
microrganismos, quando introduzidos em ecossistemas complexos (COMPEAU et al.,
1988; MARIANO; McCARTER, 1991; 1993; LOPEZ; HAEDO; MENDEZ, 1999),
uma vez que essas mutacdes se comportam como marcadores dessas bactérias (ASSIS,
1995). Embora existam evidéncias de que o método de marcacdo por resisténcia a
antibioticos para o estudo da dindmica das populacGes bacterianas pode afetar a biologia
dos organismos (SCHROTH, 1992), Silva; Silveira e Mariano (2006), visando estudos
de sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli, obtiveram um mutante espontaneo Aac1™"
resistente a 100 ppm de rifampicina o qual mostrou estabilidade para resisténcia ao
antibiotico, alem de causar doenca em plantas de meldo com severidade semelhante ao
isolado selvagem.

Dentre os fatores que afetam a sobrevivéncia de bacterias fitopatogénicas tém-se
a temperatura, umidade e caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (DE
BOER, 1982). Os efeitos desses fatores na sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli
ainda ndo foram investigados. Em geral, as bactérias sobrevivem no solo em uma faixa
de temperatura que varia de 20 a 37 °C. Martins (2000) estudando a sobrevivéncia de
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuchii et al. em solos incubados a diferentes
temperaturas, obteve uma maior recuperacdo de células vidveis da bactéria em faixa de
temperatura de 27 a 37 °C.

Schaad e White (1974) mostraram que X. campestris pv. campestris (Pammel)
Dowson sobrevive no solo por um periodo de tempo relativamente curto quando
desprotegida de tecidos de plantas hospedeiras, dependendo da estagédo do ano. Este
patdgeno foi recuperado de solos infestados durante um periodo de 42 dias no inverno,
mas apenas 14 dias no verao.

O estudo da umidade do solo merece atencdo especial, porque ela regula
diretamente atividades da microbiota do solo, tais como, germinagdo, viabilidade e
agressividade patogénica (MONDAL; KAGEYAMA; HYAKUMACHI, 1995). Levick
et al. (1985), estudando a sobrevivéncia da bactéria Streptomyces scabies (Thaxter)
Waksman e Henrici no solo, avaliada através da incidéncia da doenca em cultivares de

rabanete sob dois niveis de umidade do solo, verificaram maior incidéncia da sarna no
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solo com 50 % de potencial matrico, caracterizado por solo Umido com drenagem
deficiente.

Para algumas bactérias, a estrutura fisica e composicdo quimica do solo sdo
caracteristicas que interferem na sobrevivéncia. Alvarado et al. (2007) avaliaram a taxa
de extin¢do da populagdo de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones)
Hauben et al. em 24 amostras de solos de Pernambuco e analisaram as caracteristicas
fisicas, quimicas e microbiologicas dos solos associadas com a supressividade ou
conducividade ao patégeno, utilizando um mutante resistente a rifampicina (Pcc127%").
As taxas de extincdo relativa das populagfes (TERP) variaram de 0,0547 a 0,6327 log
(UFC) dia, sendo identificados seis solos supressivos e cinco conducivos a Pcc127%" .
A reducdo da populacdo de Pcc127R" no solo pode ser atribuida & competicdo com
bactérias nativas que utilizam os nutrientes mais eficientemente (ARMON et al., 1995).
Uma maior compreensdo da ecologia de A. avenae subsp. citrulli trara subsidios para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle da mancha-aquosa, uma vez que até o
momento ndo existe um controle efetivo para essa doenca. Sabe-se que uma vez a
mancha-aquosa introduzida em uma éarea a erradicacdo é muito dificil (SALES
JUNIOR; MENEZES 2001).

Esta dissertacdo teve como objetivos estudar: coloniza¢do de A. avenae subsp.
citrulli em meloeiro a partir da inoculacdo em folhas, sementes e flores; sobrevivéncia
da bactéria em restos de folhas e frutos incorporados ao solo a diferentes profundidades
e em solos na auséncia da planta hospedeira, sob a influéncia de diferentes tipos de solo,

temperaturas e umidades.
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Resumo

Acidovorax avenae subsp. citrulli causa a mancha-aquosa, importante fitobacteriose em
meloeiro. A capacidade de colonizagdo dessa bactéria em diversos érgdos do meloeiro,
a partir da inoculacdo no primeiro par de folhas verdadeiras, sementes e flores
hermafroditas, foi estudada utilizando um mutante resistente a rifampicina (Aac1®"). A
intervalos de trés dias, as amostras de hipocétilo, folhas cotiledonares, raizes, folhas ou
ramos foram fragmentadas, maceradas e processadas para isolamento pelo método de
diluicdo, sendo as populacdes de Aac1™" determinadas em log UFC g de amostra. Nas
flores, as avaliagcdes foram realizadas em estigmas e estilete 0, 6, 12, 24, 48 e 96 h ap0s
a inoculacdo. Quando a bactéria foi inoculada nas folhas, a colonizacdo foi detectada até
0s 30 dias, no 10° par de folhas verdadeiras, com populacdo de 3,1 log UFC g™ de folha.
Nesse mesmo periodo, 0o segmento de ramo compreendido entre o 10° e 11° par de
folhas apresentou populagdo de 3,52 log UFC g* de ramo. A partir de sementes, a
bactéria colonizou o hipocotilo, raizes, folhas cotiledonares, folhas verdadeiras e ramos,
até atingir niveis ndo detectaveis aos 27 dias apds a inoculagdo. N&o foi verificada
colonizacdo das flores por A. avenae subsp. citrulli.

Palavras-chave adicionais: Acidovorax avenae subsp. citrulli, Cucumis melo, ecologia,

fitobactéria, mancha-aquosa.

Introducao
A mancha-aquosa causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp. citrulli
(Schaad et al.) Willems et al., € um dos principais problemas para a cultura do meldo no

Nordeste do Brasil, principalmente na estagdo chuvosa (Sales Junior & Menezes, 2001).
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Os danos principais sdo verificados nos frutos, onde os sintomas da mancha-aquosa se
manifestam como pequenas manchas verde-oliva e oleosas, com ou sem halo, as quais
progridem rapidamente, coalescem, tornando-se aquosas, marrom-claras ou marrom-
escuras. Internamente, a bactéria coloniza a polpa do fruto e causa uma podridao seca
(Isakeit, 1999).

No ciclo da mancha-aquosa, sementes infectadas ou infestadas originam
plantulas doentes; a bactéria se dissemina entre as plantulas (Hopkins, 1993), sendo
responsavel por significativa proporcdo de mudas infectadas (Hopkins, 1994); & medida
que as plantas vao crescendo no campo, o patégeno dissemina-se para novas folhas e
plantas vizinhas; lesdes nas folhas sdo a principal fonte de indculo para frutos imaturos
(Hopkins, 1995); frutos maduros apresentam sintomas tipicos da doenca (Latin, 1996).
Sementes de frutos maduros infectados deixados no campo véo dar origem a plantas
voluntarias infectadas que servirdo de in6culo para novos plantios. Em condicGes
favoraveis de temperatura e umidade, a bactéria pode disseminar-se rapidamente, e
poucos sitios de infeccdo primaria no campo podem resultar em 100% de infeccéo de
frutos na época da colheita (Hopkins et al., 1992).

A colonizagdo de A. avenae subsp. citrulli foi evidenciada em folhas, sementes,
flores e frutos. Em folhas de meloeiro, as células situavam-se preferencialmente em
locais protegidos do filoplano, tais como depressdes existentes entre as células
epidermais, base dos tricomas e ao redor e dentro dos estomatos. Nas sementes foi
observada colonizacdo epifitica e endofitica, tendo sido a bactéria detectada nos
tegumentos externo e interno, embrido e endosperma (Silva Neto et al., 2006). A
colonizacdo em flores de melancieira foi verificada em estigmas e estiletes alcancando
populacdes de 10 a 108 UFC por flor até 96 horas ap6s a inoculacdo (Lessl; Fessehaie;
Walcott, 2007). Segundo Isakeit (1999) esta bactéria pode colonizar a polpa do fruto até
atingir as sementes, contaminando-as externa e internamente através da regido do hilo.

