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A mancha-bacteriana, causada por
bactérias do gênero Xanthomonas

(Dowson) (Jones et al., 2000), é uma das
doenças mais importantes do tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) para
processamento industrial no Brasil, com
ocorrência freqüente em áreas irrigadas
por aspersão ou pivô-central (Barbosa,
1996). As perdas causadas por esta
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doença resultam da redução da produti-
vidade em decorrência direta dos sinto-
mas, do custo dos produtos químicos
utilizados como estratégia de controle e
de sua aplicação às lavouras.

Os princípios ativos que estão con-
tidos nos produtos registrados no Brasil
para o controle da mancha-bacteriana
são o cobre e os antibióticos

estreptomicina e oxitetraciclina (Lopes
& Quezado-Soares, 1997). No entanto,
vários relatos demonstram a baixa efi-
cácia da estreptomicina e dos produtos
cúpricos, tanto em lavouras de tomate
(Goode & Sasser, 1980; Maringoni et
al., 1986), como de pimentão (Marco &
Stall, 1983; Carmo et al., 2001). O apa-
recimento de isolados resistentes a es-

RESUMO
Apesar de amplamente empregados em lavouras de tomate para

processamento industrial no Brasil, fungicidas cúpricos e antibióti-
cos registrados para uso agrícola nem sempre resultam em controle
eficiente das bacterioses que afetam a cultura. O aparecimento de
estirpes resistentes é uma das causas dessa baixa eficiência. Ava-
liou-se, in vitro, a sensibilidade a cobre, estreptomicina e
oxitetraciclina de 389 isolados de Xanthomonas spp. associadas à
mancha-bacteriana do tomateiro, sendo 92 de X. axonopodis pv.
vesicatoria (60 do grupo “A”/raça T1 e 32 do “C”/raça T3), 93 de X.
vesicatoria (grupo “B”/raça T2) e 204 de X. gardneri (grupo “D”/
raça T2). Os isolados foram obtidos de plantas doentes em campos
comerciais de tomate para processamento industrial nos estados de
Goiás, Minas Gerais, Pernambuco e Bahia, nos anos de 1995 a 1998
e em 2000. Alíquotas de 5 ml de suspensões bacterianas foram de-
positadas em meio Nutriente-Ágar suplementado com sulfato de
cobre, nas concentrações de 50 e 200 µg/ml; sulfato de
estreptomicina, a 25 e 200 µg/ml e cloridrato de oxitetraciclina, a 25
µg/ml. Nenhum isolado foi resistente a oxitetraciclina, como tam-
bém nenhum foi resistente ao cobre na concentração de 200 µg/ml
do sulfato de cobre. No entanto, houve diferença entre isolados quanto
à sensibilidade ao sulfato de cobre na concentração de 50 µg/ml e ao
sulfato de estreptomicina nas duas concentrações empregadas. As
freqüências de isolados de X. gardneri, X. axonopodis pv. vesicatoria
(grupos “A” e “C”) e X. vesicatoria resistentes à estreptomicina (25
µg/ml do produto usado) foram, respectivamente, 98%, 38% e 2%,
ao passo que, ao cobre, foram, respectivamente, 48%, 4% e 74%.
Todos os isolados do grupo “C” foram sensíveis à estreptomicina e
97% sensíveis ao cobre.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria, controle químico.

