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RESUMO

Em Mar¢co de 2009 um novo isolado de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii foi
encontrado em pomar de laranjeira doce [variedade ‘Valéncia’, enxertada sobre citrumelo
‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata)], no municipio de Severinia, interior do
estado de Sao Paulo. Brotagdes do porta-enxerto apresentavam lesdes necroticas circulares, de
coloragdo escura, presentes em uma ou ambas as superficies foliares. Nao foram encontrados,
por sua vez, sintomas em folhas da laranjeira doce (copa). Bactérias do género Xanthomonas
foram isoladas de folhas sintomaticas e o postulado de Koch foi finalizado apds inoculagdo
em plantas de ‘Swingle’ e posterior re-isolamento. Considerando a importancia mundial de
bactérias do género Xanthomonas, principalmente por suas implicagdes quarentendrias e
restritivas, objetivou-se, nesta pesquisa, determinar a faixa de hospedeiros desse novo isolado
do género Xanthomonas. Plantas de lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia ‘Swingle’),
‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.), limao ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), citrumelo ‘Swingle’ (C.
paradisi x Poncirus trifoliata), laranjas ‘Valéncia’ e ‘Natal’ [C. sinensis (L.) Osbeck], limao
verdadeiro ‘Siciliano’ (C. limon), e tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort) foram inoculadas
por infiltragio de suspensdo bacteriana do isolado FDC 1609 na concentracio de
aproximadamente 10° UFC/mL e mantidas em casa de vegetacio por dois meses para
observacdo de sintomas. Comprovou-se que a bactéria Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii FDC 1609 foi patogénica somente a citrumelo ‘Swingle’, ndo tendo sido
patogénica a lima 4cida ‘Galego’, hospedeiro comum de todas as espécies de Xanthomonas

patogénicas a citros descritas até os dias atuais.

PALAVRAS-CHAVE: Cancro Citrico, patogenicidade
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ABSTRACT

In March 2009, a new strain of Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii was detected in a
Valencia sweet orange orchard grafted on citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus
trifoliata), in Severinia, Sao Paulo state, Brazil. Forty seven plants presented circular and dark
lesions, visible on one or two sides of the leaves. These symptoms were observed only in
sprouts of the citrumelo ‘Swingle’ scion. No lesions were observed on Valencia leaves.
Xanthomonas-like bacterium were isolated from the symptomatic tissues and Koch's
postulate was fulfilled after inoculation in citrumelo ‘Swingle’ plants. The objective of the
present work was to determine the host range of this new strain of Xanthomonas. Plants of
‘Key’/‘Mexican’ lime (Citrus aurantifolia ‘Swingle’), ‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.),
‘Rangpur’ lime (C. limonia Osbeck), citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus trifoliata),
‘Valéncia’ and ‘Natal’ sweet oranges [C. sinensis (L.) Osbeck], ‘Siciliano’ lemon (C. limon),
and mandarin ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort) were inoculated by infiltration with a bacterium
suspension at 10° CFU/mL. Small, dark and circular lesions were observed only on leaves of
citrumelo ‘Swingle’. No other citrus genotype presented lesions typical of Xanthomonas
infection. Interestingly, this new strain of Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii is not
pathogenic to ‘Key’/‘Mexican’ lime, a rutaceous plant, host of all citrus-infecting

Xanthomonas stains described worldwide.

KEYWORDS: citrus canker, pathogenicity
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1 INTRODUCAO

O cancro citrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri, ¢ uma das principais
doencas da cultura dos citros. Todas as variedades ou espécies citricas comerciais sao
suscetiveis a essa bactéria, no entanto algumas apresentam-se menos suscetiveis, como as
tangerinas, por exemplo. Sob condi¢des naturais de infec¢do, a disseminacdo a curtas
distancias ocorre, principalmente, pela acdo de respingos de chuva e de chuvas associadas
com ventos, ja a disseminacdo a longas distancias da-se pelo transporte de material vegetal
infectado (Gottwald et al., 1989; Massari & Belasque Jr. 2006). O comércio mundial impde
restricdes a importagdo de citricos originérios de paises ou regides com cancro citrico, sendo
esta uma doenga quarentendria (Gottwald et al., 2002). No Estado de Sao Paulo sdao adotadas
medidas de exclusdo e erradica¢do da doenga. Para isso, sdo necessdrias inspecdes constantes
nos pomares, para que os focos da doenca sejam detectados e erradicados e,
consequentemente, sua dispersdo seja suprimida.

