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RESUMO

Foram caracterizados 41 isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli com base em aspectos fisiologicos e
bioquimicos. Todos os isolados induziram sintomas tipicos da mancha-aquosa em plantulas, plantas e frutos de meloeiro
(Cucumis melo) e melancieira (Citrullus lanatus). Pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (P = 0,05) os isolados foram
separados quanto ao indice de doenga em 5 e 7 grupos, respectivamente para plantulas de meloeiro e melancieira, e em 2
grupos para plantas das duas hospedeiras. Em frutos, os isolados foram separados em 3 e 10 grupos para a variavel diametro
da lesdo externa e 2 e 9 grupos para profundidade da lesdo, respectivamente para meldo e melancia. Todos os isolados
induziram reagdo de hipersensibilidade em fumo (Nicotiana tabacum); utilizaram os compostos asparagina, L-leucina e
DL-4cido latico; produziram enzimas lipoliticas e o fitohormdnio acido indol acético; foram sensiveis a oxicloreto de
cobre (120 pg mL™"), 6xido cuproso (120 pg mL™"), hidroxido de cobre (138,2 pg mL™), sulfato de estreptomicina (25 pug
mL") e Agrimaicin 500 (428 pg mL™"); e resistentes a kasugamicina (87 pg mL™), agrimicina (200 pg mL"), eritromicina
(15 pg), gentamicina (10 pg), amoxicilina (10 pg), neomicina (30 pg), estreptomicina (10 pg), norfloxacina (10 pg) e
rifampicina (5 pg). Nenhum isolado apresentou atividade pectinolitica, amilolitica, celulolitica e proteolitica ou producao
do polissacarideo levana e da toxina siringomicina. Foi constatada variabilidade entre os 41 isolados de 4. avenae subsp.
citrulli quanto a sensibilidade a tetraciclina (30 pg), sendo 41,5% resistentes, 46,3% moderadamente sensiveis e 12,2%
altamente sensiveis.

Palavras-chave adicionais: mancha-aquosa, Cucumis melo, Citrullus lanatus, caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas.

ABSTRACT
Characterization of strains of Acidovorax avenae subsp. citrulli

Forty-one isolates of Acidovorax avenae subsp. citrulli were characterized based on physiological and biochemical
aspects. All isolates induced typical symptoms of fruit blotch on seedlings, plants and fruits of melon (Cucumis melo) and
watermelon (Citrullus lanatus). The Scott-Knott test (P = 0.05) separated the isolates for disease index in 5 and 7 groups,
respectively, for melon and watermelon seedlings, and 2 groups for plants of these two hosts. In fruits, all isolates were
separated in 3 and 10 groups for the variable diameter of extern lesion, and 2 and 9 groups for lesion depth, respectively,
for melon and watermelon. All isolates induced hypersensitivity in tobacco (Nicotiana tabacum); utilized the composites
asparagine, L-leucine and DL-acid lactic; produced enzymes lipolytic and phytohormone indoleacetic acid. None of the
isolates studied showed pectinolytic, amylolytic, cellulolytic or proteolytic activity, nor produced polysaccharide levan and
toxin syringomycin; showed sensitivity to copper oxychloride (120 pg mL™"), cuprous oxide (120 pg mL™"), copper hydroxide
(138.2 pg mL™"), streptomycin sulfate (25 pg mL"') and Agrimaicin 500 (428 pg mL™"); and resistance to kasugamycin (87
pg mL"), agrimicin (200 pg mL"), erythromycin (15 pg), gentamicin (10 pg), amoxicilin (10 pg), neomycin (30 pg)
streptomycin (10 pg), norfloxacin (10 pg) and rifampicin (5 pg). With regard to tetracycline (30 pg), variability was found
among the 41 isolates, with 41.5% considered resistant, 46.3% moderately sensitive and 12.2% highly sensitive.

Additional keywords: fruit-blotch, Cucumis melo, Citrullus lanatus, physiological and biochemical
characteristics.

INTRODUCAO

A mancha-aquosa ¢ a principal doenga bacteriana
da cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) no Nordeste do

Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade
Federal Rural de Pernambuco. Recife PE. 2006.
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Brasil, sendo responsavel por grandes perdas na producao e
depreciagao dos frutos no Rio Grande do Norte e Ceara. A
doenga ¢ particularmente importante para a regiao, principal
produtora e exportadora nacional de frutos de melao.