ABSTRACT
Sensitivity to copper streptomycin and oxitetracyclin of

xanthomonads associated to bacterial spot in processing tomatoes

Copper fungicides and antibiotics are frequently used to control
bacterial pathogens in processing tomatoes in Brazil. However, failure
of control is common and can be caused by the presence of resistant
strains. In vitro tests were carried out to evaluate the sensitivity to
copper, streptomycin and oxitetracyclin of 389 xanthomonads strains
isolated from tomato plants with bacterial spot symptoms: 92 of X.
axonopodis pv. vesicatoria (60 strains group A /race T1 and 32 group
C /race T3), 93 of X. vesicatoria (group B/race T2) and 204 of X.
gardneri (group D/race T2). The strains were obtained from
commercial fields in the states of Goiás, Minas Gerais, Pernambuco,
and Bahia from 1995 to 1998 and in 2000. Bacterial suspension
aliquots of 5 ml were deposited on Nutrient-Agar medium amended
with copper sulfate (at concentrations of 50 and 200 µg/ml),
streptomycin sulfate (25 and 200 µg/ml) or oxitetracyclin
hydrocloridrate (25 µg/ml). None of the strains was resistant to
oxitetracyclin or to copper at 200 µg/ml of copper sulphate. However,
strains differed in their sensitivity to 50 µg/ml copper and to
streptomycin sulfates (both concentrations used). The frequencies
of X. gardneri, X. axonopodis pv. vesicatoria (groups “A” and “C”)
and X. vesicatoria resistant strains to streptomycin (25 µg/ml of
streptomycin sulphate) were, respectively, 98%, 38% and 2%,
whereas to copper the frequencies were 48%, 4% and 74%,
respectively. All strains of group C/race T3 were sensitive to
streptomycin and 97% sensitive to copper. Ninety eight percent of
‘X. gardneri’ strains, 38% of X. axonopodis pv. vesicatoria and only
2% of X. vesicatoria were resistant to streptomycin (25 µg/ml of the
product used) whereas the frequencies of copper resistant strains
were 48%, 4% and 74%, respectively for the three species of
Xanthomonas.

Keywords: Lycopersicon esculentum, Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, chemical control.
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ses princípios ativos é apontado pelos
autores como a principal causa dessa
baixa eficácia.

Diferenças em sensibilidade à
estreptomicina entre isolados
Xanthomonas spp. causando a mancha-
bacteriana foram primeiramente obser-
vadas na Flórida, EUA, no início dos
anos 60 (Thayer & Stall, 1961; Stall &
Thayer, 1962). Minsavage et al. (1990)
analisaram uma coleção de estirpes dos
EUA e de outros países e encontraram
alta freqüência de isolados resistentes
em regiões onde o uso do antibiótico era
intenso. Na ocasião, dos nove isolados
provenientes do Brasil, três foram con-
siderados resistentes. Ritchie &
Dittapongpitch (1991) e Sahin & Miller
(1996) encontraram 30% e 49% de iso-
lados resistentes, originários, respecti-
vamente, da Carolina do Norte e de
Ohio, EUA. Isolados resistentes à
estreptomicina também foram encontra-
dos no Caribe e na América Central
(Bouzar et al., 1999; O’Garro, 1998).
Por outro lado, na Itália, onde o uso des-
se antibiótico não é permitido, nenhum
isolado resistente dentre os obtidos de
pimentão foi detectado (Buonaurio et
al., 1994). Atualmente, devido a diver-
sos fatores ligados a custo, eficácia, pro-
teção ambiental e saúde humana, o uso
de antibióticos na agricultura dos EUA
é restrito, diferentemente do Brasil, sen-
do lá permitidos apenas para o controle
de Erwinia amylovora em pomares de
maçã e pêra, bacterioses de plantas or-
namentais e na produção de mudas
(McManus & Stockwell, 2002). Genes
de resistência à estreptomicina em
Xanthomonas spp. associadas à mancha-
bacteriana podem ocorrer em
plasmídeos de diferentes tamanhos e no
cromossomo (Cooksey, 1990).

Ao contrário da estreptomicina, ain-
da não há relatos de resistência à
oxitetraciclina em representantes do gê-
nero Xanthomonas. Porém, isolados de
Pseudomonas syringae pv. syringae re-
sistentes foram detectados em pereiras
em Oregon, EUA (Spotts & Cervantes,
1995), bem como de Pseudomonas
syringae pv. tomato em lavouras de to-
mate para processamento industrial no
Brasil (Silva & Lopes, 1995a).