A colonizacdo e sobrevivéncia de bactérias na planta € no solo podem ser
monitoradas pelo uso de mutantes resistentes a antibioticos uma vez que estas mutagdes
se comportam como marcadores destas bactérias (Mariano & McCarter, 1993; Assis,
1995; Ldpez et al.,1999). Mutante de A. avenae subsp. citrulli resistente a rifampicina
foi utilizado com sucesso em estudo de sobrevivéncia em folhas e raizes de meloeiro
(Silva et al., 2006).

O estudo da capacidade de A. avenae subsp. citrulli colonizar sementes, folhas,

ramos e flores de meloeiro e servir como fonte de indculo para a infecgédo de frutos é de
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grande importancia para 0 manejo da mancha-aquosa, mas inexistem pesquisas que
quantifiqguem esta colonizacéo a partir do ponto de inoculacao.
Este trabalho teve como objetivo estudar a colonizagdo de A. avenae subsp.

citrulli em meloeiro a partir da inoculagdo em folhas, sementes e flores.

Material e métodos
Obtenc¢do de mutante de Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente ao antibidtico
rifampicina

Para obtencdo do mutante de A. avenae subsp. citrulli resistente ao antibidtico
rifampicina foi utilizado o isolado Aacl, pertencente a colecdo de bactérias do
Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco/Brasil.
Aliquotas de 0,1 mL de suspensdo bacteriana (3,4 x 10’ UFC mL™) foram plaqueadas
em meio de cultura agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA: 20 g &gar
nutritivo, 10 g glicose, 5 g extrato de levedura, 3 g extrato de carne, 5 g peptona de
carne) contendo 50 ppm de rifampicina (Rif), sendo as placas incubadas em B.O.D.
(Biochemistry Oxigen Demand) (Tecnal) a 30°C por 48 h. A partir de uma coldnia
crescida nessas condicfes foi obtido pelo mesmo método um mutante resistente a 100
ppm de rifampicina. A estabilidade do mutante foi testada realizando-se repicagens
alternadamente para meio NYDA com e sem antibidtico, por 10 vezes.

O mutante foi comparado ao isolado selvagem quanto ao crescimento em meio
liguido NYD, monitorado em fotocolorimetro (Mectronic M3) as 24, 48, 96 e 144 h
apos semeio (Silva et al., 2006), e patogenicidade em folhas de plantas de meloeiro
hibrido Amarelo AF-646 (Sakata) com 20 dias de idade inoculadas por pulverizacao e
avaliadas apos 15 dias quanto a presenca de sintomas tipicos da doenca (Silveira et al.,
2003).

Colonizagéo de A. avenae subsp. citrulli em folhas verdadeiras e ramos

O primeiro par de folhas verdadeiras de plantas de meloeiro com 20 dias,
mantidas em condi¢des de casa de vegetacao, foi pulverizado até o escorrimento com a
suspensdo do patdgeno (3,4 x 10’ UFC mL™), sendo as plantas submetidas & camara
umida de pré e pos-inoculacdo por 24 h (Silveira et al., 2003). As avaliacbes foram
realizadas a intervalos de trés dias, até 36 dias apds a inoculacéo (considerando as duas
ultimas avaliagdes onde a bactéria ndo foi isolada), coletando-se folhas e ramos no

sentido apical. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
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repeticdes, sendo a unidade experimental constituida pelo par de folhas verdadeiras ou
um fragmento de ramo de meloeiro, compreendido entre dois pares de folhas
verdadeiras, a ser analisado a cada tempo de amostragem. Este experimento foi
realizado duas vezes.

Em cada avaliagdo as amostras foram coletadas, cortadas em pequenos
fragmentos, misturadas, pesadas (0,5 g) e adicionadas a 4,5 mL de agua destilada
esterilizada (ADE) em tubos, os quais foram submetidos a banho de ultra-som (Densply
Neytech) por 5 minutos, na poténcia 10. Em seguida, foram realizadas diluicbes em
série até 107, plaqueando-se 10 pL das suspensdes em meio NYDA-RIf, com trés
repeticbes. As placas foram incubadas por 36 horas a 30°C, em B.O.D. e a avaliacdo
realizada pela contagem do numero de colbnias, determinando-se a populacdo
bacteriana em UFC g™ de amostra.

Em todas as amostragens, para confirmacdo da colonizacéo epifitica de Aac1®"
foi realizada a técnica de impressdo de folhas ou imprinting (Leben, 1961). Amostras de
folhas inteiras de meloeiro foram coletadas e tiveram a parte adaxial levemente
pressionada sobre a superficie do meio NYDA-RIf. As placas foram incubadas em
B.0.D. a 30°C por 36 h e verificada a presenca de colonias bacterianas.

Colonizagdo de A. avenae subsp. citrulli em hipocétilo, raizes, folhas cotiledonares,
folhas verdadeiras e ramos

Sementes de meldo tipo Amarelo foram inoculadas pelo método de infiltragdo a
vacuo com o mutante (Somodi et al., 1991). Depois de lavadas em agua corrente por 10
minutos e secas a temperatura ambiente (25 £ 2°C), as sementes foram imersas na
suspensdo bacteriana (3,4 x 10’ UFC mL™) e submetidas a infiltragdo a vacuo (450 mg
de Hg) por dois minutos. Este processo de infiltracdo foi repetido por duas vezes, sendo
as sementes colocadas em pratos plasticos perfurados sobre papel toalha, para secagem
por 16 h, a temperatura ambiente. Apds este periodo, foram plantadas em vasos
contendo 3,5 kg da mistura solo esterilizado + substrato Tropstrato (Vida Verde) (2:1) e
mantidas em casa de vegetacao.

As avaliacdes foram realizadas aos 0, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30 dias apds o
plantio. No dia zero (duas horas apds a inoculacdo) foram avaliadas as sementes; aos 6
dias, os hipocotilos; aos 9 dias, as raizes; aos 12 dias, folhas cotiledonares; e dos 15 aos
30 dias, pares de folhas verdadeiras e ramos intermedidrios. Em cada avaliacdo, as

amostras foram processadas como descrito anteriormente. O delineamento experimental
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foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, sendo a unidade experimental

constituida pelo 6rgao do meloeiro a ser analisado, a cada tempo de amostragem.

Colonizacéo de A. avenae subsp. citrulli em estruturas florais

Plantas de meloeiro foram cultivadas em condi¢Ges de casa de vegetacdo, e
quando iniciaram o seu ciclo reprodutivo flores hermafroditas abertas foram inoculadas,
usando um pipetador, pela deposicdo de 10 pL da suspensdo do patdégeno em tampéo
PBS (3,4 x 10’ UFC mL™). As 0, 6, 12, 24, 48 e 96 h ap6s a inoculacéo, o estigma e
estilete de cada flor foram separados, macerados e colocados em eppendorf contendo
1mL de PBS com 0,1% de Tween 20, sendo agitados vigorosamente por 5 min (Lessl et
al., 2007). De cada suspensdo, foram feitas diluicGes seriadas em tampdo PBS e
plagueadas em meio NYDA-RIf, sendo as placas incubadas em B.O.D. por 72 h e
avaliadas pela contagem do numero de coldnias. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, sendo a unidade experimental
constituida pelo estigma ou estilete a ser analisado a cada tempo de amostragem. Este

experimento foi repetido trés vezes.

Anélises Estatisticas

A populagdo obtida foi transformada em log;o UFC g™ de amostra e analisada
utilizando regressdo linear pelo SAEG® 9.0 (Sistema de Anélises Estatisticas e
Geneéticas, Universidade Federal de Vicosa — MG, 2005). Foram calculados também os

desvios padrdo das medias.

Resultados
Obtencdo de mutante de A. avenae subsp. citrulli resistente ao antibidtico
rifampicina
1Rif

Foi obtido o mutante espontaneo Aacl™ resistente a 100 ppm de rifampicina, o

qual mostrou estabilidade para resisténcia ao antibiético. Aac1™" ndo diferiu do isolado
selvagem Aacl de A. avenae subsp. citrulli quanto ao crescimento em NYD e indugéo

de sintomas de mancha-aquosa em plantas de meloeiro.