O agente causal da mancha-aquosa ¢ Acidovorax
avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Willems et al. (sin:
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp. citrulli Schaad et
al.; P. avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Hu et al. Somodi
et al. (1991) relataram pela primeira vez a diversidade dessa
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bactéria ressaltando que os isolados obtidos nas epidemias
de mancha-aquosa no fim da década de 80 eram diferentes
do isolado tipo obtido em 1978 (Schaad et al., 1978).
Posteriormente, grupos distintos de A. avenae subsp. citrulli
foram detectados por O’Brien & Martin (1999), Walcott et al.
(2004) e Burdman et al. (2005), com base em caracteristicas
genéticas, bioquimicas, de patogenicidade e agressividade.
De acordo com Wiebe et al. (2004), esta diversidade em
populagdes de 4. avenae subsp. citrulli favorece a adaptacao
a pressdo de selegdo exercida por ambiente desfavoravel,
introdu¢do de cultivares resistentes e controle quimico,
dificultando o manejo da doenga.

Trabalhos envolvendo a caracterizagdo de isolados
de A. avenae subsp. citrulli do Brasil quanto a componentes
epidemiologicos (Silveira et al., 2003), utilizagdo de
substratos como fonte de carbono (Walcott et al., 2004) ¢
reagdo de hipersensibilidade (Silveira et al., 2003) ja foram
realizados. No entanto, pesquisas sobre esses aspectos e
estudos em novas populagdes do patdogeno na regido Nordeste
s80 necessarias para um melhor manejo da doenga. Também
ndo existem informagdes sobre os isolados do Brasil quanto
a producao de enzimas, fitohormdnios, polissacarideos ¢
toxinas.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar
isolados de A. avenae subsp. citrulli com base na severidade
da doenga em plantulas, plantas e frutos de meloeiro
e melancieira; reacdo de hipersensibilidade em fumo
(Nicotiana tabacum L.); utilizagdo de compostos como fonte
de carbono e nitrogénio; produgdo de enzimas, fitohormonio,
polissacarideo e toxina; e sensibilidade in vitro a compostos
cupricos ¢ antibioticos.

MATERIAL E METODOS

Emtodos os experimentos foramutilizados 41 isolados
de A. avenae subsp. citrulli pertencentes a colegao de culturas
do Laboratorio de Fitobacteriologia da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (Tabela 1). Quando necessario, as
suspensdes bacterianas foram ajustadas em fotocolorimetro
(560 ym) a concentragdo de 3,4 x 107 UFC mL"' de acordo
com equagdo previamente estabelecida.

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

Para avaliar a severidade em plantulas, sementes de
meloeiro tipo amarelo, hibrido AF-646 e de melancieira
‘Crimson Sweet’ foram inoculadas individualmente com
suspensdo de cada isolado de A. avenae subsp. citrulli
contendo Tween 20 (0,005%), pelo método de infiltragao
a vacuo (Mariano & Silveira, 2005). Decorridas 12 horas,
as sementes foram plantadas em bandejas de poliestireno
expandido contendo a mistura solo esterilizado: substrato
Plantmax® (2:1 v:v), e mantidas em casa de vegetagdo
a temperatura média de 30 + 2 °C. Apoés emergéncia, as
plantulas foram submetidas a cdmara umida por 48 h. As
plantulas foram avaliadas nove dias apos o plantio quanto a

Fitopatol. Bras. 32(6), nov - dez 2007

severidade, estimada com o auxilio de escala descritiva de
0 a5 (Aratjo et al., 2005), sendo o indice de doenga (IDO)
calculado de acordo com McKinney (1923), pela formula
IDO = X (grau da escala x freqiiéncia) x 100/(n° total de
unidades x grau maximo da escala).