H4, na literatura, o registro de seis patotipos de bactérias do género Xanthomonas
agentes causais de doencas em Rutaceae, os quais sdo diferenciados, basicamente, pelo agente
causal, pela patogenicidade em diferentes hospedeiros, por testes moleculares ou pela regido
geografica em que foram relatados até os dias atuais. Dentre essas doencas, a mais importante
€ o cancro citrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri (sin. Xanthomonas axonopodis
pv. citri). Essa bactéria ocorre endemicamente em muitos paises na Asia e nas Américas,
afetando grande nimero de espécies da familia Rutaceae. Encontrada apenas na América do
Sul, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (sin. Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii)
¢ o agente causal das cancroses B e C. Isolados do patotipo B foram encontrados na
Argentina, Paraguai e Uruguai e possuem patogenicidade restrita a limdes verdadeiros e limas
acidas, enquanto que, no estado de Sdo Paulo, o patotipo C deste patdgeno afeta somente
Lima 4cida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia). A Mancha Bacteriana dos Citros, ou Cancrose E,
causada por X. alfalfae subsp. citrumelonis, endémica em viveiros de citros da Florida,
Estados Unidos, ataca, principalmente, o citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus
trifoliata). Mais recentemente, dois novos isolados da espécie citri foram identificados.
Denominados A* (Verniére et al., 1998) e A™ (Sun er al., 2004), ambos possuem
patogenicidade restrita a Citrus aurantifolia e estdo limitados, respectivamente, ao sudeste

asiatico e a Florida.



Em Marc¢o de 2009 uma nova Xanthomonas foi encontrada em um pomar de laranjeira
doce (variedade ‘Valéncia’ enxertada sobre citrumelo ‘Swingle’) no municipio de Severinia,
interior do Estado de Sao Paulo (Jaciani et al., 2009). Na época 47 plantas desse pomar
apresentavam lesdes necroticas circulares, de coloragdo escura, presentes em uma ou ambas
as superficies foliares, somente em brotagdes do porta-enxerto. Nao foram encontrados, por
sua vez, sintomas em folhas da laranjeira doce (copa). Bactérias do género Xanthomonas
foram isoladas de folhas sintomdticas (Figura 1) e o postulado de Koch foi finalizado apds
inoculacdo em plantas de ‘Swingle’ e posterior re-isolamento. Inoculacdes em plantas de
laranja doce e lima 4cida ‘Galego’ revelaram patogenicidade restrita a ‘Swingle’,
considerando a nio induc@o de sintomas nessas espécies citricas testadas. Testes moleculares
(Rep e Box-PCR) identificaram essa bactéria como sendo Xanthomonas fuscans subsp.

aurantifolii (Jaciani et al., 2009).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancro citrico teve origem no sudeste asidtico (Koizumi, 1985), e atualmente essa
doenca ocorre em pelo menos trinta paises ao redor do mundo. Em 1910 constatou-se pela
primeira vez, no hemisfério ocidental, mais especificamente nos Estados Unidos, a presenca
da bactéria causadora do cancro citrico em mudas origindrias do Japao (Stall; Seymour,
1983). Alguns anos depois, em 1916, foi relatada a presenca dessa bactéria na Africa do Sul,
em 1937, na Austrdlia e na Nova Zelandia, e, em 1954, nas ilhas Fuji (Jones et al., 1984).
Atualmente essa doenga estd presente em outras localidades nos continentes Oceanico,
Asiatico e Americano. Na América do Sul foi relatada no Brasil, Argentina, Paraguai,
Uruguai (Feichtenberger; Muller; Guirado, 1997; Leite Junior, 1990) e, mais recentemente, na
Bolivia (Braithwaite et al., 2002).

No Brasil, a doenga foi constatada pela primeira vez no ano de 1957, no municipio de
Presidente Prudente, localizado no interior do estado de Sao Paulo, em material propagativo
provavelmente origindrio do Japdo (Bitancourt, 1957). Apesar dos esforcos iniciais para
conter a disseminagcdo da bactéria, sua propagacdo ndo foi completamente impedida, tendo
atingido outras regides do estado, bem como os estados do Mato Grosso do Sul, Parand, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Goids, Maranhdo e Roraima
(Amaral, 1957; Barbosa et al., 2001; Feichtenberger; Muller; Guirado, 1997; Maciel; Duarte;
Ayub, 1998; Nascimento et al., 2003).



