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Estudo da resistência de genótipos de citros à Xanthomonas citri subsp. citri  

 

RESUMO 

O cancro cítrico é uma doença de extrema importância para a citricultura brasileira e todas as 

regiões citrícolas do mundo. Visto sua importância o objetivo deste trabalho foi estudar 

genótipos de citros em relação à resistência a esta doença. O experimento foi conduzido 

utilizando a metodologia de inoculação com agulha imersa em suspensão bacteriana de 

Xanhomonas citri subsp. citri em duas condições distintas, em casa de vegetação e em folha 

destacada. Em casa de vegetação analisou-se 16 genótipos de citros, foram mensurados os 

diâmetros da lesão dos genótipos em estudo aos 19, 25, 33, 39, 46, 61, 68 e 76 dias após a 

inoculação (DAI) com o auxilio de um paquímetro digital. O experimento foi conduzido em 

duas épocas distintas, sendo o primeiro realizado de março a maio e o segundo de outubro a 

dezembro, ambos em 2016. No experimento utilizando a metodologia de folha destacada 

avaliou-se os mesmos 16 genótipos anteriormente estudados em casa de vegetação. As folhas 

foram coletadas, inoculadas e acondicionadas em tubo tipo Falcon® contendo água de 

torneira. Os tubos foram armazenados em condição ambiente e foram mensurados os 

diâmetros da lesão aos 3, 7 e 14 DAI com o auxílio de um paquímetro digital. Os dados do 

experimento em casa de vegetação e de folha destacada foram submetidos à análise de 

variância e teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os resultados dos dois experimentos 

mostraram distinção entre os genótipos em estudo, formando grupos distintos em relação ao 

grau de resistência à doença cancro cítrico. ‘Natal 261’ e ‘Westin 16-319’ se mostraram como 

o mais resistente e o mais suscetível, respectivamente, no experimento em casa de vegetação e 

‘Pêra 436’ e ‘Westin 340’ o mais resistente e o mais suscetível, respectivamente, no 

experimento de folha destacada. Os genótipos que se comportaram como mais resistente 

apresentaram os menores diâmetros de lesão, enquanto que os mais suscetíveis apresentaram 

os maiores diâmetros, em ambos os experimentos. Com esses resultados analisamos que é 

possível verificar resistência entre genótipos utilizando as duas metodologias, porém estudos 

a campo não devem ser excluídos. 

 

Palavras-chave: Cancro cítrico. Citrus sinensis. Diâmetro da lesão. Bactéria. 
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Study of the resistance of citrus genotypes to Xanthomonas citri subsp. citri  

 

ABSTRACT 

Citrus canker is a disease of extreme importance for the Brazilian citriculture and all the citrus 

regions of the world. Considering its importance, the objective of this work was to study 

citrus genotypes in relation to resistance to this disease. The experiment was conducted using 

the needle-prick inoculation method, by pricking the leaves with a needle previously 

immersed in bacterial suspension of Xanhomonas citri subsp. citri in two distinct conditions, 

in greenhouse and in detached leaf. Sixteen citrus genotypes were analyzed in the greenhouse, 

the lesion diameters of the genotypes under study were measured at 19, 25, 33, 39, 46, 61, 68 

and 76 days after inoculation (DAI) with the aid of a digital caliper. The experiment was 

conducted in two distinct seasons, the first being from March to May and the second from 

October to December, both in 2016. In the experiment using the detached leaf methodology, 

the same 16 genotypes previously studied were evaluated in greenhouse. The leaves were 

collected, inoculated and conditioned in Falcon® tube containing tap water. The tubes were 

stored under ambient conditions and the lesion diameters were measured at 3, 7 and 14 DAI 

with the aid of a digital caliper. Greenhouse experiment and detached leaf were submitted to 

analysis of variance and Scott-Knott's test at 5% probability. The results of the two 

experiments showed a distinction between the genotypes under study, forming distinct groups 

in relation to the degree of resistance to citrus canker disease. 'Natal 261' and 'Westin 16-319' 

proved to be the most resistant and most susceptible, respectively, in the greenhouse 

experiment and 'Pera 436' and 'Westin 340' the most resistant and most susceptible 

respectively, in the detached leaf experiment. Genotypes that behaved as resistant showed the 

smallest diameters of lesion, while the most susceptible presented larger diameters, in both 

experiments. With these results we analyzed that it is possible to verify resistance between 

genotypes using both methodologies, but field studies should not be excluded. 