Para avaliagdo da severidade da mancha-aquosa
em plantas, folhas definitivas de meloeiro tipo amarelo,
hibrido AF-646 e de melancieira ‘Crimson Sweet’ com 20
dias de cultivo em recipientes plasticos de 250 mL contendo
a mistura solo esterilizado: substrato Plantmax® (2:1 v:
v), foram pulverizadas com a suspensdo de cada isolado
contendo Tween 20 (0,005%). As plantas foram submetidas
a camara umida por 48 h antes e apds a inoculagao, sendo
mantidas em casa de vegetagdo (30 £ 2 °C). As plantas foram
avaliadas cinco dias apds a inoculag@o quanto a severidade,
utilizando uma escala descritiva com notas variando de 0 a
6 (Silveira et al., 2003), sendo calculado o IDO (Mckinney,
1923).

A inoculagdo em frutos comerciais de meldo e
melancia foi realizada pelo método de injegdo subepidérmica
com suspensdo de cada isolado de 4. avenae subsp. citrulli
(Somodi ef al., 1991). Os frutos foram submetidos a cimara
umida por 48 h e mantidos em incubadora a 30°C durante
oito (meldo) ou cinco dias (melancia), de acordo com ensaio
preliminar. Os frutos foram avaliados quanto ao didmetro da
lesdo externa (DLE) e profundidade da lesdo (PL), medidos
com o auxilio de um paquimetro.

Utilizou-se sempre o delineamento experimental
inteiramente casualisado, com quatro repeti¢des, sendo a
unidade experimental constituida respectivamente por dez
plantulas, duas folhas da planta ou trés pontos de inoculagdo
nos frutos. Os dados foram submetidos a analise de variancia
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P=0,05).

Caracterizacio de isolados de Acidovorax avenae subsp.
citrulli com base na rea¢io de hipersensibilidade

A suspensdo de cada um dos 41 isolados foi infiltrada
nos espacos intercelulares da regido contida entre duas
nervuras laterais, na face dorsal de folhas expandidas
de fumo ‘NC-95°. Apos a infiltragdo, as plantas foram
mantidas em ambiente com baixa umidade relativa do ar. A
avaliagdo foi realizada 24 h apo6s o teste, sendo a reagao de
hipersensibilidade caracterizada por necrose e dessecamento
do tecido na regido infiltrada (Mariano & Silveira, 2005).

Caracterizacio de isolados de Acidovorax avenae subsp.
citrulli com base na utilizacio de compostos como fonte
de carbono e nitrogénio

Uma por¢ao do crescimento bacteriano foi
depositado, com alga de platina, em tubos de ensaio com
tampa de rosca contendo 4,5 mL de meio basal de clara (0,5
g de MgSO,.7H,0; 0,5 g de KH,PO, e 1000 mL de agua
destilada) acrescido dos compostos asparagina, L-leucina
ou DL-4cido latico a 10%, adicionados, ap6s filtragdo, ao
meio autoclavado (Mariano & Silveira, 2005). Os isolados
foram incubados a 30 °C e avaliados ap6s 48 h quanto a
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TABELA 1 - Isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) da colegdo de bactérias fitopatogénicas
do laboratorio de Fitobacteriologia da UFRPE, utilizados nesse estudo

Isolados Cucurbitacea Fonte Local de Origem
Aacl Meldo Amarelo Fruto Baraina/RN
Aacl.5 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.12 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.31 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.35 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.36 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.37 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.39 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl .40 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl .43 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl .45 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.49 Melao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.50 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.70 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.71 Melao Amarelo Fruto Baratna/RN
Aacl.72 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.73 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
Aacl.78 Melao Amarelo Fruto Baratina/RN
AacMP1 Melao Pepino Fruto Mossor6/RN
AacMP2 Melao Pepino Fruto Mossor6/RN
AacR2 Melao Charantais Semente Baratina/RN
AacR3 Melao Amarelo Semente Baratina/RN
AacR7 Melao Amarelo Semente Baratina/RN
Aac4.9 Meldo Orange Fruto Baratina/RN
Aac5.1 Melao Pele de Sapo Fruto Barauna/RN
Aac5.3 Melao Pele de Sapo Fruto Barauna/RN
Aac5.16 Melao Pele de Sapo Fruto Baratina/RN
Aac5.20 Melao Pele de Sapo Fruto Barauna/RN
Aac5.28 Melao Pele de Sapo Fruto Barauna/RN
Aacl.83 Melao Fruto Baratina/RN
Aacl213 Melancia Fruto Presidente Prudente/SP
Aacl214 Melancia Fruto Presidente Prudente/SP
Aacl180 Melancia Fruto Petrolina/PE
Aacl225 Melao Fruto Assu/RN
Aacl627 Melao Semente -
Aacl.84 Melao Fruto Baratina/RN
Aacl521 Melao Fruto Baratina/RN
Aac8 Melao Semente -

Aacl4 Melao Semente -

Aacl2 Melao Semente -

Aac9 Melao Semente -

turvacdo do meio, indicativo da utilizagdo do aminoacido
como unica fonte de carbono e energia.