Colonizacéo de A. avenae subsp. citrulli em folhas verdadeiras e ramos
No primeiro par de folhas verdadeiras inoculadas com a suspenséo de Aac1™" a
3,4 x 10" UFC mL™ (7,53 log UFC mL™) foi verificada apés 2 h (dia zero) uma
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populacdo real de 5,8 log UFC g™ de folha (Figura 1). Trés dias ap6s a inoculacéo,
ainda no primeiro par de folhas verdadeiras, o tamanho da populacdo permaneceu
estavel (5,6 log UFC g™ de folha), contudo verificou-se colonizacdo do primeiro ramo
intermediério com populacdo de 4,54 log UFC g de ramo (Figura 1). Ao longo das
avaliacOes verificou-se, de maneira geral, nas folhas e ramos, um gradiente de
decréscimo no tamanho da populacdo, sendo evidenciada, no entanto, uma reducédo
dréstica nos terceiro e sexto pares de folhas verdadeiras e ramos intermediarios (Figura
1).

A colonizacdo de Aac1®" foi detectada até os 30 dias apds a inoculagéo, no 10°
par de folhas verdadeiras, com populacéo de 3,1 log UFC g* de folha. Nesse mesmo
periodo, observou-se a colonizacdo no segmento de ramo compreendido entre o 10° e
11° par de folhas com populacéo de 3,52 log UFC g™ de ramo.

A cada amostragem, os estudos de impresséo das folhas confirmaram a presenca
de Aac1®" colonizando epifiticamente esse 6rgéo a distancia do ponto de inoculacéo.
Em meio de cultura foi verificado crescimento bacteriano agregado em alguns pontos

das folhas.

Colonizagdo de A. avenae subsp. citrulli em hipocétilo, raizes, folhas cotiledonares,
folhas verdadeiras e ramos

Nas sementes inoculadas com Aacl®" por infiltracio a véacuo, também se
verificou apés 2 h (dia zero) uma diminuic&o da populacéo inicial de 7,53 log UFC mL™
para 5,0 log UFC g de semente (Figura 2). A bactéria colonizou hipocétilo e raizes,
com populacdes de 4,45 log UFC g™ e 4, 34 log UFC g* respectivamente. Nas folhas
cotiledonares detectou-se um aumento da populacdo de A. avenae subsp. citrulli e a
partir dai houve colonizagdo das folhas verdadeiras e dos ramos, até atingir niveis nao
detectaveis aos 30 dias ap0s a inoculacdo. As ultimas populacdes detectadas, 24 dias
ap6s a inoculacdo, foram de 2,21 log UFC g* de folha no quarto par de folhas
verdadeiras e de 1,96 log UFC g™ de ramo no quarto ramo intermediario, compreendido
entre o quarto e quinto pares de folhas (Figura 2).

Observando a dinamica populacional de Aac1®" nas folhas e ramos de meloeiro
ao longo das avaliacdes (Figuras 1 e 2), verificou-se uma menor popula¢do quando a
bactéria foi inoculada nas sementes do que no primeiro par de folhas verdadeiras, sendo

as populagcdes nos primeiros pares de folhas dos dois experimentos, respectivamente
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4,41 log e 5,8 log UFC g™ de folha, decrescendo a niveis ndo detectaveis aos 27 e 33
dias apds a inoculacao.

Foram verificados sintomas da mancha-aquosa até o quinto ou primeiro pares de
folhas verdadeiras de meloeiro (Figuras 1 e 2) respectivamente pela inoculagdo em
folhas e sementes de meloeiro e sintomas ndo foram evidenciados nas raizes e ramos.
Nos hipocétilos e folhas cotiledonares foram observadas lesdes encharcadas, que
progrediram para marrons. Nas folhas de plantas adultas, as les6es inicialmente foram

verde-claras e de aspecto oleoso, tornando-se escuras, com ou sem halo.

Colonizacéo de A. avenae subsp. citrulli em estruturas florais

Nos trés experimentos realizados nao foi verificada colonizacdo de estigmas e
estiletes por Aac1R",

Discusséo

A marcacdo por resisténcia a rifampicina ndo afetou a biologia do mutante
Aac1R" obtido, que se comportou de forma semelhante ao isolado selvagem quanto ao
crescimento em meio liquido e patogenicidade a meloeiro. Silva et al. (2006) estudando
a sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli utilizando um isolado mutante resistente a
rifampicina também verificaram esse mesmo comportamento.

A diminuicio da populacdo de Aac1® no primeiro par de folhas verdadeiras
verificada ap6s 2 h de inoculacdo (Figura 1) em relacdo a concentracdo da suspensao
aplicada, pode ter ocorrido por deriva, morte de células, adesdo de células a superficie,
localizacdo em sitios protegidos, penetracdo e ainda, pouca sensibilidade do método de
quantificacdo para deteccao de células vidveis mas ndo cultivaveis, como verificado em
outros patossistemas (Beattie & Lindow, 1999; Pujol et al., 2007).

O gradiente de decréscimo no tamanho da populacdo verificado a medida que a
bactéria foi colonizando folhas verdadeiras e ramos intermediarios, até atingir niveis
ndo detectiveis aos 33 dias apds a inoculacdo (Figura 1), pode estar relacionado ao
estadio fenoldgico da planta. Efeito sistémico da estrutura da planta sobre o tamanho da
populacdo bacteriana epifitica pode também refletir diferencas fisioldgicas entre as
folhas em funcdo da idade da planta. Kinkel et al. (2000) verificaram que folhas velhas
de espécies de grama (préximas a base da planta) consistentemente tém maiores
populacdes bacterianas do que folhas jovens no apice da planta. Isto pode ser atribuido a

diferencas na taxa de exsudacdo de nutrientes correlacionadas com a idade da folha
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(Weller & Saettler, 1980), micro-climatologia associada com a posicdo da folha
(Burage, 1976), ou incompleta colonizacdo de folhas jovens (Kinkel et al., 2000).
Diferencas na posi¢do da folha sdo fortemente correlacionadas com diferengas na
populacdo de bactérias que colonizam folhas individuais, no tempo (Kinkel et al.,
2000).

A reducdo da populacdo de Aacl®" nos terceiro e sexto pares de folhas
verdadeiras e ramos intermediarios (Figura 1), nos dias que precederam as avaliacOes,
provavelmente resultou de alteracfes drasticas de temperatura atingindo cerca de 41°C,
pois sabe-se que a temperatura 6tima para o crescimento do patégeno é de 35°C
(Cavalcanti et al., 2005).

A impressdo das folhas de meloeiro em meio de cultura revelou crescimento
bacteriano agregado em alguns pontos das folhas, indicando que a bactéria ndo coloniza
em um padrdo uniforme, mas localizada em sitios especificos da superficie foliar. Silva
Neto et al. (2006) estudaram a colonizacdo de A. avenae subsp. citrulli em folhas de
meloeiro, utilizando a microscopia eletrénica de varredura, e também observaram que
as células dessa bactéria se encontram agregadas e raramente isoladas, com fibrilas que
proporcionam aderéncia as células do tecido do hospedeiro, e situam-se
predominantemente em locais protegidos do filoplano, tais como depressdes existentes
entre as células epidermais, base dos tricomas e ao redor e dentro dos estbmatos. Outras
bactérias, a exemplo de P. syringae pv. syringae (Mariano & McCarter, 1991a),
Pseudomonas syringae pv. tomato (Mariano & McCarter, 1991b) e P. viridiflava
(Mariano & McCarter, 1993) também apresentam esse tipo de colonizacdo em folhas de
tomate.

Quando Aacl® foi inoculado nas sementes verificou-se a colonizacdo do
hipocétilo e raizes, aumento dessa populagdo nas folhas cotiledonares e posterior
colonizacdo de folhas verdadeiras e ramos (Figura 2). Apesar da superficie foliar ser
considerada um ambiente hostil para colonizacdo bacteriana, por ter limitada fonte de
nutrientes, estar exposta a rapida variacdo de temperatura, umidade relativa e dgua livre
(Lindow & Brand, 2003), A. avenae subsp. citrulli apresentou maior adaptacdo a
filosfera do que ao hipocétilo e raiz. Silva et al. (2006) verificaram que a A. avenae
subsp. citrulli sobreviveu epifiticamente por 54 dias em folhas de meloeiro, em
condic®es de casa de vegetagdo e campo, com populacdo de 10° a 10* UFC g™ de folhas,

independente da concentragdo do indculo inicial, e nas raizes e rizosfera, nesse mesmo
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periodo, em casa de vegetacéo, com niveis de 10*a 10° UFC g™ de raiz e 10' UFC g™ de
solo.