 

Keywords: Citrus canker. Citrus sinensis. Diameter of lesion. Bacterium. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

O Brasil é o maior produtor de citros e o segundo maior exportador citrícola a nível 

mundial, também é o maior fornecedor de Suco Concentrado de Laranja Congelado (do inglês 

FCOJ). A produção brasileira de laranja é direcionada ao processamento para exportação, o 

mercado interno de fruta processada é pequeno, o maior alvo nacional é o mercado de frutas 

frescas (FAO, 2015). O Paraná é o quarto estado brasileiro com maior produção de laranja 

(toneladas), perdendo apenas para São Paulo, Minas Gerais e Bahia (IBGE, 2016). 

O cancro cítrico, cujo agente causal é a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 

(SCHAAD et al., 2006), é uma doença de significativa importância econômica em todo o 

mundo (ALEGRIA et al., 2005). Seus sintomas são expressos em folhas, frutos e caules. Nas 

folhas, se caracterizam inicialmente por manchas oleosas e circulares na face abaxial. Com o 

avanço da doença, as lesões tornam-se salientes e necróticas apresentando pústulas de 

coloração amarela que pode evoluir para marrom e pode haver o coalescimento das lesões. 

Lesões antigas são geralmente circundadas por um halo amarelo. Nos frutos os sintomas são 

mais visíveis, apresentando lesões com necrose mais elevadas (BRUNINGS e GABRIEL, 

2003). Os sintomas nos ramos podem aparecer com o avanço da doença em algumas 

variedades (LARANJEIRA et al., 2005). 

A bactéria X. citri subsp. citri coloniza a planta através de penetração em tecidos 

vegetais de folhas, ramos e frutos jovens por meio de aberturas naturais ou ferimentos 

(GRAHAM et al., 1992). Essa bactéria é favorecida por umidade e temperatura oscilando de 

28 a 30ºC (DAS, 2003), e o hospedeiro se torna mais suscetível no início do verão, quando se 

conjuga vento, chuvas e temperaturas elevadas (LARANJEIRA et al., 2005). 

Atualmente ainda inexistem medidas de controle para X. citri subsp. citri. Em São 

Paulo é obrigatória a adoção de medidas de exclusão e erradicação (São Paulo, 1999 apud 

BEHLAU et al., 2007), no Paraná utiliza-se o manejo integrado da doença que consiste na 

utilização de cultivares menos suscetíveis à doença, mudas sadias, poda de ramos infectados e 

aplicação de produtos cúpricos (LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). 

Para estudar a resistência de variedades de citros à X. citri subsp. citri podem ser 

utilizados diversos métodos de inoculação, dentre eles a inoculação com spray (BOCK et al., 

2010), com seringa automatizada sem agulha (FRANCIS et al., 2010a) e somente com agulha 

(GONÇALVES-ZULIANI et al., 2016a). O estudo com folhas destacadas também é uma 
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metodologia que pode ser utilizada, pois fornece resultados que equivalem aos obtidos em 

casa de vegetação (GONÇALVES-ZULIANI et al., 2016b; FRANCIS et al., 2010b). 

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a resistência de 16 

genótipos de citros à bactéria X. citri subsp. citri em condições de casa de vegetação e em 

condições de folha destacada. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1. Citricultura Brasileira e Paranaense 

 

A história entre Brasil e citricultura é algo que acontece há vários anos. Já safra 

1981/82 o Brasil foi líder mundial na produção de laranja cultivando 800 mil hectares da 

fruta. A média nacional passou de 380 caixas por hectare em 1990 para 475 em 2010. Cerca 

de 70% da produção vai para processamento, obtendo-se uma tonelada de suco concentrado 

congelado (FCOJ) a cada 257 caixas (40,8Kg) de laranja. Com relação ao cinturão citrícola 

brasileiro, cerca de 90% da produção é processada (NEVES et al., 2010). 