Caracterizacao de isolados de Acidovorax avenae subsp.
citrulli com base na producio de enzimas, fitohorménio,
polissacarideo e toxina

Os isolados foram testados quanto a produgdo de
enzimas pectinoliticas, amiloliticas, celuloliticas, lipoliticas
e proteoliticas, através de métodos especificos (Cattelan,
1999; Mariano & Silveira, 2005). A depressdo no meio de
cultura foi o indicativo positivo para produgdo de enzimas
pectinoliticas e a presenga de halo claro ao redor das colonias
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de A. avenae subsp. citrulli para as demais enzimas. No
caso da atividade amilolitica o halo foi evidenciado apds a
adigdo de lugol. Para produgdo do polissacarideo levana foi
utilizado o método descrito por Mariano & Silveira (2005),
sendo o resultado positivo indicado pela presenga de colonias
grandes, usualmente brancas, mucdides e elevadas.

Na determinagao da produgao do acido indol-acético
(AIA), um fitohormdnio do grupo das auxinas, foi utilizado
o método colorimétrico adaptado por Cattelan (1999). O
resultado positivo foi caracterizado pela formacao de halo
avermelhado na membrana, no local correspondente a
colonia. Na avaliagdo da produgdo da toxina siringomicina,
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foi utilizado o método descrito por Sinden et al. (1971),
sendo a supressdo no crescimento de Geotrichum candidum
Link ao redor da colonia bacteriana, indicativo do teste
positivo.

Caracterizaciao de isolados de Acidovorax avenae subsp.
citrulli com base na sensibilidade in vitro a cipricos e
antibidticos

Os produtos comerciais foram diluidos em 4,5 mL
de ADE, agitados por trés minutos em agitador tipo Vortex
e adicionados ao meio agar nutritivo-extrato de levedura-
dextrose (NYDA) para atingir as seguintes concentragdes:
oxicloreto de cobre (120 pg mL™); 6xido cuproso (120
pg mL"); hidroxido de cobre (138,2 pg mL™"); sulfato de
estreptomicina (25 pg mL"); kasugamicina (2% de cloridrato
de kasugamicina) (87 pg mL"); agrimaicin 500 (3% de
oxitetraciclina e 50% de sulfato tribasico de cobre) (428
pg mL"') e agrimicina (1,5% de oxitetraciclina e 15% de
sulfato de estreptomicina) (200 pg mL™"). Os ctpricos foram
adicionados ao meio antes de sua autoclavagem. Aliquotas
de 5 pL das suspensdes bacterianas foram depositadas em
quatro pontos eqiiidistantes da placa de Petri contendo
NYDA suplementado com os produtos nas concentragdes
acima citadas. As placas foram mantidas a 30°C por 72 h.
A avaliagdo foi realizada considerando-se como sensiveis
isolados que ndo apresentaram crescimento confluente.

Foram também testados os seguintes antibidticos
em discos: amoxicilina (10 pg); eritromicina (15 ug);
estreptomicina (10 pg); gentamicina (10 pg); neomicina (30
ng); norfloxacina (10 ug); rifampicina (5 pug) e tetraciclina
(30 pg) através do método de difusdo em agar (Madigan et
al., 1997). O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado, com quatro repeti¢cdes, sendo cada repeticao
constituida por um disco de antibiotico. A avaliagdo
foi realizada através da medi¢do do halo de inibigdo do
crescimento bacteriano, em dois sentidos diametralmente
opostos, com o auxilio de um paquimetro. Os isolados foram
classificados em trés grupos, de acordo com as reagdes de
resisténcia (halo £ 14 mm), sensibilidade média (14 mm
< halo < 20 mm) e sensibilidade alta (halo > 20 mm),
estabelecidos conforme valores médios dos halos de inibigdo
referentes a cada antibidtico (Acar & Goldstein, 1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em plantulas e plantas de meloeiro e melancieira
todos os isolados de A. avenae subsp. citrulli causaram
sintomas tipicos da mancha-aquosa, inclusive os de melao-
pepino (Cucumis melo var. cantalupensis Naud.) (AacMP1
e AacMP2) (Tabela 2). Foram constatadas diferengas
significativas (P = 0,05) entre os isolados quanto ao indice
de doenga, permitindo a separagdo em 5 ¢ 7 grupos em
plantulas, respectivamente para meloeiro e melancieira, ¢
em 2 grupos em plantas para as duas hospedeiras. Os indices
variaram para meloeiro e melancieira, respectivamente de 5 a
77% e 3,7 a 100% em plantulas e de 3,1 a2 20,6% e 3,1 a29%