Figura 1. Folhas de citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus trifoliata) com sintomas de
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, detectadas em Marco de 2009 em pomar de laranja
‘Valéncia’ (Citrus sinensis) no municipio de Severinia (SP).



2.1 Importancia econdomica do cancro citrico

Pelo fato de nao existirem métodos de controle curativos, o cancro citrico é uma das
doencas mais importantes em regides produtoras de citros (Gottwald er. al., 2001; Leite
Jinior, 1990; Leite Janior et al., 1987; Rossetti, 1977). Essa doenca causa perdas que
dependem principalmente da reducdo da capacidade fotossintéticas das plantas sintomaticas e
depreciacdo e queda de frutos (Leite Junior, 1990; Verniére; Gottwald; Pruvost, 2003). Em
pomares com a ocorréncia do cancro citrico, além dos danos diretos na producao e qualidade
de frutos, ha também outras implicacdes, como a restricdo a comercializacdo de material
propagativo e frutas ‘in natura’ para regides isentas desse patdgeno. Portanto, ¢ uma doenca
quarentendria, para a qual sdo aplicadas medidas que objetivam impedir a entrada do
patégeno em regides livres da doenca (Civerolo, 1985; Gottwald et al., 2001). Dessa forma,
em paises em que ha ocorréncia do cancro citrico, a imposi¢do de barreiras fitossanitarias,
muitas vezes, compromete a comercializacdo da producdo (Gimenes-Fernandes et al., 2000;
Gottwald er al., 2001; Stall; Civerolo, 1991).

O Estado de Sao Paulo possui regides afetadas pelo cancro citrico desde sua detecc¢ao
no ano de 1957, em Presidente Prudente. Apesar das medidas de exclusdo e erradicacdo
adotadas ndo resultarem na erradicacdo do patdgeno, a doenca vem sendo mantida em
baixissimos niveis de ocorréncia no estado. Desse modo, a inspecao de plantas e a erradicagcdo
dos focos ainda € a forma mais efetiva de controle da doenga no estado. De 1999 a 2009
foram erradicadas 4.629.091 plantas citricas presentes em propriedades comerciais, em razao

da deteccdo e eliminacdo de focos da doenca no Estado de Sao Paulo.

2.2 Etiologia

As Xanthomonas sdo bactérias bastonetiformes, gram negativas e aerdbias que
apresentam um unico flagelo polar (Bedendo, 1995). A bactéria X. citri subsp. citri se
desenvolve facilmente na maioria dos meios de cultura utilizados em laboratério, e €
facilmente isolada de tecido vegetal infectado. Quando cultivada em meio dgar nutriente
apresenta colonias amarelas, visiveis apds dois ou trés dias de incubagdo a 28°C (Bedendo,
1995; Rossetti, 1981). Em plantas inoculadas e mantidas nessa temperatura, os sintomas
comecgam a ser visiveis depois de dez a quatorze dias.

Seis tipos de bactérias do género Xanthomonas sdo agentes causais de doencas em

citricos, as quais sdo diferenciadas, basicamente, pelo agente causal, patogenicidade, testes



moleculares ou pela regido em que foram relatadas até os dias atuais. Dentre essas doengas, a
mais importante e severa € o cancro citrico, causado por Xanthonomas citri subsp. citri (sin.
Xanthomonas axonopodis pv. citri). Essa bactéria ocorre endemicamente em muitos paises na
Asia e nas Américas, afetando a maioria das espécies botanicas de importancia comercial da
familia rutidcea. Encontrada apenas na América do Sul, Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii (sin. Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii) é o agente causal das cancroses B
e C. Isolados do tipo B foram encontrados na Argentina, Paraguai e Uruguai e possuem
patogenicidade restrita a limOes verdadeiros e limas 4cidas, enquanto que limitado ao estado
de Sao Paulo, o tipo C deste patégeno afeta somente lima &cida ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia). A mancha bacteriana dos citros, antigamente denominada Cancrose E, causada
por X. alfalfae subsp. citrumelonis, endémica em viveiros de citros da Florida, Estados
Unidos, € patogénica principalmente a citrumelo ‘Swingle’. Mais recentemente dois novos
isolados da espécie citri foram identificados. Denominados A* (Verniére et al., 1998) e AY
(Sun et al., 2004), ambos isolados possuem patogenicidade restrita a Citrus aurantifolia e

estdo limitados, respectivamente, ao sudeste asidtico e a Florida.

