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RESUMO

O cancro citrico, causado por Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é uma das principais doengas na produgao de
citros em diversas regides do mundo. A aplicagdo de produtos quimicos com ag¢do bactericida é uma das principais medidas
adotadas para o controle dessa doenga. O objetivo deste estudo foi determinar a sensibilidade de isolados Xac ao cobre,
bem como a mistura de cobre com mancozeb. A maior concentrag@o de cobre em que foi observado crescimento de isolados
de Xac foi de 50 pg/mL. Entretanto, 45,5 % dos isolados da bactéria provenientes de pomares que receberam aplica¢des
freqiientes de cobre cresceram na presenga de 50 pg/mL de cobre, contra apenas 13,4 % dos isolados oriundos de pomares
que ndo receberam pulverizagdes regulares do bactericida. A presenga de mancozeb em mistura com clpricos reduziu a
sensibilidade ao cobre dos isolados de Xac. Desta forma, o mancozeb ndo deve ser utilizado em mistura com cobre para o
controle do cancro citrico.

Palavras-chave adicionais: cancro citrico, resisténcia ao cobre, etilenobisditiocarbamato.

ABSTRACT
Sensibility of Xanthomonas axonopodis pv. citri to copper and mancozeb

Citrus canker, caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Hasse) Vauterin et al. 1995 (Xac), is one of the most
important problems for citrus production around the world. Spraying with copper compounds is a major measure for control
of the disease. The objective of this study was to determine the sensitivity of Xac strains from the State of Parana, Brazil, to
copper as well as to a mixture of copper with mancozeb. The highest copper concentration where Xac grew was 50 pg/mL.
However, 45.5 % of the bacterial strains from orchards with regular sprays of copper compounds grew in the presence of
50 pg/mL of copper. In contrast, only 13.4 % of the strains from citrus orchards that never received copper sprays grew
in such a copper concentration . Mixing mancozeb with copper increased the tolerance of Xac to copper. Therefore, the

recommendation of mancozeb mixed with copper for control of the citrus canker bacterium should be reviewed.
Additional keywords: citrus canker, copper resistance, ethylenebisdithiocarbamate.

O cancro citrico, causado por Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Hasse) Vauterin et al. 1995 (Xac) ¢
um dos principais problemas para a citricultura mundial
(Schubert et al., 2001). A doenga ocorre endemicamente
em diversas regides do Sudoeste Asiatico e em alguns
paises da América do Sul (Leite Junior, 1990). Nos ultimos
anos, o cancro citrico tem adquirido proporgdes epidémicas
na Floérida, EUA, levando a ado¢do de medidas drasticas
de erradicag¢do, com a destruigdo de mais de 1,5 milhdo
de plantas citricas de pomares comerciais ¢ residenciais
(Schubert et al., 2001).

No Brasil, programas de erradicagdo tém sido
implementados no Estado de Sdo Paulo desde os anos 50,
com os objetivos de restringir a disseminag¢do da bactéria
Xac e eventualmente eliminar a doenga do territorio paulista.
No Estado do Parana tem sido adotado um programa de
manejo integrado para prevengdo e controle do cancro
citrico desde o final da década de 80 (Leite Junior, 2000).
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Entre as praticas para o manejo integrado de cancro citrico
tém sido incluida a producdo de mudas sadias, plantio de
cultivares de citros mais resistentes a doenga, instalagdo de
quebra-ventos arboreos, controle da larva minadora do citros
(Phyllocnistis citrella Stainton, 1856) e aplicacdes regulares
de bactericidas cupricos (Leite Junior, 2000).

Diversos produtos cupricos tém sido utilizados no
controle de doengas bacterianas, como oxicloreto de cobre,
sulfato de cobre, hidroxido de cobre e 6xido cuproso. O
cobre atua na protecao do tecido vegetal contra infecg¢do por
bactérias e na reducdo da populacao bacteriana na superficie
foliar. Entretanto, sdo necessarias varias aplicagdes de
produtos para alcancar controle adequado de doengas
bacterianas (Leite Jinior, 2000). A época ¢ o numero de
aplicagdes de cobre para controle eficiente do cancro citrico
dependem de varios fatores como susceptibilidade do
cultivar, idade da planta, condi¢des ambientais e adogdo de
outras medidas de controle (Leite Junior, 2000). No entanto,
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o uso prolongado de bactericidas ctpricos para o controle de
cancro citrico pode também levar ao surgimento de linhagens
da bactéria resistentes ao cobre.