Fitopatol. Bras. 32(6), nov - dez 2007

em plantas (Tabela 2). O'Brien & Martin (1999) também
obtiveram diferentes niveis de severidade da mancha-aquosa
em plantulas para uma mesma cultivar de meloeiro ou de
melancieira quando inoculados com diferentes isolados de
A. avenae subsp. citrulli.

Em plantulas de melancieira, a média dos indices da
mancha-aquosa dos trés isolados provenientes de melancieira
foide 97,7%, enquanto que os outros 36 isolados de meloeiro
foram muito menos agressivos (média de indice de doenga
=23,2%) (Tabela 2). O mesmo aconteceu, em menor escala,
em plantulas de meloeiro, nas quais os isolados provenientes
de meloeiro induziram indice médio de doenga de 34,3%
comparado aos 23,9% de melancieira. Isto demonstrou uma
certa especificidade patdogeno-hospedeiro, também relatada
por Burdman et al. (2005).

Uma menor agressividade da maioria dos isolados de
meloeiro a plantulas de melancieira observada neste trabalho
pode explicar porque 4. avenae subsp. citrulli ainda nao foi
assinalada em campos de produgao de melancia no Nordeste,
constituindo problema econdmico apenas para meloeiro.
Fato similar foi verificado com isolados de melancieira
em relagdo a cultura do meloeiro (O'Brien & Martin 1999;
Walcott ef al., 2004). Contudo, a melancieira é susceptivel a
isolados de A. avenae subsp. citrulli oriundos de meldo, o que
pode representar risco potencial em propriedades agricolas
produtoras de meldo e melancia, pratica frequentemente
observada no poélo agricola Mossor6-Barauna.

Em frutos, todos os isolados foram patogénicos as duas
culturas, sendo separados em 3 e 10 grupos para didmetro
da lesdo externa e 2 ¢ 9 grupos para profundidade da lesao
em meloeiro e melancieira, respectivamente, pela analise de
agrupamento de Scott-Knott (P = 0,05) (Tabela 2). Aos oito
dias apds inoculagdo, o didmetro médio das lesdes em frutos
de meloeiro foi de 14,2 mm enquanto a profundidade média
atingiu 13,7 mm. Em frutos de melancieira, o didmetro
médio das lesdes foi de 6,9 mm e a profundidade média
atingiu 13,1 mm aos cinco dias apds inoculagdo. Verificou-
se que 97,6% dos isolados induziram maior PL do que DLE
em frutos de melancieira comparado a 53,7% em meloeiro.
Em geral, frutos infectados naturalmente apresentam a polpa
ja bastante comprometida mesmo quando a lesdo externa se
mostra com apenas alguns centimetros de didmetro (O’Brien
& Martin, 1999).

Todos isolados de A. avenae subsp. citrulli
avaliados induziram reagdo de hipersensibilidade em
fumo. Na literatura existem controvérsias quanto a essa
caracteristica. Na descri¢do do isolado tipo, a subespécie
nao induz hipersensibilidade em fumo (Schaad et al., 1978).
Entretanto, reagdes positivas foram obtidas com isolados
de melancieira (Rane & Latin 1992; Somodi ef al. 1991) e
outros 20 isolados de meloeiro, incluidos no presente estudo
(Silveira et al., 2003).