A menor populacdo de Aac1™" nas folhas e ramos de meloeiro ao longo das
avaliacBes (Figuras 1 e 2) quando a bactéria foi inoculada nas sementes em relacdo a
inoculacdo nas folhas, pode estar relacionada a populagdo inicial detectada nos
primeiros pares de folhas, respectivamente 4,41 e 58 log UFC g*. Também foi
evidenciado que nos dois experimentos a bactéria ndo atingiu as flores.

A auséncia de sintomas da mancha-aquosa a partir do sexto ou segundo pares de
folhas de meloeiro, respectivamente com a inoculagdo de folhas e sementes, pode ser
atribuida a baixa concentracdo bacteriana detectada, que variou de 3,11 log a 2,77 log
UFC g™ de folha ou principalmente devido as condicées de molhamento foliar. Isto foi
comprovado por Silveira et al. (2003) que verificaram sintomas da mancha-aquosa em
folhas de meloeiro quando pulverizadas diretamente com uma concentracéo de 3,4 x 10*
UFC mL™, submetendo-as a uma condicéo de alto molhamento foliar (cAmara-Umida
por 48 horas antes e apos a inoculagéo).

Populagdes associadas interna e externamente as folhas tém, provavelmente,
uma continuidade em funcdo dos processos de entrada (ingresso) ou saida (egressao)
deste Orgdo. Numerosos estudos sugerem que aplicacdo do patdgeno na superficie
resulta em colonizacdo interna (O’Brien & Lindow, 1989; Dane & Shaw, 1996).
Considerando que para aplicacdo de Aac1™ no primeiro par de folhas verdadeiras foi
utilizada cdmara umida de pré e pés-inoculacdo, deve ter ocorrido uma consideravel
multiplicacdo epifitica e penetracdo da bactéria pelos estdmatos ja nas primeiras horas,
conforme relatado por Young (1974) e também evidenciado por Silva et al. (2006). A
egressdo também é importante na ecologia de fitopatdgenos. Yang et al. (2001)
verificaram que cerca de 14% da populagdo de Xanthomonas axonopodis pv.
malvacearum estava presente na superficie da folha apos infiltracdo das mesmas,
indicando que a egressdo € de importancia quantitativa na populacdo externa. Este

fendmeno também deve ter ocorrido quando as sementes foram inoculadas com Aac1R™.

Quando inoculado nas flores de meldo, Aac1™" néo foi detectado nos estigmas e
estiletes, ao contrario do esperado, uma vez que Lessl et al. (2007), utilizando
metodologia semelhante, demonstraram que a bactéria pode colonizar flores de
melancia polinizadas e n4o polinizadas, com populacdes variando de 10’ a 10° UFC g™
por flor, 96 h apds a inoculacdo. O resultado negativo da colonizacdo de estigmas e

estiletes por A. avenae subsp. citrulli pode ser atribuido as temperaturas da casa de
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vegetacdao, que variaram de 33 a 38°C, comparadas as condic¢des controladas do referido
experimento (temperatura de 25 a 33°C). Essa variacdo pode ter contribuido para uma
baixa sobrevivéncia da bactéria, que cresce entre 4 a 41°C e apresenta crescimento
6timo a 35°C (Cavalcanti et al., 2005). A flor é considerada um ambiente favoravel a
colonizacdo por bactérias, uma vez que celulas papilares sobre os estigmas produzem
secrecOes que contém carboidratos, proteinas e lipidios (Sedgley, 1982). No entanto, €
desconhecido se existe variacdo entre os exsudados das flores de melancia e meldo.
Além disso, a microbiota existente nas flores destas duas espécies pode ser diferente e
ter influenciado a colonizacdo pelo patdgeno que, de acordo com Lessl et al. (2007),
possui menor capacidade competitiva em relacdo a outras bactérias epifiticas. A
importancia do estudo da colonizacdo das flores de meldo por A. avenae subsp. citrulli
se deve a capacidade de transmissdo da bactéria para as sementes, como ja demonstrado
em alguns trabalhos com melancia (Walcott et al., 2003; Lessl et al., 2007). Novos
estudos precisam ser realizados para esclarecer o papel das flores de meldo na
patogénese e epidemiologia da mancha-aquosa e, desta forma, subsidiar o0 manejo da
doenga na producéo de sementes de mel&o.

A capacidade de colonizacdo de A. avenae subsp. citrulli em meloeiro é
fundamental no ciclo da mancha-aquosa, em funcdo das caracteristicas de disseminacao
da bactéria no campo. A partir de plantulas doentes oriundas de sementes infectadas ou
infestadas, a bactéria é facilmente disseminada, por respingos de agua de chuva e
irrigacdo, aerossois, insetos, implementos agricolas e operarios de campo, para novas
folhas e plantas vizinhas e lesdes nas folhas séo a principal fonte de inoculo para frutos
imaturos (Hopkins, 1993, 1994, 1995; Hopkins et al., 1992; Santos & Viana, 2000).

A. avenae subsp. citrulli colonizou diferentes partes da planta a medida que a
mesma foi crescendo e, dependendo da localizacdo do indculo inicial, foi encontrada até
30 dias apo6s a inoculacdo no 10° par de folhas verdadeiras e 10° ramo intermediario,

refletindo o potencial desses 6rgaos da planta como fonte de indculo para os frutos.
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—e— Folhas
6 —— Ramos

vegetal)

ey=59-012x R*=73%
14 Ay=51-0,09x R?*=63%

Populacdo (log UFC g* tecido

O T T T T T T T T T T

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Dias ap6s inoculacéo

| | | | | | | | | | | |
1 1 20 3P 4 5 6 7° 8 9o 10° 11°

Par de folhas verdadeiras ou ramo intermediario

Figura 1 — Colonizacdo de Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente a rifampicina
(Aac1™" em folhas verdadeiras e ramos intermediérios (compreendidos entre dois pares
de folhas), a partir da inoculagédo do primeiro par de folhas verdadeiras, realizada 20
dias ap6s o semeio. As observacfes no primeiro par de folhas verdadeiras foram
realizadas no dia zero (2 h apds a inoculacdo) e no terceiro dia. O desvio padrédo da

média de quatro repeticdes € representado pelas barras verticais.
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Ramo intermediario

R2 R3 R4 R5

Oy=94-029x R*=93%
21 ey=56-0,13x R*=74%

Populacéo (log UFC gl parte vegetal)
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Par de Folhas verdadeiras
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Semente Hipocétilo Raiz  Folha cotiledonar  F1 F2 F3 F4 F5
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Dias ap6s semeadura

Figura 2 — Colonizacdo de Acidovorax avenae subsp. citrulli resistente a rifampicina
(Aac1®" em hipocétilo, raizes, folhas cotiledonares, folhas verdadeiras e ramos
intermediarios (compreendidos entre dois pares de folhas), a partir da inoculacdo nas
sementes. A observagdo na semente foi realizada no dia zero (2 h apds a inoculagéo). O

desvio padrdo da média de quatro repeticOes € representado pelas barras verticais.



Capitulo 111

SOBREVIVENCIA DE Acidovorax avenae subsp. citrulli
EM RESTOS DE CULTURA E NO SOLO
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em Restos de Cultura e no Solo

Aldenir de Oliveira; André S. Xavier; Ivanise O. Viana; Elineide B. Silveira;

Rosa de L. R. Mariano

A. Oliveira; A. S. Xavier; I. O. Viana; R. L. R. Mariano (D<)

Departamento de Agronomia/Fitossanidade, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, R. Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos, Recife, PE, 52171-900,
Brasil. E-mail: rmariano@truenet.com.br

E. B. Silveira

Departamento de Biologia/Microbiologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco,
R. Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irméos, Recife, PE, 52171-900, Brasil