Resisténcia a ctpricos ja foi reportada para patovares
de Pseudomonas syringae (Nakajima et al, 2002) e
Xanthomonas spp. (Marco & Stall, 1983; Aguiar ez al., 2000).
Com relagdo a Xac, ha relatos na Argentina da ocorréncia de
resisténcia ao cobre em linhagens bacterianas provenientes
de viveiros que receberam aplicagdes regulares de produtos a
base de cobre (Canteros, 1996). Por outro lado, o exame de 21
isolados de Xac obtidos de pomares do Estado do Rio Grande
do Sul ndo revelou a presenca de resisténcia a cobre nessa
bactéria (Maciel ef al., 1998). O emprego de fungicidas do
grupo dos etilenobisditiocarbamatos, como o mancozeb, em
mistura com compostos ctpricos tem mostrado eficiéncia no
controle de linhagens de Xanthomonas spp. que apresentam
resisténcia ao cobre (Marco & Stall, 1983). Portanto, a
utilizacdo de mancozeb em mistura com produtos clpricos
no controle de cancro citrico poderia ser uma alternativa para
evitar o aparecimento de linhagens resistentes da bactéria
em pomares sob uso continuado de cobre.

Em fung¢do do uso exclusivo e continuado de
bactericidas cupricos por mais de 15 anos dentro do
programa de manejo integrado de cancro citrico no Estado
do Parana, torna-se importante o conhecimento da ocorréncia
de resisténcia em Xac a esse bactericida, bem como, a
possibilidade de utilizagdo de outros produtos quimicos para
controle da doenga. Para tanto, foram conduzidos estudos
com o objetivo de determinar a sensibilidade ao cobre de
isolados de Xac provenientes de pomares do Estado do Parana
que receberam ou ndo, aplicagdes regulares de bactericidas
cupricos ¢ também, a a¢ao do cobre em combinagdo com o
produto mancozeb sobre esses isolados.

O estudo foi realizado com 122 isolados de Xac
obtidos a partir de lesdes de cancro citrico em folhas de
diferentes espécies de citros coletadas em 84 propriedades
de 24 municipios das regides Norte e Noroeste do Estado
do Parana (Rinaldi, 1998). Entre os isolados incluidos no
estudo, 55 foram obtidos de material coletado em pomares
com idade entre seis e 10 anos, que receberam aplicagdes
de bactericidas cupricos regularmente e 67 isolados de
pomares com aproximadamente 20 anos de idade, que nunca
receberam aplicagdes desses produtos quimicos.

O isolamento da bactéria foi realizado em meio Agar
Nutritivo (AN) e a patogenicidade foi testada em folhas
jovens de laranjeira Caipira (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
pela infiltragdo de suspensdo de células bacterianas, ajustada
para a concentragdo aproximada de 10° UFC/mL (DO,
= 0,1). O desenvolvimento de sintomas tipicos de cancro
citrico na area infiltrada foi considerado como positivo para
Xac. Os isolados bacterianos foram armazenados em tubos
de polipropileno contendo tampdo fosfato (1,5 g K,HPO,,
1,0 g KH,PO,, 1000 mL 4gua destilada) e mantidos em
temperatura ambiente.