O primeiro relato de resistência ao
cobre foi feito na Flórida (Marco & Stall,

1983). No entanto, essa resistência de-
veria estar presente nas populações
bacterianas mesmo antes deste relato, já
que isolados coletados anteriormente
também se mostraram resistentes
(Cooksey, 1990). No México, isolados
resistentes foram obtidos de lavouras
comerciais de pimentão onde compos-
tos cúpricos foram usados por mais de
30 anos (Adaskaveg & Hine, 1985). Nos
estudos realizados na Itália e nos EUA,
mencionados anteriormente, 45% e 38%
dos isolados, respectivamente, foram
considerados resistentes ao cobre
(Ritchie & Dittapongpitch, 1991;
Buonaurio et al., 1994; Sahin & Miller,
1996). No Caribe e na América Central,
a porcentagem de isolados resistentes ao
cobre variou com a região (O’Garro,
1998; Bouzar et al., 1999). No Brasil,
Aguiar et al. (2000) detectaram isola-
dos de Xanthomonas spp. resistentes ao
cobre associados à mancha-bacteriana
do tomate e pimentão originados, prin-
cipalmente, dos estados do Rio de Ja-
neiro e de São Paulo.

O presente estudo teve como objeti-
vo avaliar a freqüência de isolados re-
sistentes ao cobre e aos antibióticos
estreptomicina e oxitetraciclina em
amostras de populações de X.
axonopodis pv. vesicatoria, X.
vesicatoria e X. gardneri oriundas de
campos comerciais de tomate para
processamento industrial no centro-su-
deste e nordeste do Brasil.

MATERIAL E MÉTODOS

Trezentos e oitenta e nove isolados
pertencentes às espécies X. axonopodis
pv. vesicatoria, X. vesicatoria e X.
gardneri foram analisados (Tabela 1).
Para obtenção dos isolados, folhas e fru-
tos apresentando sintomas de mancha-
bacteriana foram coletados em campos
com alta incidência da doença (50-100%
das plantas infectadas) localizados nos
estados de Goiás, Minas Gerais,
Pernambuco e Bahia, a partir de 1995
(Tabela 1). Foi coletada uma amostra
por planta, tomada ao acaso, percorren-
do-se o campo transversalmente. O nú-
mero de amostras foi variável e o isola-
mento foi feito em meio Nutriente-Ágar
(NA) (Schaad, 2001). Os isolados fo-
ram previamente identificados em nível

de espécie/grupos genéticos e raças por
meio de análise de perfis genômicos
através de eletroforese de campo pulsa-
do, testes de patogenicidade, atividade
amidolítica e pectolítica e utilização de
diferentes fontes de carbono (Quezado-
Duval, 2003). Foram avaliados 92 iso-
lados de X. axonopodis pv. vesicatoria
(60 grupo PFGE A, raça T1 e 32 grupo
PFGE C, raça T3), 93 de X. vesicatoria
(grupo PFGE B, raça T2) e 204 de X.
gardneri (grupo PFGE D, raça T2).
Além disso, a evolução da freqüência
de isolados resistentes foi analisada no
município de Morrinhos em 1998, onde
três lavouras (“A” e “B” na Fazenda
Córrego Fundo, e “C” na Fazenda Cam-
po Alegre) foram amostradas em dois
períodos. Nessas lavouras haviam sido
realizadas várias pulverizações com pro-
dutos à base de cobre e duas a três com
um produto contendo estreptomicina e
oxitetraciclina em sua formulação.

Para realização dos testes de sensi-
bilidade, isolados mantidos em tampão
fosfato foram transferidos para meio NA
e incubados por 48 horas a 28oC. A mas-
sa bacteriana coletada com alça de pla-
tina de 3 mm de diâmetro foi colocada
em 10 ml de água destilada e
esterelizada para o preparo das suspen-
sões. Alíquotas de 5 µl dessas suspen-
sões foram depositadas em triplicata
sobre meio NA suplementado com sul-
fato de cobre (CuSO4.5H2O - Merk, Rio
de Janeiro, RJ), sulfato de
estreptomicina (Sigma, St. Louis, EUA)
ou cloridrato de oxitetraciclina (Pfizer,
Guarulhos, SP) nas concentrações de-
sejadas. Para o sulfato de cobre, foram
utilizadas as concentrações de 200 µg/
ml (Bouzar et al., 1999) e de 50 µg/ml.
O sal foi diluído em água destilada por
agitação por 20 minutos e adicionado
ao meio antes de sua autoclavagem. O
pH do meio foi então ajustado para 7,0
- 7,2 com hidróxido de sódio. O
cloridrato de oxitetraciclina e o sulfato
de estreptomicina foram utilizados na
concentração de 25 µg/ml (Bouzar et al.,
1999). Isolados que demonstraram re-
sistência ao sulfato de estreptomicina
nessa concentração foram posteriormen-
te submetidos à concentração de 200 µg/
ml. Foram preparadas soluções-estoques
do antibiótico filtradas em filtro Millex
– GS de 0,22 µm (Milipore Co.,