A estabilidade do mercado citrícola permaneceu até a década passada que provocou  

um crescimento rápido do setor. Na última década, alguns produtores abandonaram a 

atividade devido a excessivas perdas no mercado de fruta in natura, provocando 

aproximadamente 13% de redução na área plantada. A perspectiva é de que a produção 

aumente na próxima década, porém a um ritmo lento. Pesquisas apontam que até 2023/24 a 

produção pode chegar a 17.5 Mt, valor que corresponde a um aumento de 7% em relação à  

safra 2013/14 (FAO, 2015). 

A produção de laranja no Brasil corresponde a 16.739.720 toneladas, sendo que a 

região sudeste responde por 79% do total, tendo o estado de São Paulo como principal 

produtor contribuindo com 73% deste total. O Paraná ocupa a quarta posição em área 

plantada, respondendo por 5% do total, porém sua produtividade (t.ha-1) é tão alta que 

ultrapassa São Paulo, apresentando 36t.ha-1 contra 30t.ha-1 (IBGE, 2016). A produção voltada 

ao comércio se concentra nas regiões Norte e Noroeste do estado, representada pelas 

variedades de laranja doce “Pêra”, “Folha Murcha” e “Valência” (STENZEL et al., 2005). 

Essas duas regiões apresentam as condições ideais de solo e clima para o cultivo de citros, 

com temperaturas médias anuais oscilando de 18 a 23 ºC e precipitação média anual de 1400 

a 1800 mm. O relevo variando de suave ondulado a ondulado e os solos derivados do Arenito 

também são pontos favoráveis à cultura (CAVIGLIONE et al., 2000), além dessas regiões 

apresentarem as principais indústrias de suco de laranja concentrado (SABES e ROCHA, 

2006). 

Embora o Brasil e seus estados produtores de citros apresentem um alto potencial de 

produção, a citricultura, assim como qualquer outra cultura, é ameaçada por inúmeras doenças 



4 

que acarretam a redução na produtividade e qualidade dos frutos (ALEGRIA et al., 2005). 

Algumas dessas doenças já foram estudadas por alguns pesquisadores em condições 

paranaenses, dentre elas temos a Clorose Variegada dos Citros (CVC), causada por Xylella 

fastidiosa (NUNES et al., 2007) e transmitida por vetores (GONÇALVES et al., 2008; 

MOLINA et al., 2010; MOLINA et al., 2016); Citrus Tristeza Virus (CTV) (CARRARO et 

al., 2003; COSTA et al., 2010); Mancha preta dos citros causada por Guignardia citricarpa 

(CAIXETA et al., 2008; NUNES et al., 2006); Gomose causada por Phytophtora spp 

(CAIXETA et al., 2013); Huanglongbing causado por espécies de Candidatus Liberibacter 

(SAUER et al., 2015; MULATI et al., 2013) e o Cancro Cítrico causado pela bactéria X. citri 

subsp. citri (VARGAS et al., 2013; GONÇALVES-ZULIANI et al., 2016a). 

 

 

2. O Cancro Cítrico 

 

O cancro cítrico, causado pela bactéria X. citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006), é 

uma doença presente na maioria das áreas comerciais de citros do mundo, e por ser uma 

doença quarentenária, dificulta e restringe o comércio de fruta fresca (GOTTWALD et al., 

2002). Acredita-se que a origem do cancro cítrico seja a mesma que o centro de origem do 

citros, o Sudoeste da Ásia (KOIZUMI, 1985). Nas Américas, a primeira constatação foi nos 

Estados Unidos, em 1910, através de mudas de citros introduzidas do Japão (STALL; 

SEYMOUR, 1983). A primeira ocorrência de cancro cítrico no Brasil foi em 1957, no 

município de Presidente Prudente, São Paulo (BITANCOURT, 1957). Logo após, a doença se 

espalhou pelos estados de Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato 

Grosso, Minas Gerais e Roraima (BARBOSA et al., 2001; FEICHTENBERGER et al., 1997; 

MACIEL et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2003), sendo endêmica no estado do Paraná 

(GONÇALVES-ZULIANI, 2014). 