A sensibilidade ao cobre dos 122 isolados bacterianos
foi determinada pelo plaqueamento em meio de cultura AN
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contendo diferentes concentragdes de sulfato de cobre.
Os isolados bacterianos foram inicialmente cultivados
em meio de cultura AN por 24 a 48 h a 28 °C. Apods esse
periodo, foi preparada suspensao de cada isolado em agua
destilada esterilizada, na concentragdo de aproximadamente
10® UFC/mL (DO, = 0,1) e aliquotas de 5 pL foram
depositadas sobre o meio AN, contendo sulfato de cobre
em triplicata nas concentra¢des de 0, 1, 5, 10, 20, 50 e
100 png/mL. As placas foram mantidas a 28 °C por 72 h e
apos esse periodo foi observado se houve (+) ou nao (-)
crescimento bacteriano confluente nas trés repeti¢des, sendo
considerado como resistentes isolados que apresentassem
crescimento em concentragdes maiores que 100 pg/mL de
sulfato de cobre (Marco & Stal, 1983). Cingiienta e nove
isolados, escolhidos aleatoriamente, foram utilizados para
determinar a sensibilidade ao mancozeb seguindo o mesmo
procedimento descrito anteriormente, entretanto, com
concentragdes finais de mancozeb de 0, 10, 20, 50, 100 e
200 pg/mL. Os resultados foram analisados pelo teste t, a
5 % de probabilidade, comparando-se as percentagens de
sobrevivéncia em fungdo da procedéncia dos isolados e das
dosagens dos fungicidas utilizados.

No teste de sensibilidade ao cobre em mistura com
mancozeb, os isolados 306 e 309 foram escolhidos entre os
isolados testados anteriormente por serem considerados como
menos sensivel e mais sensivel ao cobre, respectivamente
(Rinaldi, 1998). Foi seguido o mesmo procedimento descrito
anteriormente, porém nas concentragdes de 0, 1, 5, 10, 20,
50, 100 € 200 pg/mL de sulfato de cobre ¢ 0, 10, 20, 50, 100,
200 e 400 pg/mL de mancozeb.

A curva de sobrevivéncia de Xac foi determinada
em solu¢des de oxicloreto de cobre, produto cuprico
normalmente utilizado para controle de doengas bacterianas,
na concentracao de 100 pg/mL e de oxicloreto de cobre
em mistura com mancozeb nas concentragdes de 100 pg/
mL e 200 pg/mL, respectivamente. As solugdes foram
preparadas em agua destilada esterilizada com pH ajustado
entre 7,0 e 7,2. Foram utilizados nesse estudo os isolados
306, considerado menos sensivel ao cobre e resistente ao
mancozeb ¢ 376 considerado sensivel ao cobre e resistente
ao mancozeb (dados ndo publicados). Aliquotas de 1 mL
da suspensdo bacteriana de cada isolado na concentragdo
de aproximadamente 10° UFC/mL (DO,, = 0,1) foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 9 mL de solugdo
de oxicloreto de cobre ou oxicloreto de cobre em mistura
com mancozeb. As suspensoes de células bacterianas foram
mantidas sob agitagdo a 28 °C durante todo o experimento.
Aliquotas de 100 pL das suspensdes foram plaqueadas em
meio de cultura AN aos 0, 30, 60, 120, 180 ¢ 240 min ap6s
exposi¢do as solugdes de produtos quimicos. Para cada
tratamento foram feitas trés repeticdes. As placas foram
mantidas a 28 °C por 72 h e apds esse periodo foi observado
se houve ou ndo crescimento bacteriano nas trés repeti¢des.

Nenhum isolado de Xac das regides Norte ¢ Noroeste
do Estado do Parana, provenientes de pomares com e sem
aplicagdes regulares de bactericidas cupricos, apresentou
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crescimento na concentragdo maxima testada de sulfato de
cobre, de 100 pg/mL (Tabela 1). A maior concentragdo de
sulfato de cobre em que foi observado crescimento bacteriano
foide 50 pg/mL. Contudo, os isolados apresentaram variagdes
na sensibilidade ao cobre para as diferentes concentragdes
testadas (Tabela 1).