Resumo A sobrevivéncia de Acidovorax avenae subsp. citrulli Aac1®" foi estudada em
restos de meloeiro incorporados ao solo a diferentes profundidades (0, 5, 10 e 15 cm). A
influéncia de diferentes tipos de solo, temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35°C) e
umidades (50 e 100% da capacidade de campo) na sobrevivéncia do patégeno foi
analisada em solos, na auséncia da planta hospedeira. Aac1™" foi detectada em restos de
frutos e folhas de meloeiro a 0, 5 e 10 cm durante 21 dias e a 15 cm por 14 dias. As
maiores taxas de extincdo relativa da populacdo (TERP) ocorreram nos frutos na
superficie do solo [0,1464 log (ufc) dia™] e nas folhas a 10 cm [0,084 log (ufc) dia™].
Aac1R sobreviveu nos sete tipos de solo apenas durante trés dias e o solo C apresentou
a maior TERP [0,9062 log (ufc) dia™']. Maiores concentracdes de Na* e silte bem como
maiores populacfes de actinomicetos e Trichoderma estiveram correlacionadas a mais
rapida extincdo da populacio de Aac1™ no solo. Para a maioria dos solos, as menores
TERP foram atingidas a 10 ou 15°C e as maiores, a 30 ou 35°C. Ndo houve interagio
significativa (P=0,05) entre solos e umidade, contudo o teste de T evidenciou diferenca
significativa (P=0,05) entre as TERP a 100% [0,6685 log (ufc) dia™] e 50% [0,504591
log (ufc) dia™] da capacidade de campo. Independente da temperatura e umidade,
1Rif

Aacl™ também sobreviveu nos solos apenas por trés dias.
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Introducéo

A semelhanca de qualquer fitopatdgeno, as bactérias possuem seus mecanismos
préprios de sobrevivéncia, associados ou ndo ao hospedeiro. Sobrevivem no solo, na
superficie de plantas como populagéo residente e em 0rgaos vegetais infectados como
fonte primaria de indculo, incluindo sementes [26]. Segundo Schuster e Coyne [30] é
importante conhecer a forma como as bactérias sobrevivem em condi¢des de campo
para que medidas eficientes de controle sejam estabelecidas.

No campo, Acidovorax avenae subsp. citrulli, agente causal da mancha-aquosa
em meloeiro (Cucumis melo), sobrevive em plantulas voluntarias e em hospedeiras
alternativas como as cucurbitaceas nativas meldo-de-sdo-caetano (Momordica
charantia), bucha (Luffa cylindrica) [28] e mel&o-pepino (Cucumis melo var.
cantalupensis) [23]. Em folhas de meloeiro, em casa de vegetacdo e campo, um mutante
Aac1R sobreviveu epifiticamente por 54 dias, com populacéo de 10° a 10* ufc g de
folhas, independente da concentracdo do inoculo inicial, e nas raizes e rizosfera, em
casa de vegetaco, por 60 dias ap6s a infestacdo do solo, com niveis de 10*a 10° ufc g*
de raiz e 10" ufc g de solo [31]. Esse patdgeno sobreviveu durante seis meses em
sementes de meldo tipo Amarelo armazenadas em condicGes de laboratdrio procedentes
de frutos infectados de areas produtoras [22] e por 12 meses em sementes de melancia
[10]. Em bandejas plésticas vazias, utilizadas na producdo de mudas de melancia em
casa de vegetacdo, A. avenae subsp. citrulli sobreviveu por até 63 dias, em residuos de
substrato e raizes [13].

Em meloeiro, ndo foram encontradas informacdes sobre a sobrevivéncia de A.
avenae subsp. citrulli no solo sem planta hospedeiras ou em restos de cultura deixados
no campo, embora segundo Isakeit [11] o patdgeno aparentemente sobreviva no solo
por poucas semanas durante o verao, na auséncia de melancieira. Em restos de cultura, a
bactéria foi recuperada de fragmentos de casca de melancia enterrados por 10 meses a
uma profundidade de 20 a 30 cm [13].

Precisam também ser determinados os fatores do solo que interferem na
sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli, pois sabe-se que a sobrevivéncia de bactérias
neste habitat € influenciada pela temperatura, umidade e caracteristicas quimicas e
fisicas do solo [7]. Outro fator que pode influir na permanéncia de bactérias no solo é a
microbiota nativa. Assim, foi evidenciado que o réapido declinio na populagdo de
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum no solo pode ser devido a presenca de
organismos autoctones, como bactérias, fungos e actinomicetos [21].

A mancha-aquosa € uma doen¢a devastadora para a cultura do meloeiro,
podendo causar perdas de até 100% na producao, afetando principalmente os frutos [28,
32]. Em regides produtoras de meldo algumas questdes sdo frequentemente levantadas.
Folhas e frutos infectados com A. avenae subsp. citrulli deixados no campo podem
servir como fonte de indculo priméario para novos plantios? Na entressafra ou no pousio,
a bactéria pode permanecer no solo na auséncia de restos culturais? Uma maior
compreensdo da ecologia de A. avenae subsp. citrulli trar4 subsidios para o
desenvolvimento de novas estratégias de manejo da mancha-aquosa, uma vez que até o
momento ndo existe controle efetivo para essa doenca.

Diante da necessidade de esclarecer esses aspectos da ecologia de A. avenae
subsp. citrulli, o presente trabalho teve como objetivo estudar a sobrevivéncia da
bactéria em restos de folhas e frutos incorporados ao solo a diferentes profundidades e
em solos na auséncia da planta hospedeira, sob a influéncia de diferentes tipos de solo,

temperaturas e umidades.

Material e Métodos

Sobrevivéncia de Acidovorax avenae subsp. citrulli em Restos de Cultura no Solo

A sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli foi estudada a partir de um mutante
resistente a 100 ppm de rifampicina (Aac1®"), estavel e capaz de induzir sintomas de
mancha-aquosa em plantas de meloeiro [24]. Para produgdo de material vegetal com
sintomas, plantas de meloeiro Amarelo hibrido AF-646 (Sakata) com 20 dias de idade
tiveram as folhas definitivas inoculadas por pulverizacdo até o escorrimento [32] e os
frutos inoculados pelo método de injecdo subepidérmica [35]. Foi utilizada uma
suspensdo de Aacl®™ ajustada em fotocolorimetro (Metronic M3) para uma
concentracdo de 3,4x10” ufc mL™, adicionando-se Tween 20 (0,05%).

Das folhas e frutos com sintomas de mancha-aquosa foram pesadas 10-g de
tecido, as quais foram colocadas individualmente em sacolas de malha plastica (2x2
mm) [5] e incorporadas ao solo (pH 5,1; P = 6 mg dm™; Na = 0,31 mg dm™; K = 0,03
mg dm™; Ca + Mg = 1,45 mg dm™; Ca= 0,9 mg dm™; Al = 0,25 mg dm™>; H + Al = 5,2
mg dm™; C.0. = 11,52 mg dm™; M.O. = 19,86 mg dm™) as profundidades de 0, 5, 10 e
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15 cm, em colunas plasticas medindo 20 cm. Semanalmente, as sacolas foram retiradas
dos vasos, pesando-se 1-g de material vegetal, colocando-se em 9 mL de &gua destilada
esterilizada (ADE) e submetendo-se a banho de ultra-som (Densply Neytech, USA) por
5 minutos, na poténcia 10. Em condicGes assépticas, foram realizadas diluicdes na base
10 até 1073, plaqueando-se 10 pL das suspensdes em meio NYDA-Rif (20-g &gar
nutritivo; 10-g glicose; 5-g extrato de levedura; 3-g extrato de carne; 5-g peptona de
carne,; 100 ppm de rifampicina) com 0,2% de fluconazol (p/v), com trés repeticdes. As
placas foram incubadas por 36h a 30°C em B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand)
(Tecnal, BRA). As avaliagdes foram realizadas pela contagem do nimero de colbnias
determinando-se o nimero de ufc g™* de solo. As amostras foram processadas até que em
duas amostragens consecutivas a bactéria ndo fosse detectada. Os dados populacionais
de Aac1® foram utilizados para o calculo da taxa de extincdo relativa da populacdo
(TERP), determinada pela expressdo TERP = - [(log Y —log Yo)/(Ts— To)], onde Y, é a
populacdo na primeira avaliacdo, Y a populacdo na Gltima avaliacdo antes de zerar, T; 0
tempo (em dias) da ultima avaliacdo antes de zerar e Ty 0 tempo da primeira avaliacao
[12].

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos para folhas ou frutos, representados pelas profundidades de distribuicdo das
sacolas no solo e cinco repeti¢bes, sendo cada repeticdo constituida por uma sacola

contendo material vegetal. O experimento foi realizado duas vezes.