2.3 Sintomatologia

Os sintomas do cancro citrico podem ocorrer em toda a parte aérea da planta citrica e
apresentam caracteristicas que variam em fun¢do do tipo e da idade do 6rgio afetado. Nas
folhas as lesdes podem ser salientes nas duas faces, e, quando em tecidos maduros, o centro
das lesdes velhas é corticoso, duro e lignificado, podendo apresentar circulos dispostos
concentricamente. O tamanho das lesdes nas folhas depende muito da suscetibilidade do
hospedeiro, podendo atingir mais de um centimetro de didmetro em cultivares suscetiveis de
laranja doce e pomelo (Leite Junior, 1990; Stall; Seymour, 1983). As folhas sdo mais
suscetiveis até aproximadamente trinta dias, tempo necessdrio para sua expansdo completa,
quando se tornam mais resistentes (Graham, Gottwald, 1991).

Quando em altas severidades, a doenca provoca a desfolha prematura da planta,
comprometendo o processo fotossintético, e, como consequéncia, pode refletir em menor
producdo e no definhamento generalizado da planta (Gottwald; McGuire; Graham, 1988;
Leite Junior, 1990). Nos ramos, quando ocorrem grandes dreas lesionadas, podem provocar a
morte prematura desses (Feichtenberger; Muller; Guirado, 1997). Os frutos sdao mais
suscetiveis entre sessenta e noventa dias apds a queda das pétalas. Neles os sintomas sdo

semelhantes aqueles das folhas, mas as lesdes podem ter maior didmetro e apresentar



rachaduras no centro. Essas lesdes sdo, geralmente, maiores que nas folhas (Feichtenberger;
Muller; Guirado, 1997; Leite Jinior, 1990), servindo de abertura para outras infeccoes,
acelerando o apodrecimento do fruto. O desenvolvimento das lesdes pode induzir a queda dos
frutos antes de atingirem a maturacdo. Além dessa queda prematura, a qualidade dos frutos

remanescentes na planta é reduzida em razdo da presenga das lesdes da doenca (Verniére;

Gottwald; Pruvost, 2003).

2.4 Epidemiologia

Ciclos epidémicos do cancro citrico t€m inicio a partir de lesdes da doenga presentes
em ramos, folhas ou frutos. Células bacterianas sdo disseminadas a partir dessas lesdes
principalmente por dgua, provenientes de chuvas, irrigacdo ou préticas culturais realizadas
com plantas molhadas. Quando as gotas de d4gua entram em contato com as lesdes da doenga,
dispersam o inéculo para folhas e ramos das plantas ao redor através de goticulas, as quais
podem atingir maiores distancias na presenca de ventos (Gottwald; McGuire; Graham, 1988;
Gottwald; Timer, 1995). A longas distancias, além da disseminacdo por meio de chuvas
associadas a ventos, a bactéria também pode ser disseminada por materiais vegetais
infectados, como frutos e material propagativo (Leite Jinior, 1990).

A intensidade da doenca e a severidade dos sintomas nido ocorrem de maneira
uniforme durante todo o ano por estarem associadas as fases de crescimento do hospedeiro. O
cancro citrico é mais severo no sudeste brasileiro no inicio do verdo, quando altas
temperaturas, chuva intensa e vento ocorrem ao mesmo tempo. Provavelmente isso estd
relacionado ao fato de que em condi¢des de alta umidade as lesdes de cancro citrico exsudam
células bacterianas na superficie. Segundo Koizumi et al. (1996), as células bacterianas sdao
mantidas ativas por mais tempo quando a umidade do ar € elevada, aumentando, com isso, a
intensidade de dispersdo do indculo.

Para o desenvolvimento da doenca, as condi¢des favordveis compreendem
temperaturas entre 20° a 35°C (Bedendo, 1995). Quando essas temperaturas sao
acompanhadas de precipitacdes e presenga constante de ventos, a disseminac¢ao do patégeno €
favorecida (Palazzo et al. 1987).