Sensibilidade a cobre, estreptomicina e oxitetraciclina em Xanthomonas spp. associadas à mancha-bacteriana do tomate para processamento industrial



672 Hortic. bras., v. 21, n. 4, out.-dez. 2003

Bedford, EUA) e adicionadas
assepticamente no momento em que o
meio esterilizado foi vertido nas placas
de Petri. A viabilidade dos isolados foi
concomitantemente avaliada em meio
NA não-suplementado com os agentes
químicos. Todas as placas foram incu-
badas por 96 horas a 28oC. Após esse
período, foi feita a avaliação, conside-
rando-se como resistentes isolados que
apresentaram crescimento confluente
em três repetições. O percentual das
populações referente a isolados resisten-
tes foi calculado para cada espécie e
evento de coleta.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nenhum isolado foi resistente à
oxitetraciclina. Apenas dois relatos so-
bre a resistência de bactérias
fitopatogências à oxitetraciclina foram
encontrados, um sobre Pseudomonas
syringae pv. syringae procedente de
pomares de pêra nos EUA (Spotts &
Cervantes, 1995) e outro sobre P.
syringae pv. tomato em lavouras de to-
mate para indústria no Brasil (Silva &
Lopes, 1995a). Em ambos os casos re-

gistrou-se o emprego regular do antibió-
tico no cultivo do tomateiro no ano de
coleta. No caso da estreptomicina, por
outro lado, a freqüência de isolados re-
sistentes foi elevada em X. gardneri
(98%) e em X. axonopodis pv.
vesicatoria (38%), porém muito baixa
em X. vesicatoria (2%) (Tabela 1, Figu-
ra 1). Vale ressaltar que todos os isola-
dos de X. axonopodis pv. vesicatoria,
identificados como raça T3 e coletados
em Juazeiro, Petrolina-1998 e Orocó,
foram sensíveis ao antibiótico (Tabela
1, Figura 1). Isolados dessa raça encon-
trados na Flórida (Jones et al., 1995) e
no México (Bouzar et al., 1996) tam-
bém foram sensíveis.

Sessenta e oito porcento dos isola-
dos resistentes a 25 mg/ml de
estreptomicina também o foram a 200
mg/ml, sendo 100% dos isolados de X.
axonopodis pv. vesicatoria (22/22) e de
X. vesicatoria (2/2) e 51% (21/41) dos
isolados de X. gardneri. A presença de
isolados de bactérias incitantes de man-
cha-bacteriana resistentes à
estreptomicina no Brasil já havia sido
relatada por Minsavage et al. (1990),
mas sem menção da planta hospedeira

e do local de origem desses isolados. Em
geral, no caso da estreptomicina
(Davies, 1986, citado por Minsavage et
al., 1990), a resistência se manifesta
apenas em baixos níveis de concentra-
ção. No entanto, este mesmo autor re-
velou a existência de um grupo de iso-
lados resistentes a uma concentração
maior do produto (200 mg/ml de sulfa-
to de estreptomicina), o que pode indi-
car diferentes mecanismos de resistên-
cia (Misavage et al., 1990). Níveis di-
ferenciais de resistência à
estreptomicina em Xanthomonas spp.
associadas à mancha-bacteriana foram
anteriormente relatados (Ritchie &
Dittapongpitch, 1991; Sahin & Miller,
1996).

Na Tabela 2 estão compilados os
dados relativos às coletas realizadas no
município de Morrinhos em 1998. A alta
freqüência de isolados resistentes à
estreptomicina (88 a 100%), tanto na
primeira como na segunda amostragem
em cada lavoura, provavelmente se ex-
plica pela existência de uma população
inicial já resistente. O fato de que as
mudas utilizadas nos três plantios tive-
ram a mesma procedência, aliado à

Tabela 1. Número de isolados resistentes aos sulfatos de cobre (50 mg/ml) e de estreptomicina (25 mg/ml) de espécies de Xanthomonas
associadas à mancha-bacteriana, obtidos de amostras coletadas em lavouras comerciais de tomate para processamento industrial no período
1995-2000. Piracicaba, ESALQ, 2002.