Isolados provenientes de pomares que receberam
aplicagdes regulares de cobre normalmente apresentaram
menor sensibilidade ao cobre, quando comparados aos
isolados provenientes de pomares que ndo receberam
aplicagdes do bactericida. Assim, 45,5 % dos isolados
provenientes de pomares que receberam pulverizagdes
regulares de cobre foram tolerantes a concentragdo de
50 pg/mL do produto. Em contraste, apenas 13,4 % dos
isolados provenientes de pomares que ndo receberam
aplicagdes regulares do bactericida foram tolerantes a essa
concentragdo de cobre. No entanto, para concentragdes mais
baixas de sulfato de cobre ndo foram observadas diferengas
significativas entre os isolados provenientes dos dois tipos
de pomares (Tabela 1).

Com relagdo a sensibilidade ao mancozeb, foram
testados 59 isolados de Xac, sendo 39 provenientes de
pomares com aplicagdes regulares de bactericidas ctipricos
e 20 isolados provenientes de pomares sem aplicagdes
de cobre. Todos os isolados testados cresceram nas
concentragdes de até 20 pg/mL de mancozeb. Diferencas
significativas na sensibilidade dos isolados bacterianos ao
mancozeb foram observadas nas concentragdes a partir de
50 pg/mL do produto. Aproximadamente 95 % dos isolados
de Xac provenientes de pomares que receberam aplicagdes
regulares de bactericidas cupricos foram resistentes a
concentragdo de até 200 pg/mL de mancozeb. Por outro
lado, 70 % dos isolados provenientes de pomares que nao
receberam aplicagdes de cobre foram resistentes a essa
concentra¢do de mancozeb (Tabela 1).

No teste de sensibilidade ao cobre em associacio
com mancozeb foram utilizados os isolados 306 ¢ 309,
considerados, respectivamente, como menos e mais sensivel
ao cobre e mancozeb em estudos anteriores (dados ndo
publicados). O isolado 306 apresentou crescimento na
presenca de até 50 pg/mL de cobre, em auséncia de mancozeb
(Tabela 2). Em contraste, o isolado 309 foi sensivel as
concentragdes superiores a 5 pg/mL de cobre. Em relagéo
ao mancozeb, o isolado 306 apresentou crescimento até na
concentragdo maxima testada de 400 pg/mL, ja o isolado 309
cresceu somente na presenca de até 50 pg/mL de mancozeb
(Tabela 2).

O mancozeb teve influéncia na sensibilidade ao
cobre dos dois isolados bacterianos. Em ambos os casos,
a presenga de mancozeb reduziu a sensibilidade ao cobre
dos isolados de Xac. Para o isolado 306, a adigdo de
mancozeb a solugao de cobre possibilitou o crescimento
desse isolado bacteriano até na concentragdo maxima
de cobre testada de 200 pg/mL. Ja para o isolado 309,
a presen¢a de mancozeb também reduziu o nivel de
sensibilidade ao cobre, possibilitando o crescimento
do isolado na concentragdo de cobre de até 20 pg/mL
quando em presenca de 10 e 20 pg/mL de mancozeb. Em
concentragdes de mancozeb a partir de 100 ug/mL ndo
foi observado crescimento bacteriano do isolado 309,
independente da concentragdo de cobre (Tabela 2).

Os isolados 306 e 376 de Xac apresentaram curvas
de sobrevivéncia distintas em presenca de 100 pg/mL
de cobre (Figura 1A). O isolado 376, mais sensivel ao
cobre, apresentou rapido declinio da populagdo bacteriana,
nao sendo detectadas células vidveis ja nos primeiros 30
minutos de exposi¢ao ao oxicloreto de cobre. Em contraste,
o isolado 306, menos sensivel ao cobre, apresentou declinio
mais lento na populagdo bacteriana, com células viaveis
sendo detectadas até proximo de 120 min apds exposi¢ao ao

TABELA 1 — Frequéncia de isolados de Xanthomonas axomopodis pv. citri com
crescimento em diferentes concentragoes de sulfato de cobre e mancozeb, obtidos de
pomares comerciais e domésticos de Citrus spp. das regides Norte e Noroeste do Estado

do Parana

Sulfato de cobre Pomar?