Novas infeccOes da parte aérea das plantas citricas ndo ocorrem uniformemente
durante todo o ano, estando associadas ao crescimento do hospedeiro (Stall; Seymour, 1983).
A bactéria penetra através dos estOmatos e outras aberturas naturais ou por ferimentos e se

multiplica no espaco intercelular do parénquima. A penetracdo natural por estdOmatos



normalmente € mais frequente na face inferior das folhas, devido a maior concentragdo dos
mesmos nessa face (Graham et al., 1992). As folhas sdo mais predispostas a infec¢do até
atingirem aproximadamente 85% da expansdo total dos tecidos (Goto, 1990; Graham;
Gottwald, 1991). Graham e Gottwald (1991) mostraram que a maior suscetibilidade de frutos
estd entre dois a quatro centimetros de didmetro, tornando menos acentuada até o seu
crescimento completo.

Segundo Goto (1992), a bactéria ndo € capaz de sobreviver por longo periodo em
restos de cultura ou plantas daninhas incorporadas ao solo, porém pode sobreviver por anos

em tecidos infectados mantidos secos, livres de solo e protegidos da luz solar.

2.5 Interacao do minador dos citros e o cancro citrico

No ano de 1996, com o surgimento do minador dos citros (Phyllocnistis citrella) no
sul do estado de Sdo Paulo, foi preciso intensificar o controle do cancro citrico devido as
mudangas ocorridas na sua propagacdo (Bergamin Filho; Amorin, 1999; Gottwald; Graham;
Schubert, 1997; Prates; Nakano; Gravena, 1996). Na presenca desse inseto hd um aumento na
intensidade da doenca em razdo dos ferimentos provocados pelas suas fases imaturas, os quais
facilitam a infec¢do pela bactéria (Bergamin Filho, et al., 2001; Gottwald; Graham; Schubert,
1997; Rodrigues et al., 1998). Antes da introducdo da larva minadora, o padrao de
distribuicdo da doenca nos pomares era agregado, devido ao seu processo de disseminagdo
por respingos de chuva e ventos. Com o surgimento da larva minadora do citros no ano de
1996, houve uma modificagdo na distribui¢cdo espacial do cancro citrico, de forma que
passaram a ocorrer padroes de agregacdo intermedidrios com numerosas infec¢des satélites e
até distribui¢do ao acaso de plantas doentes (Bergamin Filho; Amorim, 1999).

As fases imaturas desse inseto formam galerias sinuosas na epiderme (Pasqualini et
al., 1996), principalmente na face inferior das folhas novas (Volpe; Castro; Gloria, 1998). No
processo de alimentacgdo, as larvas rompem a cuticula e a epiderme, o que facilita a penetracao
das bactérias que causam o cancro citrico (Chagas; Parra, 2000; Gottwald; Graham; Schubert,
1997; Schubert et al., 2001). O inseto ndo € vetor da bactéria, mas facilita a infeccdo e o
desenvolvimento do patégeno nas plantas. Adicionalmente, os ferimentos causados pelo

minador deixam as folhas predispostas a infec¢do por mais tempo.

2.6 Cancro citrico e seu controle



No estado de Sao Paulo, que € atualmente o maior produtor mundial de suco de
laranja, o controle do cancro citrico baseia-se, obrigatoriamente, em medidas de exclusdo e
erradicacdo (Barbosa et al., 2001; Gottwald et al., 2001; Schoulties et al., 1987). Logo apds a
primeira constatacdo no Brasil, essas medidas foram estabelecidas no programa nacional de
erradicacdo (CANECC). Esse programa, mantido até hoje, ndo resultou na erradicagdo da
bactéria do estado de Sdo Paulo, mas vem permitindo a manuten¢do de quase a totalidade das
plantas e pomares citricos do estado livres do patégeno (Feichtenberger; Muller; Guirado,
1997; Leite Janior, 1990). As medidas de exclusdo tém por objetivo evitar a entrada do
patégeno em dreas livres do cancro citrico € envolvem o controle da circulacido de pessoas e
materiais vegetais entre regides e propriedades, e de maquinas, veiculos e utensilios utilizados
na producdo de citros entre pomares e propriedades citricolas.