1 XAV: Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria; XV: X. vesicatoria; XG: ‘X. gardneri’. Os isolados de XAV dos campos de Juazeiro,
Petrolina-1998 e Orocó são raça T3 e grupo PFGE C, enquanto os demais XAV são raça T1 e grupo PFGE A. Isolados XV e XG são raça T2
e grupos PFGE B e D, respectivamente (Quezado-Duval, 2003).
2 C+E: isolados que foram resistentes no teste com cobre (50 mg/ml) e no teste com estreptomicina (25 mg/ml).
“-“: a presença da espécie não foi constatada.
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detecção de isolados resistentes na fase
de sementeira na Fazenda Campo Ale-
gre, reforçam essa hipótese. Nesses ca-
sos, portanto, a utilização da
estreptomicina para controle da mancha-
bacteriana já estava fadada ao insucesso.
A permanência de isolados resistentes
nos referidos campos dependeria de fa-
tores relacionados às práticas culturais
(rotação de culturas, eliminação de plan-
tas voluntárias e de restos culturais, en-
tre outras) e da estabilidade da resistên-
cia ao agente químico na ausência da
pressão de seleção, caso o uso do anti-
biótico viesse a ser descontinuado. Em
P. syringae pv. syringae, por exemplo,
o fato de a resistência à estreptomicina
ser altamente estável in vitro explicaria
a sua persistência em pomares de pêra
independentemente do regime de em-
prego do bactericida (Spotts &
Cervantes, 1995).

Nenhum isolado de Xanthomonas
spp. usado neste estudo foi resistente ao
cobre na concentração de 200 mg/ml.
Contudo, isolados resistentes foram de-
tectados para a concentração mais bai-

xa (50 mg/ml). Crescimento bacteriano
em meio de cultura suplementado com
200 mg/ml de sulfato de cobre tem sido

considerado para avaliar a resistência de
isolados de Xanthomonas spp. associa-
das à mancha-bacteriana (Bouzar et al.,

Tabela 2. Freqüência de isolados de Xanthomonas spp. associadas à mancha-bacteriana, resistentes aos sulfatos de cobre (50 µg/ml) e de
estreptomicina (25 µg/ml) em testes in vitro, obtidos de amostras coletadas em lavouras comerciais de tomate para processamento industrial
em Morrinhos, GO, em 1998. Piracicaba, ESALQ, 2002.

1 Após o transplante.
2  Áreas dentro do pivô-central com plantio e tratamentos fitossanitários realizados na mesma época.
3 Utilização de princípios ativos para controle da mancha-bacteriana. Os tratamentos foram iniciados na mesma data para todas as projeções
indicadas e referem-se ao período compreendido entre o transplantio e a coleta das amostras. E+O= estreptomicina + oxitetraciclina
(Agrimicina®); OC= oxicloreto de cobre (Funguran®, Dacobre®); HC= hidróxido de cobre + clorotalonil (Garant®); OC+M= oxicloreto de
cobre (Funguran®) misturado ao mancozeb (Manzate®). Números entre parênteses indicam o número de pulverizações.
4 Amostragem feita em plântulas em bandejas de isopor no campo no dia do transplante.

Figura 1. Freqüência de isolados de espécies de Xanthomonas associadas à mancha-
bacteriana, resistentes aos sulfatos de cobre (C; 50 mg/ml) e de estreptomicina (E; 25 mg/
ml) e aos dois princípios ativos (C+E), nas respectivas concentrações. As amostras foram
coletadas em lavouras comerciais de tomate para processamento industrial no centro-sudes-
te e nordeste do Brasil, no período de 1995 a 1998 e 2000. XAV: X. axonopodis pv. vesicatoria
(grupos PFGE A e C); XV: X. vesicatoria (grupo PFGE B); XG: X. gardneri (grupo PFGE
D). Piracicaba, ESALQ, 2002.
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1999; Ritchie & Dittapongpitch, 1991).
A quantidade disponível e que respon-
derá pelo efeito tóxico, no entanto, é
variável de acordo com a capacidade do
meio em complexar o cobre
(Menkissoglu & Lindow, 1991). Resis-
tência a teores baixos de cobre, como
detectada no presente trabalho, foi tam-
bém relatada em Xanthomonas spp. as-
sociadas à mancha-bacteriana do pimen-
tão (Sahin & Miller, 1996; Aguiar et al.,
2000), X. axonopodis pv. citri (Rinaldi,
1998), P. syringae pv. syringae (Spotts
& Cervantes, 1995) e P. syringae pv.
tomato (Silva & Lopes, 1995b).