Existem dois tipos de cancro cítrico que ocorrem no Brasil, o que os diferenciam são 

os sintomas e a patogenicidade em diferentes hospedeiros (GABRIEL et al., 1989; 

FEICHTENBERGER et al., 1997).  O “cancro cítrico asiático” ou “cancrose A” é causado por 

X. citri subsp. citri, é o principal tipo, e ocorre endemicamente em diversas regiões infectando 

espécies da família Rutaceae. A “cancrose do limoeiro Galego” ou “cancrose C” está presente 

em limão Galego, está restrita ao Brasil e é causada pela estirpe C de X. axonopodis pv. 

aurantifolii (AMARAL, 2003; LARANJEIRA et al., 2005). 
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A larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella Staiton) é um grande 

potencializador da doença no pomar. A larva deste inseto forma galerias nas folhas e ramos 

que vão servir de porta de entrada para a bactéria do cancro (GOTTWALD et al., 2002; 

GRAHAM et al., 2004). 

A doença se torna mais severa, com sintomas mais acentuados, em regiões onde se 

conjuga alta temperatura, chuva intensa e vento. A presença de ferimento não é obrigatória 

para a penetração da bactéria na planta, visto que a mesma pode penetrar via estômato, porém 

quando presente, a severidade aumenta na área (LARANJEIRA et al., 2005). 

Os sintomas da doença podem ser visualizados em toda parte aérea da planta, em 

folhas, frutos e ramos. Nas folhas, as lesões se caracterizam por lesões corticosas em ambas as 

faces com coloração creme a parda e geralmente circundadas por um halo amarelo 

(LARANJEIRA et al., 2005). O tamanho pode chegar até 10 mm de diâmetro em variedades 

consideradas suscetíveis e lesões mais velhas apresentam o centro corticoso e lignificado 

(LEITE JUNIOR, 1990).  

Nos frutos os sintomas são semelhantes aos da folha, porém as lesões se apresentam 

com maiores diâmetros e com o centro quebradiço. Os frutos tendem a cair antes de atingir a 

maturação. Nos ramos, os sintomas aparecem em variedades mais suscetíveis e se 

caracterizam por lesões corticosas, salientes, com coloração creme, e em casos mais severos 

ocorre morte do ramo (LARANJEIRA et al., 2005). 

As medidas de controle do cancro cítrico variam de acordo com as leis vigentes em 

cada estado brasileiro. Em São Paulo, até pouco tempo atrás se adotava a prática de 

erradicação de plantas doentes e aplicação de produtos cúpricos nas demais plantas presentes 

em um raio de 30 metros a partir da planta infectada, de acordo com a Resolução SAA – 147 

de 31/10/2013. Porém a Instrução Normativa – IN – nº 17 de 06/09/2016 orienta os 

produtores a abandonar a prática de erradicação e começar a conviver com esta doença em 

seus pomares. No estado do Paraná, a adoção de práticas de manejo visa a prevenção da 

entrada da doença e o convívio com a mesma no pomar. Essas práticas envolvem a utilização 

de variedades menos suscetíveis, mudas sadias, poda de ramos infectados e pulverização de 

produtos a base de cobre (LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). 
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3. Etiologia 

 

X. citri subsp. citri é uma Proteobactéria (GARRIT e HOLT, 2000) e foi identificada 

e classificada pela primeira vez por Hasse em 1915 como Pseudomonas citri e em 1949 

reclassificada como X. citri (KHAN e HINGORANI, 1970). Em 1978 houve outra alteração 

em sua nomenclatura e incluído o termo patovar, que designa o hospedeiro de determinado 

agente etiológico, e a bactéria passou a X. campestris pv. citri (YOUNG et al., 1978). X. 

axonopodis pv. citri foi a nomenclatura que a bactéria recebeu anos mais tarde depois de 

serem realizados testes bioquímicos e moleculares (VAUTERIN et al., 1995). O atual nome 

da bactéria causadora do cancro cítrico é X. citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006), porém 

ainda se encontra na literatura a descrição da bactéria como X. axonopodis pv. citri devido a 

utilização deste nome quando o genoma da bactéria foi totalmente sequenciado em 2002 (DA 

SILVA et al., 2002). 

As bactérias do gênero Xanthomonas são vistas ao microscópio ótico e possuem 

forma de bastonete reto medindo 1,5 a 2,0µM de comprimento e 0,5 a 0,7µM de largura. São 

monotríquias, Gram-negativas, aeróbias estritas, não formam esporos e não fixam nitrogênio. 