Influéncia do Tipo de Solo na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli sob Condicoes

Controladas

Sete diferentes tipos de solos (Solo A: textura argila-arenosa, Quixeré — CE; Solo B:
textura franca-argila-arenosa, Mossoré — RN; Solo C: textura argila-arenosa, Quixeré —
CE; Solo D: textura argila-arenosa, Mossor6 — RN; Solo E: textura areia-franca,
Baraina — RN; Solo F: textura areia-franca, Mossoré — RN; Solo G: textura franca-
argila-arenosa, Mossor6 — RN) de areas de plantio de meloeiro nos Estados do Rio
Grande do Norte e Ceard, todos com relato de incidéncia da mancha-aquosa, foram
coletados durante o més de outubro de 2007, de cada local foram removidos,
aleatoriamente, 2-kg de solo a uma profundidade de 0-20 cm.

1Rif

Para avaliar a sobrevivéncia de Aac os solos foram pesados (200-g) e

colocados em caixas Gerbox, adicionando-se 50 mL de suspensdo de Aac1®"a 3,4x10°
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ufc mL™ e homogeneizando-se com auxilio de bastdo de vidro. As caixas foram
incubadas em B.O.D. a temperatura constante de 30°C. Para avaliacdo dos niveis
populacionais do patdgeno, amostras de 1-g de solo foram processadas diariamente, de
acordo com metodologia descrita no experimento anterior. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e quatro repeticoes,
sendo cada repeticao constituida por uma caixa Gerbox.

Para as analises microbiologicas, 72h apds a coleta, de cada solo foram retiradas
10 sub-amostras de 10-g, os quais apds homogeneizagdo sofreram diluices em ADE
(1:10) e distribuigdo em diferentes meios de cultura. Utilizou-se meio BDA com adigao
de 250 ppm de tetraciclina, para o isolamento de fungos totais; NYDA, para o
isolamento de bacteérias totais; meio B de King, para o isolamento de Pseudomonas spp.
fluorescentes; meio de amido-caseina-agar, seletivo para Actinomicetos spp.; e meio de
Martin, para isolamento seletivo de Trichoderma spp.. No isolamento de Bacillus spp.
as diluicbes foram submetidas a banho-maria de 80°C por 20 min, com posterior
distribuicdo em meio BDA, sem adicdo de antibi6tico. As placas foram incubadas a
25+2°C, sob alternancia luminosa (12h claro/12h escuro), em B.O.D. As bactérias foram
avaliadas ap6s 48h, enquanto que os actinomicetos e fungos foram avaliados ap6s cinco
dias, e cada populacdo resultou do nimero médio de coldnias em trés placas, sendo
expressas em ufc g™ de solo.

As andlises fisicas e quimicas foram realizadas nos Laboratorios de Fisica e de
Fertilidade dos Solos da Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Foram
determinadas a granulometria; pH em agua; P disponivel (mg dm); Na, K, Ca + Mg,
Ca e Al trocaveis (cmolc dm?); acidez potencial (H + Al); C organico; e matéria

organica (g kg™) [8].

Influéncia da Temperatura na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli em Solo sob

Condic¢bes Controladas

Os solos (200-g) foram colocados em caixas Gerbox adicionando-se 50 mL de
suspensdo de Aac1® a 3,4x10° ufc mL™ e homogeneizando-se com auxilio de bastdo de
vidro. As caixas foram incubadas em B.O.D. as temperaturas constantes de 10, 15, 20,
25, 30 e 35°C, e as amostras processadas diariamente conforme j& descrito. O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 7 x 6,
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representado por sete tipos de solo e seis temperaturas, com quatro repeticdes, sendo

cada repeticdo constituida por uma caixa Gerbox.

Influéncia da Umidade na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli sob Condigdes

Controladas

Os solos (200-g) foram colocados em caixas Gerbox e mantidos na capacidade de
campo e a 50% da capacidade de campo, determinadas pelo peso constante. Adicionou-
se entdo a cada solo 50 mL da suspensdo de Aacl®™" a 34x10° ufc mL*,
homogeneizando-se com auxilio de bastdo de vidro. As caixas foram incubadas em
B.O.D. a temperatura constante de 30°C e as amostras processadas diariamente como
descrito anteriormente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 7 x 2, representado por sete tipos de solo e duas umidades, com quatro

repeticOes, sendo cada repeticdo constituida por uma caixa Gerbox.
Anédlises Estatisticas

As TERP obtidas nos experimentos foram submetidas a analise de variancia para
comparacdo das médias pelo teste de Duncan ou Teste de T; e/ou anélise de correlacdo
de Person, ao nivel de 5% de probabilidade, calculando-se também os desvios padrdo
das médias. Os dados foram analisados pelo SAEG® 9.0 (Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal de Vigosa — MG, 2005).

Resultados

Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli em Restos de Cultura no Solo

Nos dois experimentos em que foi analisada a sobrevivéncia de Aac1™" em restos de
cultura incorporados a diferentes profundidades, as condi¢Bes climaticas na casa de
vegetacao foram semelhantes, com temperaturas de 30+2°C e umidade relativa do ar de
90+3%. A bactéria sobreviveu nos restos de frutos e folhas de meloeiro as
profundidades de 0, 5 e 10 cm durante 21 dias e a 15 cm por 14 dias (Fig. 1a e b).

Em restos de frutos de meldo, aos sete e 14 dias, nas profundidades de 0 e 5

foram encontradas maiores populacdes de Aac1® do que nas profundidades de 10 e 15
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cm. Neste tecido, aos 21 dias, as populacbes a 0, 5 e 10 cm foram semelhantes,
respectivamente 3,86; 3,66 e 3,3 log ufc g™ de tecido, enquanto que a bactéria nio foi
mais detectada a 15 cm (Fig. 1a).

Em restos de folha, aos sete e 14 dias as populagdes foram semelhantes em todas
as profundidades; enquanto que aos 21 dias, a populacido de Aac1®" a 10 cm declinou
consideravelmente (3,38 log ufc g* de tecido) em relacéo as profundidades 0 e 5 cm
(4,27 e 4,16 log ufc g™ de tecido), ndo sendo detectada a 15 cm. Aos 28 dias, ndo foram
detectadas popula¢des do patdgeno em nenhuma das profundidades.

As maiores e menores TERP de Aac1® foram constatadas respectivamente em
restos de frutos [0,1464 e 0,1414 log (ufc) dia™ ] e de folhas [0,029 e 0,037 log (ufc)
dia™] nas profundidades de 0 e 5 cm. As TERP nos dois tipos de tecidos foram muito
semelhantes a 10 e 15 cm (Fig. 2). E importante salientar que a maior TERP para restos
de folhas [0,084 log (ufc) dia™] foi observada a 10 cm (Fig. 1b).

Influéncia do Tipo de Solo na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli sob Condi¢ctes
Controladas

Independente do tipo de solo Aac1®" sobreviveu nos sete solos de cultivo de meloeiro
por apenas trés dias, no entanto, as TERP variaram de 0,5061 a 0,9062 log (ufc) dia™,
sendo formados trés grupos de solos pelo teste de Duncan (P=0,05). A maior TERP foi
observada no solo C e as menores, nos solos E e G (Tab. 1).

Na analise dos possiveis indicadores que influenciaram a sobrevivéncia de
Aac1™" nos diferentes solos, foram constatadas correlagdes significativas (P=0,05) entre
a TERP e caracteristicas quimicas, fisicas e microbiologicas do solo. A TERP se
correlacionou positivamente com concentragdo de Na* (r = 0,86) e silte (r = 0,86), e
populacdo de actinomicetos (r = 0,93) e Trichoderma (r = 0,82) nos solos. Esses
resultados indicam que quanto maior a concentragio de sodio (Na") e silte bem como as
populacOes de actinomicetos e Trichoderma, mais rapidamente se extingle a populagédo
da bactéria no solo (maior TERP) o que pode ser verificado comparando os solos C, E e
G (Tab. 1). A eficiéncia desses fatores do solo na extingdo da populacdo da bactéria
também foi correlacionada positiva ou negativamente com outras caracteristicas do
solo: Na* com silte (r = 0,82), areia com silte (r = - 0,82), argila com silte (r = 0,71),
silte com actinomicetos (r = 0,83), Pseudomonas com actinomicetos (r = - 0,79) e

actinomicetos com Trichoderma (r = 0,082).
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Influéncia da Temperatura na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli em Solo sob

Condic¢oes Controladas

A temperatura néo afetou o tempo de sobrevivéncia de Aac1® nos diferentes solos e,
confirmando-se 0 experimento anterior, 0 tempo necessario para extin¢do da populagédo
da bactéria foi de trés dias. No entanto, a temperatura interferiu na TERP de Aac1®"
indicando as melhores e piores faixas de temperatura para sobrevivéncia desse patdégeno
(Fig. 3).