A pratica de erradicacdo € uma medida de controle adotada depois que o patégeno foi
introduzido em uma &rea até entdo isenta de cancro citrico. A eliminacdo das plantas
sintomdticas, e daquelas contidas em um raio minimo de 30 metros a partir das plantas
sintomdticas, ¢ uma medida obrigatdria para conter a disseminacdo da doenga entre plantas e

pomares no estado de Sao Paulo.

3 OBJETIVOS

Considerando a importincia mundial de bactérias do género Xanthomonas,
principalmente por suas implicagdes quarentendrias e restritivas, € a deteccdo de um isolado
de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (isolado FDC 1609) patogénica em citrumelo

‘Swingle’, objetivou-se, nesta pesquisa, determinar a faixa de hospedeiros dessa bactéria.

4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho teve como objetivo determinar a faixa de hospedeiros de citros da
bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, isolado FDC 1609, obtido em Mar¢o de
2009 em tecidos de porta-enxerto de citrumelo‘Swingle’ no municipio de Severinia (SP)
(Jaciani et al., 2009). O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Instituto
Biolégico de Sdo Paulo, localizado na cidade de Campinas (SP). Para a determinacao da faixa
de hospedeiros os seguintes genétipos de Rutaceae foram inoculados: lima acida ‘Galego’

(Citrus aurantifolia ‘Swingle’), ‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.), limdo ‘Cravo’ (C. limonia



Osbeck), citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus trifoliata), laranjas ‘Valéncia’ e ‘Natal’
[C. sinensis (L. Osbeck)], limdo verdadeiro ‘Siciliano’ (C. limon), e tangerina ‘Cledpatra’ (C.
reshni Hort). Duas folhas, ainda ndo completamente expandidas, de plantas de cada um desses
genoétipos foram inoculadas e as plantas foram mantidas para avaliagdo por aproximadamente
dois meses. O experimento foi conduzido de Abril a Junho de 2010. Os isolados foram
semeados em meio de cultura LPGA (7g/L levedura, 7 g/L peptona, 7 g/L glicose e 16 g/L.
agar, pH 7,0) e incubados a 28°C por 48 horas. Dilui¢des seriadas em solucdo salina
tamponada fosfatada, a partir da suspensio bacteriana inicial de aproximadamente 10°
UFC/mL (600 nm a 0,3 de absorbancia em espectrofotometro) permitiram o ajuste da
concentracdo final de 10° UFC/mL. Para fins de comparagio foram inoculados também
isolados 306 de Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) e FDC 1632 de Xanthomonas fuscans
subsp. aurantifolii tipo C (XfaC). A inoculacdo foi feita por perfuracdo do limbo foliar com
agulha de 0,56 mm de didmetro seguida da infiltracdo da suspensdo bacteriana. As plantas
inoculadas foram avaliadas quanto a presenga de sintomas aos 13, 21, 26, 34, 41, 48, 55 e 69

dias apds a inoculacido (DAI).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros indicios de infec¢do das folhas inoculadas foram observados aos treze
DAI somente em folhas de laranja ‘Valéncia’ inoculadas com Xac, as quais apresentavam
sintomas iniciais de cancro citrico. Aos 26 DAI as plantas inoculadas com Xac apresentavam
sintomas de cancro citrico, enquanto folhas de lima 4cida ‘Galego’ apresentavam sintomas de
cancrose incitados por XfaC, e folhas de citrumelo ‘Swingle’ apresentavam-se infectadas pelo
isolado FDC 1609 (Figura 2). Os sintomas decorrentes da inoculacdo com o isolado FDC
1609 em citrumelo ‘Swingle’ foram semelhantes aos observados em campo, quando da
obten¢do desse isolado (Figura 2 a,b). Esses sintomas caracterizaram-se por lesdes circulares
necrdticas escuras, pouco salientes, com leve encharcamento e de menor tamanho, diferentes
dos sintomas de cancro citrico. O isolado FDC 1609 revelou-se pouco agressivo, em razao do
limitado desenvolvimento dos sintomas em citrumelo ‘Swingle’ apds dois meses da
inoculacdo (Figura 2). O mesmo foi observado por Jaciani et al. (2009). Comparativamente,
folhas de citrumelo ‘Swingle’ inoculadas com Xac 306 no presente estudo cairam
aproximadamente aos cinquenta DAI, provavelmente em razdo do avancado desenvolvimento