Mancozeb (pug/mL)

Pomar

(g/ml) o) B (%) (A-B) “A(%) B (%) (A-B)
0 100,0 100,0 0,0 0 100,0 100,0 0
1 100,0 100,0 0,0 10 100,0 100,0 0,0
5 100,0 95,5 4,5 20 100,0 100,0 0,0
10 80,0 73,1 6,9 50 100,0 80,0 20,0*
20 618 388 23,0% 100 946 700 246
50 45,5 13,4 32,1* 200 94,6 70,0 24.6*
100 00 00 00 - .

*A: pomar com aplicagdes regulares de cobre; B: pomar sem aplicagio de cobre.
*Diferenca significativa a 5% de probabilidade pelo teste t.
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TABELA 2 — Sensibilidade dos isolados 306 (menos sensivel) e 309 (mais sensivel)
de Xanthomonas axonopodis pv. citri quando expostos a mistura de sulfato de cobre e

mancozeb

Sulfato de cobre (pg/mL)

Mancozeb (pg/mL)
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oxicloreto de cobre (Figura 1A).

A presenca de mancozeb em mistura com cobre
alterou significativamente a curva de sobrevivéncia dos dois
isolados de Xac (Figura 1B). A populacao do isolado 376
se manteve sem alteragdo até 120 minutos de exposi¢do a
mistura dos dois produtos. Apos esse periodo, houve reducao
gradual da populacdo bacteriana, sendo detectadas células
bacterianas viaveis até 240 min de exposi¢ao a mistura dos
produtos. Em contraste, o isolado 306 manteve 0o mesmo
nivel da concentragdo bacteriana até o tempo maximo de
exame da populacdo bacteriana, aos 240 min de exposicdo a
mistura dos produtos quimicos (Figura 1B).

Os resultados obtidos neste estudo indicaram que até
0 momento nao existem evidéncias de resisténcia ao cobre na
populagio de Xac que ocorre no Estado do Parana causando
o cancro citrico. Nenhum dos isolados de Xac testados
cresceu na presenga de sulfato de cobre na concentragdo de
100 pg/mL que ¢ a concentrag@o base para ser considerado
como resistente ao cobre (Marco & Stall, 1983). Mesmo a
aplicagdo regular de bactericidas ctpricos por diversos anos
ainda nao possibilitou o surgimento de linhagens da bactéria
do cancro citrico resistentes ao cobre. O mesmo foi observado
por Quezado-Duval (2003) em populagdes de Xanthomonas
spp. em lavouras de tomate. No entanto, foi observada uma
relativa reducdo na sensibilidade ao cobre na populagdo
de Xac presente em pomares citricos que tém recebido
aplicagdes regulares de bactericidas cupricos (Tabela
1). Isso se deve certamente a adaptagdo da populacdo
bacteriana ao cobre em fungdo de aplicagdes continuas
de bactericidas cupricos. A mesma situacdo também foi
observada para outras bactérias do género Xanthomonas
(Marco & Stall, 1983). Além disso, Canteros (1996)
verificou a presenca de resisténcia ao cobre em isolados
de Xac provenientes de pomares que receberam aplicagdes
sucessivas de cobre. Por outro lado, nenhum isolado dessa
bactéria obtido de pomares que nunca tinham recebido
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pulverizagdes de cupricos apresentou resisténcia a esse
produto (Canteros, 1996).

Cabe ressaltar que a resisténcia a produtos clpricos
em bactérias fitopatogénicas foi observada pela primeira
vez em Xanthomonas spp. associadas com doencas em
pimentdo (Marco & Stall, 1983). Desde entdo, varios outros
autores reportaram a ocorréncia de resisténcia a cobre
em Xanthomonas spp. (Bender et al., 1990; Aguiar et al.,
2000), bem como em Pseudomonas spp. (Nakajima ef al.,
2002). Todos esses relatos referem-se a isolados bacterianos
provenientes de lavouras que receberam pulverizagdes
regulares de produtos a base de cobre por varios anos.