Para a maioria dos solos, as menores TERP foram atingidas a 10 ou 15°C e as
maiores, a 30 ou 35°C. A bacteria se comportou de forma semelhante ao experimento
anterior, apresentando as maiores TERP no solo C [média de 1,11 log (ufc) dia™] e as
menores nos solos E [média de 0,89 log (ufc) dia] e G [média de 0,78 log (ufc) dia™].
No solo C, a TERP aumentou de acordo com a temperatura, ou seja, a maior
sobrevivéncia de Aac1®" foi na temperatura de 10°C e menor a 35°C, enquanto que nos
solos E e G as TERP cairam a 25°C e 30°C e apresentaram o maior valor a 35°C (Fig.

3).

Influéncia da Umidade na Sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli sob Condicdes

Controladas

Na andlise de variancia nao foi constatada interacdo significativa (P=0,05) entre solos e
umidade. Independente da umidade houve diferenca significativa nas TERP de Aac1®"
nos sete solos (dados ndo apresentados), confirmando os resultados obtidos
anteriormente.

O teste de T mostrou diferenca significativa (P=0,05) entre as TERP nas
umidades de 100% [0,6685 log (ufc) dia™] e 50% [0,504591 log (ufc) dia™] da
capacidade de campo, sendo mais rapida a extincdo da populacdo da bactéria quando o
solo se encontrava a 100%. Independente da umidade, Aac1®" também sobreviveu nos

solos apenas por trés dias.

Discussao
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No presente estudo foi demonstrado que restos de folhas e frutos sdo importantes fontes
de in6culo de A. avenae subsp. citrulli para novos plantios, por um periodo de 21 dias
se localizados de 0 a 10 cm e por 14 dias quando a 15 cm.

Em restos de frutos, as maiores populagdes da bactéria foram detectadas a 0 e 5
cm (Fig. 1a) e as maiores TERP de Aacl® também foram observadas nessas
profundidades (Fig. 2), logicamente por que as populacdes finais a 0, 5 e 10 cm no
vigésimo primeiro dia foram semelhantes. Isto significa que o declinio populacional a 0
e 5 cm foi muito mais intenso. No solo existe uma pequena atividade de
microrganismos degradadores a 0 e 5 cm [18], o que possibilitou uma maior
colonizacdo de Aacl®' a essa profundidade do que a 10 e 15 cm até os 14 dias.
Entretanto, com o passar do tempo e decomposi¢éo da polpa do fruto, restou o tecido da
casca desidratado, indspito a sobrevivéncia da bactéria, principalmente quando na
superficie do solo. Nas outras profundidades, a manutencdo do teor de umidade
possivelmente favoreceu a atividade saprofitica dos habitantes do solo no decorrer do
experimento. Desta forma, ocorreu um decréscimo acentuado da populacdo aos 21 dias
em todas as profundidades, até total extincdo aos 28 dias (Fig. 1a). Os saprdfitas sdo
mais héabeis do que os patégenos para colonizar substratos, produzir antibidticos e
tolerar antibioticos produzidos por competidores [27].

Em restos de folhas, pode-se atribuir a menor influéncia da profundidade de
incorporacdo nas populacdes (Fig. 1b) e TERP de Aac1™ (Fig. 2), principalmente aos 7
e 14 dias, a maior uniformidade do tecido foliar (limbo e nervuras) em relacéo ao tecido
do fruto (casca e polpa), sendo a polpa mais facilmente degradavel, devido ao maior
teor de agua. O pequeno tempo de sobrevivéncia de Aacl™" em restos de cultura
observado no presente trabalho pode variar dependendo da microbiota e do tipo de solo,
da cucurbitacea hospedeira e das condi¢cBes climaticas. Assim, Latin et al. [13]
verificaram uma maior sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli em fragmentos de
casca de melancia enterrados por 10 meses a uma profundidade de 20 a 30 cm.

A maior TERP foi verificada quando o tecido foliar foi incorporado aos 10 cm.
Esse efeito, provavelmente, foi devido ao maior contato dos restos culturais com o
ambiente do solo, que a partir dos 10 cm apresenta flutuacdes ambientais menos
bruscas, propiciando maior equilibrio na populacdo e atividade microbiana, refletindo
na decomposi¢cdo mais acelerada dos restos de cultura e na menor sobrevivéncia do
patégeno [25]. Além disso, a incorporacdo a 10 cm ou mais favorece a perda mais

rapida da viabilidade das células por submeté-las a uma maior umidade do solo, que se
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eleva & medida que aumenta a profundidade. As menores TERP de Aac1® nos restos
foliares depositados a 0 e 5 cm, pode ser decorrente da pequena atividade de
microrganismos degradadores, que aumenta gradativamente até 10 cm de profundidade
[18].

Varios outros relatos de bactérias que causam doengas foliares confirmam uma
maior sobrevivéncia na superficie do solo. Phad e Kore [19] constataram que
Xanthomonas campestris pv. glycines sobreviveu melhor em restos foliares de soja
(Glycine max) mantidos na superficie (150 dias) do que quando esses 6rgdos estavam
enterrados (33 dias) e permaneciam em contato com a microbiota do solo. Groth e
Braun [9] estudando o mesmo patossistema confirmaram que a sobrevivéncia do
patdgeno foi maior na superficie do que a 10 cm de profundidade. Os patdgenos foliares
de cruciferas X. campestris pv. armoraciae e Pseudomonas syringae pv. maculicola
sobreviveram em restos de cultura de nabo (Brassica rapa) e repolho (B. oleracea)
enterrados por 60 dias, mesmo quando estes foram decompostos, enquanto que 0s restos
mantidos na superficie foram recuperados até 150 dias [37].

A profundidade de incorporacdo dos restos de frutos e folhas de meloeiro
infectado influiu diretamente nas populacdes e TERP de Aac1®", ilustrando o efeito
benéfico ou ndo da incorporacdo na reducdo da capacidade de residuos infestados
suportarem a sobrevivéncia do patdgeno. Apesar das mais altas TERP para restos de
frutos e de folhas terem ocorrido respectivamente a 0-5 e 10 cm, € mais importante
considerar que apenas a 15 cm populagfes da bactéria ndo foram mais detectadas aos 21
dias.

Enquanto que em restos de cultura no solo Aac1™" sobreviveu por 21 dias, na
auséncia da planta hospedeira, independente do tipo, temperatura e umidade do solo, o
patégeno foi detectado apenas por trés dias, indicando limitada capacidade de
sobrevivéncia no solo sob condi¢des tropicais. Silva et al. [31] evidenciaram que A.
avenae subsp. citrulli sobreviveu melhor nas folhas do que nas raizes e rizosfera de
meloeiro em condi¢des de casa de vegetacdo e campo. Estes resultados permitem
sugerir que A. avenae subsp. citrulli €, provavelmente, um patdgeno foliar, enquadrado
no grupo A da classificacdo de Buddenhagen [4] cujas populagdes sdo desenvolvidas
quase exclusivamente no hospedeiro, sendo a fase no solo de rapido declinio, nédo
contribuindo para a propagacdo da doenca de um estacdo para outra.
1Rif

De acordo com a TERP de Aacl™, os sete solos estudados foram separados em

trés grupos (Tab. 1), ndo sendo, porém pertinente classifica-los em supressivos ou
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conducivos uma vez que a bactéria sobreviveu, indistintamente do tipo de solo, apenas
durante trés dias. No entanto, algumas caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas dos
solos se correlacionaram com a TERP, sendo possivelmente as causas do rapido
declinio da populacdo do patégeno no solo C. Estas caracteristicas foram as elevadas
concentragbes de sodio (Na') e silte e as altas populagdes de actinomicetos e
Trichoderma, que merecem ser comentadas.

A célula bacteriana mantém seu equilibrio osmotico pelo bombeamento
constante de protons e outros fons (Na*) para o exterior, através das proteinas de
transporte localizadas na membrana citoplasmatica [29]. Assim, uma maior quantidade
de Na* no solo pode levar ao desequilibrio no metabolismo celular.