dos sintomas de cancro citrico.
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Em nenhum dos demais genétipos de Rutaceae inoculados com o isolado FDC 1609
foram observados os sintomas apresentados pelas plantas de citrumelo ‘Swingle’ (Figuras 2 e
3). As folhas das plantas de ‘Grapefruit’, laranjas doce ‘Valéncia’ e ‘Natal’ e lima 4cida
‘Galego’ apresentaram morte celular, tipicas de reacdo de hipersensibilidade, com auséncia de
necrose saliente e encharcamento dos tecidos (Figuras 3A, 3C, 3D e 4A). As folhas de
tangerina ‘Cledpatra’ ndo apresentaram extensiva morte celular e se caracterizaram por
auséncias de encharcamento e necrose saliente, como observado em citrumelo ‘Swingle’

(Figura 3F).

Figura 2. Folhas de citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus trifoliata) com sintomas de
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (isolado FDC 1609), aproximadamente setenta dias
apods a inoculagao.

As folhas das plantas de limdo ‘Cravo’ e ‘Siciliano’ apresentaram extensiva morte
celular e algumas pequenas saliéncias nas bordas da regido infiltrada (Figuras 3B e 3E). Em
outro trabalho ainda em desenvolvimento, nos quais as plantas foram inoculadas por agulhas
imersas na suspensdo bacteriana do isolado FDC 1609, ndo foram observados sintomas de
necrose, encharcamento ou morte celular em folhas de plantas de limdo ‘Cravo’ e ‘Siciliano’,
como observado no mesmo experimento em folhas de lima 4cida ‘Galego’ (Figuras 4B, 4C e
4D). Nao se descarta a possibilidade de as sali€éncias observadas nas folhas de limao ‘Cravo’ e
‘Siciliano’ (Figuras 3B e 3E) serem resultado da contaminagdo desses tecidos com Xac, no
momento da instalagdo do experimento. De qualquer maneira, fica caracterizado que
citrumelo ‘Swingle’ € hospedeiro do isolado FDC 1609 de X. f. subsp. aurantifolii, detectado

em porta-enxerto desse gendtipo em condicdes naturais de infec¢do. No entanto, € possivel
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Figura 3. Folhas de ‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.) (A), limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck)
(B), laranja ‘Natal’ [C. sinensis (L.) Osbeck] (C), laranja ‘Valéncia’ [C. sinensis (L.) Osbeck]
(D), limdo ‘Siciliano’ (C. limon) (E), e tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort.) (F)
aproximadamente aos setenta dias apds a inoculacdo de Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii (isolado FDC 1609).
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Figura 4. Folhas de Lima acida ‘Galego’ (C. aurantifolia) (A e B), limao ‘Cravo’ (C. limonia
Osbeck) (C), e limao ‘Siciliano’ (C. limon) (D) apds a inoculacdo de Xanthomonas fuscans
subsp. aurantifolii (isolado FDC 1609). A folha ilustrada em A (Lima acida ‘Galego’) foi
infiltrada com a suspensdo bacteriana, enquanto as folhas ilustradas em B, C e D foram
inoculadas por ferimento com agulha imersa na suspensdo bacteriana do isolado FDC 1609
por Jaciani et al. (em preparagdo).

que os limdes ‘Cravo’ e ‘Siciliano’ possam permitir relativo desenvolvimento desse patégeno
em seus tecidos. Considerando-se que as plantas no presente estudo foram infiltradas com
suspensdo bacteriana desse organismo, se os limdes ‘Cravo’ e ‘Siciliano’ permitirem o
desenvolvimento do mesmo, isso certamente nao ocorrera de maneira extensiva e,
consequentemente, esses genotipos possuem pouca importancia epidemioldgica para a
disseminac¢do dessa bactéria.