A resisténcia a cobre em Xanthomonas spp. esta
normalmente associada a presenca de plasmideos, que
apresentam dimensdes grandes e sdo autotransmissiveis
(Bender et al., 1990; Stall et al., 1986). A associa¢do de
resisténcia ao cobre com esses tipos de plasmideos tem sido
relacionada com o aumento da ocorréncia da resisténcia a
esse metal pesado em bactérias fitopatogénicas no campo.
Entretanto, ndo foram encontradas evidéncias da presenca de
plasmideos que poderiam eventualmente estar associados a
resisténcia a cobre nos isolados incluidos no presente estudo
(Rinaldi, 1998) bem como para outros isolados brasileiros
de Xac (Maciel et al., 1998). Varios mecanismos tém sido
sugeridos para explicar a resisténcia ao cobre em bactérias
fitopatogénicas, como o controle da entrada de cobre e o seu
manejo no interior da célula como também, seqiiestro do
cobre por proteinas presentes no espaco periplasmatico ¢ na
membrana externa da célula bacteriana (Cooksey, 1993). No
entanto, ha necessidade de estudos adicionais para elucidar o
mecanismo de resisténcia ao cobre envolvido com a bactéria
Xac.

O total de 122 isolados de Xac utilizados no presente
estudo € relativamente grande quando comparado aos
trabalhos realizados anteriormente. Assim, as informagdes
geradas permitiram avaliar com seguranga a sensibilidade

Fitopatol. Bras. 32(3), maio - jun 2007
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FIG. 1. - Curva de sobrevivéncia dos isolados 306 ¢ 376 de
Xanthomonas axonopodis pv. citri, em presenga de (A) oxicloreto
de cobre (100 pg/mL) e (B) oxicloreto de cobre (100 pg/mL) em
mistura com mancozeb (200 pg/mL).

ao cobre de Xac que ocorre no Estado do Parana. O presente
estudo também mostrou que o cobre ainda ¢ um produto
seguro do ponto de vista bacteriologico para ser utilizado
no controle de cancro citrico. Entretanto, sua aplicag@o
freqliente pode levar a selegdo de linhagens de Xac com
maior tolerancia ou até mesmo resistentes ao produto.

A utilizagdo de mancozeb aumentou a tolerancia
ao cobre tanto de isolados de Xac menos sensiveis como
mais sensiveis ao cobre (Figura 1B). Entretanto, estudos
realizados com a combinagdo de fungicidas culpricos
e etilenobisditiocarbamatos no controle de doencas
bacterianas mostraram ser superior quando comparado
a utilizacdo do cobre sozinho (Marco & Stall, 1983). Os
compostos etilenobisditiocarbamatos, tais como mancozeb
e maneb, sdao normalmente recomendados para serem
utilizados em mistura com cupricos, pois aumentam a
eficiéncia no controle de doengas bacterianas ¢ diminuem a
fitotoxicidade causada por cobre nas plantas. Entretanto, no
presente estudo, a adigdo de mancozeb propiciou aumento na
tolerancia ao cobre dos isolados de Xac, sugerindo que sdao
necessarias concentragdes mais elevadas de cobre para inibir
o crescimento bacteriano (Figura 1B). O efeito inibitorio do
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cobre em bactéria ¢ dependente da concentragdo de ions
livres de cobre na solugdo (Lee et al., 1993). Entretanto, a
adi¢do de mancozeb a solugdo de bactericida cuprico reduz
a concentragdo de ions livres desse metal na solugdo (dados
nao publicados). Conseqiientemente, a maior tolerancia de
Xac ao cobre quando da mistura com mancozeb se deve
provavelmente a redugdo na concentragdo de ion cobre
livre na solugdo. Para isolados bacterianos sensiveis ¢
resistentes ao mancozeb, como os isolados 309 e¢ 376 de
Xac, respectivamente, niveis elevados desse fungicida
apresentariam agdo inibitoria, enquanto que bactericidas
cupricos nessa mistura perderiam seu efeito inibitdrio sobre
a bactéria. Desta forma, a utilizagdo de mancozeb em mistura
com cobre para o controle da bactéria do cancro citrico deve
ser revista.
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