Os compostos asparagina, L-leucina e DL- acido
latico foram utilizados por todos os isolados de A. avenae
subsp. citrulli como fonte de carbono e energia. Walcott et
al. (2004), estudando dois grupos geneticamente distintos
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TABELA 2 - Caracterizacdo de isolados de Acidovorax avenae subsp. citrulli (Aac) com base na severidade da mancha-aquosa
em plantulas, plantas e frutos de meloeiro e melancieira

Meloeiro Melancieira

Isolados Plantulas Plantas Frutos 2 Plantulas  Plantas Frutos

Do ! (%) IDO (%) DLE (mm) PL (mm) IDO (%) IDO (%) DLE (mm) PL (mm)
Aacl 324 b 3 16,7 a 10,0 ¢ 10,3 b 20,0 e 16,7 a 54 g 59 i
Aacl.5 50 e 122 a 13,6 ¢ 23,0 a 19,5 e 10,2 b 51 g 9,7 g
Aacl.12 64,6 a 20,6 a 156 b 242 a 148 f 16,7 a LI j 20,7 b
Aacl.31 95 e 16,7 a 9,1 ¢ 11,2 b 214 e 122 a 85 e 13,4 ¢
Aacl.35 629 a 10,2 b 16,8 b 256 a 57,1 ¢ 83 b 6,0 f 17,7 ¢
Aacl.36 95 e 10,2 b 182 b 22,7 a 258 d 122 a 59 f 7,6 h
Aacl.37 57 e 55 b 1,1 ¢ 282 a 73 g 10,6 b 6,0 f 94 g
Aacl.39 61,0 a 143 a 11,3 ¢ 123 b 16,5 e 70 b 34 h 12,1 f
Aacl.40 95 ¢ 87 b 6,8 ¢ 10,0 b 99 f 122 a 51 ¢ 132 ¢
Aacl.43 64,6 a 143 a 52 ¢ 12,8 b 129 f 83 b 2,1 i 10,7 f
Aacl .45 10,2 ¢ 58 b 170 b 13,1 b 11,4 f 83 b 87 e 150 d
Aacl.49 535 a 44 b 249 a 12,7 b 80 ¢ 31 b 79 e 11,2 f
Aacl.50 10,2 e 10,2 b 11,2 ¢ 13,5 b 94 f 16,7 a 0,0 k 94 ¢
Aacl.70 552 a 122 a 155 b 142 b 12,7 f 55 b 57 f 12,7 e
Aacl.71 552 a 58 b 18,0 b 150 b 37 g 44 b 6,1 f 8,6 h
Aacl.72 364 b 143 a 155 b 12,0 b 31,1 d 87 b 82 e 20,5 b
Aacl.73 36,6 b 122 a 9,6 ¢ 82 b 21,6 e 143 a 6,5 f 11,0 f
Aacl.78 552 a 122 a 21,2 a 12,0 b 11,8 f 16,7 a 39 h 4,8 i
AacMP1 373 b 87 b 20,9 a 19,0 a 633 b 102 b 37 h 18,6 ¢
AacMP2 77,0 a 3,1 b 19,1 b 14,0 b 49,6 ¢ 16,7 a 29 i 15,5 d
AacR2 19,2 d 10,2 b 237 a 250 a 273 d 3,1 b 34 h 7,1 h
AacR3 279 ¢ 83 b 99 ¢ 80 b 42,7 ¢ 83 b 89 e 12,7 e
AacR7 26,0 ¢ 20,6 a 29,5 a 23,5 a 130 f 16,7 a 10,0 d 136 ¢
Aac4.9 56,3 a 16,7 a 88 ¢ 89 b 70,1 b 44 b 75 e 147 d
Aac5.1 342 b 16,7 a 18,0 b 21,2 a 28,8 d 70 b 7,7 e 95 ¢g
Aac5.3 18,2 d 16,7 a 4,7 ¢ 29 b 136 f 143 a 29 i 132 ¢
Aac5.16 64 ¢ 143 a 144 b 99 b 17,6 e 16,7 a 8,6 ¢ 11,2 f
Aac5.20 434 b 55 b 13,0 ¢ 11,3 b 152 f 58 b 34 h 15,0 d
Aac5.28 43,6 b 83 b 13,1 ¢ 8,6 b 168 e 143 a 6,0 f 132 e
Aacl.83 64,6 a 16,7 a 179 b 85 b 538 ¢ 70 b 13,7 b 19,7 b
Aacl213 279 ¢ 83 b 11,7 ¢ 59 b 100,0 a 16,7 a 150 a 19,7 b
Aacl214 16,0 d 3,1 b 142 b 83 b 100,0 a 29,0 a 11,2 ¢ 18,7 ¢
Aacl80 279 ¢ 55 b 79 ¢ 140 b 932 a 247 a 14,7 a 25,0 a
Aacl225 50 e 87 b 16,5 b 13,0 b 100 f 10,2 b 6,0 f 16,6 d
Aacl627 18,9 d 143 a 6,2 ¢ 40 b 229 e 87 b 47 g 1,2 f
Aacl.84 154 d 10,2 b 21,1 a 16,0 b 63,8 b 122 a 59 f 16,0 d
Aacl521 17,3 d 122 a 13,0 ¢ 145 b 1,0 £ 122 a 6,6 f 7,7 h
Aac8 56,3 a 87 b 80 ¢ 129 b 11,8 f 87 b 1,9 ¢ 82 h
Aacl4 61,0 a 83 b 17,1 b 96 b 532 ¢ 44 b 9,5 d 10,0 g
Aacl2 49,0 a 122 a 1,0 ¢ 10,6 b 26,5 d 70 b 13,5 b 13,5 ¢
Aac9 334 b 87 b 13,7 ¢ 11,3 b 23,1 e 122 a 10,2 d 142 e
C.V. (%) 14,9 26,4 10,3 11,6 12,6 27,6 2.4 2.4