As inoculagdes com XfaC FDC 1632 em folhas das plantas de ‘Grapefruit’ e limao
‘Siciliano’ apresentaram extensiva morte celular (Figura 5A e 5D), provavelmente
decorrentes de reacdo de hipersensibilidade, com auséncia de necrose saliente e

encharcamento dos tecidos. Por outro lado, folhas de laranja ‘Natal’, Citrumelo ‘Swingle’ e
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Figura 5. Folhas de ‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.) (A), limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck)
(B), laranja ‘Natal’ [C. sinensis (L.) Osbeck] (C), limdo ‘Siciliano’ (C. limon) (D), citrumelo
‘Swingle’ (E), e tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort.) (F) aproximadamente aos setenta dias
ap6s a inoculagdo de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (isolado FDC 1632).
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tangerina ‘Cledpatra’ ndo apresentaram morte celular, encharcamento ou necrose saliente,
(Figura 5C, SE e 5F), e as folhas de limdo ‘Cravo’ apresentaram pequenas lesdes salientes e
relativo encharcamento do tecido infiltrado (Figura 5B). Nao se descarta a possibilidade
dessas sali€éncias observadas nas folhas de limdo ‘Cravo’ (Figura 5B) ser resultado da
contaminacdo desses tecidos por Xac, no momento da instalacio do experimento. Por outro
lado, folhas de limdo ‘Cravo’, limdo ‘Siciliano’, ‘Grapefruit’ e laranja ‘Valéncia’, infiltradas
com Xac, apresentaram extensiva morte celular e bordos da regido de infiltracdo com necrose

saliente e encharcamento (Figura 6).

Figura 6. Folhas de limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) (A), limdo ‘Siciliano’ (C. limon) (B),
‘Grapefruit’ (C. paradisi Macf.) (C), e laranja ‘Valéncia’ [C. sinensis (L.) Osbeck] (D)
aproximadamente aos setenta dias apds a inoculacdo de Xanthomonas citri subsp. citri
(isolado 306).

X. f. subsp. aurantifolii estd descrita na literatura como patogénica somente a lima

acida ‘Galego’ (C. aurantifolia). No entanto, o isolado FDC 1609 desse patégeno mostrou-se
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capaz de infectar citrumelo ‘Swingle’ por Jaciani ef al. (2009) e também no presente trabalho
(Figura 2), e incapaz de infectar lima dcida ‘Galego’, espécie essa, ate entdo, notadamente
suscetivel a todas espécies e tipo de Xanthomonas patogénicas aos citros.

Os sintomas provocados pelo isolado FDC 1609 em citrumelo ‘Swingle’ mostraram-se
como lesdes necréticas circulares, de coloracdo escura, presentes em uma ou ambas as
superficies foliares, algumas vezes com halo amarelo ao redor da necrose. Esses sintomas
podem ser confundidos com os incitados por Xac. Por essa razdo, para fins de diagndstico de
tecidos de citrumelo ‘Swingle’ com sintomas caracterizados por necroses como as descritas,
hd necessidade da aplicacdo de técnicas moleculares ou da inoculagdo em hospedeiros
diferenciais, uma vez que somente o fluxo bacteriano observado em microscépio Gptico
(corrida bacteriana) ndo permite diferenciar esses patogenos.

Em viveiros de produ¢do de mudas citricas, o porta-enxerto citrumelo ‘Swingle’ é
amplamente utilizado. Por essa razdo, quando do surgimento de sintomas caracteristicos de
cancro citrico, ou cancrose, nesse hospedeiro, deve-se, necessariamente, aplicar técnicas
adequadas para o diagndstico objetivando a deteccdo correta do agente causal. Em situacdes
nas quais X. fuscans subsp. aurantifolii (FDC 1609) esteja presente infectando plantas de
citrumelo ‘Swingle’, o diagndstico correto evitard a erradicacdo de plantas em viveiros ou
pomares, suspeitos de estarem infectados com cancro citrico em razdo dos sintomas. Caso o
teste diagndstico seja baseado apenas nos sintomas ou por microscopia (corrida bacteriana), a
comprovacdo erronea de infec¢do por Xac resultard na eliminagcdo desnecessdria de todas as

plantas citricas presentes, conforme a legislacdo vigente.

6 CONCLUSAO

No presente trabalho comprovou-se que a bactéria Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii FDC 1609 tem como hospedeiro apenas citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi x
Poncirus trifoliata), dentre os genétipos testados, ndo sendo patogénico a lima 4cida ‘Galego’
(Citrus aurantifolia ‘Swingle’), hospedeiro comum de todas as espécies de Xanthomonas

patogénicas a citros descritas até os dias atuais.
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