Considerando-se as três espécies de
Xanthomonas em conjunto, a freqüên-
cia de isolados resistentes ao cobre foi
inferior àquela referente à
estreptomicina e superior à de isolados
com resistência a ambos os princípios
ativos (Figura 1). A freqüência de isola-
dos resistentes ao cobre foi de 48%, 4%
e 74%, respectivamente, para X.
gardneri, X. axonopodis pv. vesicatoria
e X. vesicatoria (Figura 1). A maior fre-
qüência desses isolados foi detectada no
centro-sudeste do país (98%), de onde
originaram-se todos os isolados de X.
gardneri e a maioria dos isolados de X.
vesicatoria (Tabela 1). A ocorrência de
isolados resistentes ao cobre provenien-
tes das culturas de tomate e de pimen-
tão, inclusive no Brasil, foi relatada por
vários autores (Marco & Stall, 1983;
Adaskaveg et al., 1985; Buonaurio et al.,
1990; Minsavage et al. 1990; Ritchie &
Dittapongpitch, 1991; O’Garro, 1998;
Bouzar et al., 1999; Aguiar et al., 2000).
Porém, apenas alguns desses relatos,
entre os mais recentes, classificam os
isolados com relação à espécie a que
pertencem (Jones et al., 2000). Bouzar
et al. (1999) estudaram a diversidade
genética de isolados do Caribe e da
América Central, constatando predomi-
nância de isolados do grupo A (= X.
axonopodis pv. vesicatoria), cuja maio-
ria era resistente ao cobre e também à
estreptomicina. Estudos subseqüentes
podem elucidar se os genes envolvidos
na resistência ao cobre de isolados de
diferentes espécies compartilham a mes-
ma história evolutiva e se a resistência
é ou não derivada do plasmídeo pXvCu
(Stall et al., 1986).

A. M. Qezado-Duval et al.

Ainda em relação ao cobre, a análi-
se dos dados relativos às coletas nas
Fazendas Córrego Fundo e Campo Ale-
gre permitiu evidenciar um aumento na
proporção de isolados resistentes ao lon-
go do tempo (Tabela 2). Esse aumento
talvez tenha sido resultante da pressão
de seleção exercida pelo emprego con-
tinuado do princípio ativo. O mesmo não
foi constatado para a lavoura onde hou-
ve menor número de pulverizações de
produtos cúpricos até o momento da se-
gunda amostragem (Tabela 2). Outros
fatores, entretanto, como variedade
plantada, estádio de crescimento das
plantas ou problemas de amostragem
podem estar relacionados ao resultado
obtido.

A exemplo de outros países, as pers-
pectivas do controle da mancha-
bacteriana pelo emprego de
estreptomicina e de produtos à base de
cobre não são muito promissoras para a
cultura do tomate para processamento
industrial no Brasil. Apesar de alguns
campos na Região Nordeste estarem
aparentemente livres da ocorrência de
isolados resistentes a esses princípios
ativos, uma eventual introdução desse
tipo de isolado via sementes ou mudas
contaminadas poderia resultar em popu-
lações predominantemente resistentes,
com o conseqüente insucesso do con-
trole. O mesmo poderia vir a ocorrer
com a oxitetraciclina ou outro antibió-
tico que venha a obter registro para uso
na cultura. Assim, medidas alternativas,
tais como o uso de sementes e mudas
garantidamente sadias, cultivares resis-
tentes ou tolerantes, rotação de culturas
e eliminação de restos culturais devem
ser adotadas.
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