' IDO - Indice de doenga aos nove dias apos o plantio (plantulas) ou cinco dias apds a inoculagdo (plantas), calculado de acordo com
McKINNEY (1923), utilizando-se os dados de severidade da doenga, estimada com o auxilio de escalas descritivas (Araujo et al.,2005;
Silveira et al.,2003).

2DLE e PL — respectivamente, didmetro da lesdo externa e profundidade da lesdo em fruto, aos oito (meldo) e cinco dias (melancia) apds
a inoculagao.

3 Médias seguidas da mesma letra, no sentido vertical, ndo diferem significativamente entre si (P = 0,05) pelo teste de Scott-Knott.
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de A. avenae subsp. citrulli quanto a utilizagdo de
carboidratos, utilizando o sistema BIOLOG®, verificaram
que os isolados do Brasil Aacl (AAC201-21), Aacl.5
(AAC201-23),Aacl.12 (AAC201-22) e AacR2 (AAC201-
24) pertencem ao Grupo I de similaridade genética. Todos
esses isolados utilizaram asparagina, apenas Aac R2 ndo
utilizou o DL- 4cido latico e nenhum deles L-leucina (Ron
R. Walcott, comunicagdo pessoal). O resultado diferente
constatado no presente trabalho em relacdo a esses
isolados pode ter ocorrido em fung@o do método utilizado.
O’Brien & Martin (1999) e Burdman ef al. (2005) também
verificaram diferencgas entre isolados dessa bactéria quanto
a utilizacdo de L-leucina. Segundo esses ultimos autores,
L-leucina pode ser utilizada para separar isolados de 4.
avenae subsp. citrulli de melancieira (L-leucina positivo)
de outras cucurbitaceas (L-leucina negativo), o que difere
do constatado na presente pesquisa.

Todos os isolados de 4. avenae subsp. citrulli
produziram enzimas lipoliticas e &cido indol-acético.
Atividade lipolitica foi citada por Schaad et al. (1978)
na descri¢do do isolado tipo da subespécie e verificada
de maneira geral para os isolados de A. avenae subsp.
citrulli (Somodi et al., 1991). Contudo, ndo ha referéncia
na literatura sobre a producdo do fitohorménio por
esta bactéria. Segundo Pascholati (1995), o papel das
substancias de crescimento produzidas por patdogenos
ainda nao ¢ bem compreendido.

A produgdo de enzimas celuloliticas, pectinoliticas,
amiloliticas ou proteoliticas ndo foi detectada nos 41
isolados testados. Burdman ez al. (2005), testando 12
isolados de A. avenae subsp. citrulli de meloeiro e
melancieira oriundos de Israel, verificaram que nenhum
produziu enzimas amiloliticas, mas divergindo dos
resultados obtidos nessa pesquisa, pois todos apresentaram
atividade celulolitica e fraca atividade pectinolitica e
proteolitica.