Solos com teores muito altos de silte dificultam a infiltracdo de agua em
profundidade [20] e consequentemente a disponibilidade desta para 0s microrganismos.
No presente estudo, a presenca de silte foi correlacionada significativa e positivamente
com a quantidade de argila. Sabe-se que o potencial eletromagnético das argilas
promove a desnaturacdo de proteinas, afetando assim a nutricdo e fendmenos de
superficie (floculagdo e adsorcdo) das células microbianas no sistema solo (Tab. 1).
Verificou-se também que o solo C apresentou a maior quantidade de argila 47,20% do
que os solos E e G [34].

A elevada correlacdo entre TERP e populacGes microbianas no solo era
esperada. Bactérias do grupo dos actinomicetos e diversas espécies de Trichoderma sédo
abundantes nos solos tropicais. Populacdes de actinomicetos atuam por antibiose,
parasitismo, inducdo de autdlise, producdo de outras substancias toxicas ou inibidores
volateis e, ainda, inibidores de atividade enzimatica, e Trichoderma pela producéo de
metabdlitos volateis, ndo volateis, hiperparasitismo e competi¢do por nutrientes, espaco
e oxigénio. Ambos sdo considerados saprofitas potentes e eficientes por atuarem como
antagonistas de alguns fitopatdgenos de importancia econdmica, e também por
promoverem o crescimento de plantas [16]. Alvarado et al. [1] verificaram que uma
maior taxa de extingdo de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc127R
em diferentes solos estava correlacionada a populacdo de bactérias totais e Bacillus
spp.. Entretanto, o balan¢o microbiano e a eficiéncia de um antagonista sdo dependentes
das caracteristicas fisico-quimicas do solo, sendo dificil separar os fatores envolvidos na
supressividade [36], o que ficou evidente no presente estudo com a constatacdo de
correlagdes significativas entre a concentracdo de silte e actinomicetos (r = 0,83),

Pseudomonas e actinomicetos (r = - 0,79), actinomicetos e Trichoderma (r = 0,082).



367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

62

Uma vez que Aac1®" ndo sobreviveu no solo de cultivo de meloeiro na auséncia
de planta hospedeira por mais de trés dias, o solo ndo é uma fonte potencial de in6culo
primério para infeccGes na parte aérea das plantas. Em campos de melancieira, o
patdgeno sobrevive no solo por poucas semanas durante o verdo na auséncia da planta
[11]. Acredita-se que a maioria das bactérias patogénicas que incitam enfermidades ndo-
sistémicas no filoplano, encontram dificuldade de sobreviver no solo sem planta
hospedeira, pois a flora microbiana deste exerce, via de regra, consideravel antagonismo
sobre elas [26].

A temperatura é um dos fatores mais importantes do ambiente, pois influencia a
absorcdo de nutrientes, o crescimento e a sobrevivéncia dos organismos, determinando
de modo geral a velocidade das reacGes metabodlicas, por atuar na atividade enzimatica
[3]. A faixa de temperatura de 30 e 35°C é considerada 6tima para o desenvolvimento
da mancha-aquosa em frutos de meldo [33] e crescimento de A. avenae subsp. citrulli
em meio de cultura [6]. No entanto, verificou-se, de maneira geral, uma maior TERP da
bactéria nas temperaturas 30-35°C e uma menor, a 10°C. Temperaturas amenas reduzem
a atividade microbiana, enquanto temperaturas elevadas provocam o oposto [2]. Sendo
assim, tanto o patdégeno quanto o0s antagonistas presentes no solo teriam uma maior
atividade a 30-35°C, contudo, estando os ultimos mais adaptados a esse habitat, foram
favorecidos em detrimento da sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli. Este fato
provavelmente ndo aconteceria em frutos de meldo ou meio de cultura, onde o patégeno
possui todas as condicbes favoraveis para a infecgdo do tecido e para o crescimento
celular.

A menor sobrevivéncia de Aac1®" no solo com 100% da capacidade de campo
pode ser atribuida a condi¢do de menor aeragdo do solo. Os microrganismos aerdbicos
requerem O, como receptor terminal de elétrons no metabolismo [34] e em solos
inundados ocorre acumulacdo de produtos oriundos de processos fermentativos como
compostos organicos de cadeia curta e compostos inorganicos reduzidos que podem se
acumular em concentracdes tdxicas, causando danos aos microrganismos [18]. Destaca-
se também que o solo a apresentar maior TERP foi novamente o solo C, que contém
alto teor de silte e argila (Tab. 1) e, consequentemente maior capacidade de retencdo de
agua.

A umidade do solo regula diretamente as atividades da microbiota do solo, tais
como, germinacdo, viabilidade e agressividade patogénica [17]. Levick et al. [14],

estudando a sobrevivéncia da bactéria Streptomyces scabies no solo, verificaram maior
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incidéncia da sarna em condicdo de 50% de potencial matrico, caracteristicas do solo
umido com drenagem deficiente. Meikle et al. [15] verificaram que o potencial matrico
(30 — 750 e 1500 kPa) ndo influenciou na sobrevivéncia de Pseudomonas fluorescens no
solo, num periodo de incubacgdo de 3 meses, apesar de se conhecer os efeitos do estresse
matrico na fisiologia das células e difusdo de nutrientes. Entretanto, quando a
quantidade de agua no solo aumentou, a sobrevivéncia foi relativamente menor.

O solo ndo deve ser considerado como fonte de indculo primario deste patdgeno
uma vez que a sobrevivéncia de A. avenae subsp. citrulli foi verificada por apenas trés
dias na auséncia da planta hospedeira. Recomenda-se que 0 manejo da mancha-aquosa
em meloeiro passe a incluir a incorporagdo dos restos culturais por gradagem e

manutencdo de um intervalo minimo de 28 dias entre cultivos.
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Tabela 1 Taxa de extincdo relativa da populacdo (TERP) de Acidovorax avenae subsp. citrulli e caracteristicas quimicas, fisicas e

microbiologicas de sete solos de cultivo de meloeiro no Nordeste do Brasil.

QUIMICA FISICA MICROBIOLOGICA
SOLO  TERP ,pH P Na* K" cCa”+Mg? cCa” AI® H+Al CO. MO. ARE ARG SIL FUNG BACT PSEU ACT TRIC BAC
(igzu:)— d(rr:g) (cmol . dm) (g kg™)--—-- (%) ufc g solo

A 06582b7 83 39 071 0,77 16 13 0 1,79 126 2172 475 472 528 80,67 3967 19,33 37,33 1967 159
B 0,6205 b 6,9 19 051 0,38 3,25 14 0 1,9 543 937 7552 212 328 104 7867 33 46,67 1867 174,67
C 0,9062 a 7 12 082 0,35 16,75 128 0 214 1325 2285 51,52 372 1128 59,67 7467 2633 12167 30 210
D 0,6700 b 7.1 11 0,75 0,12 31 18 0 169 382 659 4752 432 928 5967 5333 104 42 3 102,33
E 0,5061 ¢ 7.6 1 042 0,87 12,95 103 0 228 1093 1884 8876 101 114 2533 2667 5467 1867 0,67 78
F 0,6550 b 6,3 15 0,69 0,26 2,25 14 05 1,79 293 504 8512 1324 164 37 15433 9767 22 8 283
G 0,5235¢ 6.8 35 04 02 3 2 05 19 448 772 6922 295 128 16 14433 12167 2067 133 173

! Médias de quatro repeticdes. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Duncan (P=0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

A partir da inoculacdo no primeiro par de folhas verdadeiras Acidovorax
avenae subsp. citrulli colonizou folhas e ramos; e das sementes, colonizou
hipocdtilo, raizes, folhas cotiledonares, folhas verdadeiras e ramos.

Estigmas e estiletes de flores hermafroditas de meloeiro ndo foram
colonizados pelo patégeno;

A técnica de impressao das folhas de meloeiro em meio de cultura pode ser
utilizada com eficiéncia para confirmar a presenca da bactéria colonizando
epifiticamente folhas da planta a distancia do ponto de inoculagéo;

O manejo da mancha-aquosa em meloeiro deve incluir a incorporacdo dos
restos culturais por gradagem e manutencdo de um intervalo minimo de 28
dias entre cultivos;

O solo ndo deve ser considerado como fonte de indculo priméario de A.
avenae subsp. citrulli;

Solos com maiores concentrages de Na® e silte, e populagdes de
actinomicetos e Trichoderma, favorecem a extingdo da populacdo de A.

avenae subsp. citrulli.
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