Segundo Rudolph (1995), a levana esta envolvida
no congestionamento de dgua nos espagos intercelulares
dos tecidos infectados das plantas, promovendo o sintoma
de encharcamento, porém parece ndo estar presente
neste patossistema uma vez que esse ndo foi produzido
por A. avenae subsp. citrulli, estando de acordo com os
resultados obtidos por Melo ef al. (2004) em relagdo a 12
isolados dessa bactéria oriundos de meloeiro.

Nenhum isolado produziu siringomicina, desde
que esta toxina ¢ comumente produzida por patovares
de Pseudomonas syringae van Hall (Bender, 1999).
No entanto, bactérias fluorescentes também podem ser
isoladas de lesdes similares as da mancha-aquosa (Rosa
L.R. Mariano, comunicagdo pessoal; Somodi et al., 1991)
e com base nos resultados do presente trabalho, além da
produgdo de fluorescéncia em meio de King B, a produgdo
de siringomicina pode auxiliar na diferenciagdo entre 4.
avenae subsp. citrulli e P. syringae. A siringomicina tem
propriedades antibacterianas, antifingicas e fitotoxicas
e apesar de ndo ter sido produzida pelos isolados de
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A. avenae subsp. citrulli testados, Hu & Young (1998)
relataram que alguns isolados dessa bactéria produziram
substancias com atividade antifiingica variando de nula a
positiva contra Rhodotorula mucilaginosa Harrison.

Todos os isolados de 4. avenae subsp. citrulli
foram sensiveis a oxicloreto de cobre (120 pg mL™"),
oxido cuproso (120 pg mL™"), hidroxido de cobre (138,2
pg mL"), sulfato de estreptomicina (25 pg mL') e
Agrimaicin (428 pg mL™"), e resistentes a kasugamicina
(87 pg mL") e agrimicina (200 pg mL"). Sales Junior
et al. (2005) utilizando concentragdes diferentes dos
produtos, relataram a eficiéncia de kasugamicina (700
ppm) na inibi¢do in vitro do crescimento de A. avenae
subsp. citruli, e de oxicloreto de cobre (1250 ppm),
kasugamicina (70 ppm), kasugamicina + oxicloreto de
cobre (40+1250 ppm) e sal de oxitetraclina (82 ppm) na
redugdo da incidéncia da mancha-aquosa em frutos no
campo. Walcott et al. (2004) verificaram que isolados
de A. avenae subsp. citrulli de meloeiro e melancieira,
provenientes de varios paises, apresentaram sensibilidade
diferente ao sulfato de cobre. Os isolados de meloeiro
oriundos do Rio Grande do Norte-Brasil Aac1.5,Aacl.12¢
AacR2 foram resistentes ao produto e Aacl foi sensivel.

A detecgdo da sensibilidade dos isolados a maioria
dos produtos testados ¢ importante para a eficiéncia do
controle da mancha-aquosa, uma vez que se recomenda
para o tratamento de sementes: estreptomicina por 16
h (1,0 mg mL") (Sowell & Schaad, 1979); sulfato de
estreptomicina 0,1% por 30 min; sulfato de estreptomicina
0,1% + solucdo salina 1,5% por 30 min (Moraes et al.,
2002); acibenzolar-S-methyl (Bion) 0,01%, sulfato de
estreptomicina 0,1%, kasugamicina 0,1% e oxicloreto de
cobre 0,5%, isoladamente ou em mistura por 30 min (Silva
Neto et al., 2003). Aplicagdes quinzenais ou semanais
com fungicidas cupricos, iniciando-se antes ou durante a
floragdo, e se prolongando até a maturagdo dos frutos, sdo
indicadas para reduzir as perdas associadas a doenga no
campo (Walcott et al., 2001).

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

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

De acordo com os resultados obtidos, em
trabalhos futuros o teste de patogenicidade em plantulas
de melancieira pode ser utilizado para caracterizar
isolados de A. avenae subsp. citrulli de meloeiro ¢
melancieira. Além disso, a patogenicidade em plantas e
frutos de meloeiro e melancieira e sensibilidade in vitro a
tetraciclina também podem ser considerados indicadores
de variabilidade.
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