Quando cultivadas em meio de cultura são visíveis após 2 a 3 dias de incubação a 28ºC e as 

colônias são amareladas, devido a presença de xanthomonadina, lisas e mucoides (GALLI, 

1980; KRIEG e HOLT, 1984; VAUTERIN et al., 1996). As condições ótimas para a 

sobrevivência da bactéria incluem alta umidade e temperatura variando de 20 a 39ºC. 

Temperaturas acima de 50ºC e abaixo de 12ºC fazem com que a bactéria sobreviva em restos 

culturais de citros, como folhas caídas ou ramos secos, ficando inativa e podendo sobreviver 

até nove meses (ROSSETTI, 2001). 

A disseminação a curta distância ocorre através de chuvas associada a ventos, 

influenciando também na intensidade da doença. A longa distância ocorre através de 

implementos agrícolas, mudas contaminadas, veículos e pessoas (MASSARI e BELASQUE, 

2006). 

A penetração ocorre através de aberturas naturais como estômatos, hidatódios e 

lenticelas ou por ferimentos (GRAHAM et al., 1992). Pode ocorrer também a penetração 

através de ferimentos causados pela larva minadora, que contribui para o aumento da 

incidência da doença no pomar, visto que a presença da larva expõe os tecidos vegetais das 

folhas (BRASIL, 1996; PRATES et al., 1996). Quando presente, a bactéria se multiplica nos 

espaços intercelulares produzindo a goma xantana, um polissacarídeo extracelular. Ocorre a 
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redução dos espaços intercelulares provocando o encharcamento do tecido infectado pela 

absorção de água do xilema pela goma xantana, por possuir alto potencial higroscópico. As 

lesões se formam devido à hiperplasia induzida no tecido vegetal (PADMANABHAM et al., 

1973). 

 

 

4. Resistência ao cancro cítrico 

 

A utilização de cultivares menos suscetíveis às doenças, em especial ao cancro 

cítrico, tem sido uma das ferramentas mais importantes no manejo desta doença, pois há uma 

redução do risco de contaminação em áreas ainda sadias, como também em novos plantios 

(LEITE JR. e SANTOS, 1988; LEITE JR., 1990). 

A variabilidade na suscetibilidade de cultivares de citros não somente é influenciada 

pelas diferenças na facilidade ou não da bactéria penetrar na planta através dos estômatos 

(GRAHAM et al., 1992), como também pelas diferenças na estrutura da membrana e dos 

espaços extracelulares do hospedeiro (CHEN et al., 2012). Mesmo essas barreiras sendo 

quebradas, tem outro fator de grande importância é o mesófilo foliar, que vai determinar o 

desenvolvimento ou não da bactéria (GOTTWALD et al., 1993). 

Leite Jr. (1990) em seus estudos determinou algumas cultivares como mais 

suscetíveis e menos suscetíveis ao cancro cítrico. De modo geral, limão galego foi 

considerado altamente suscetível; laranjas doces Bahia e Hamlin suscetíveis; Tangor Murcott 

e Laranja Natal, como moderadamente suscetíveis; Valência, Navelina, Pera e Sanguínea de 

Mombuca como moderadamente resistentes; laranjas doces Folha Murcha e Moro e lima 

ácida Tahiti como resistentes; e Calamondin altamente resistente. No estado do Paraná as 

cultivares de laranja doce mais plantadas são Pera, IAPAR 73, Folha Murcha e Valência 

(MAPA, 2016). 

A reação das cultivares à bactéria também está ligada com as condições climáticas da 

região. Em regiões asiáticas, por exemplo, a ordem de suscetibilidade decresce para limas 

ácidas, algumas variedades de limão, pomelos e laranjas doces. Em outras regiões laranja 

doce Bahia é severamente afetada, enquanto que a Valência se comporta como resistente 

(REEDY e MURTY, 1990). 

Carvalho et al. (2015) avaliaram a resistência ao cancro cítrico em 186 genótipos de 

citros em condições de campo no estado do Paraná incluindo espécies de laranja doce (Citrus 
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sinensis), tangerina (C. reticulata), tangerina do Mediterrâneo (C. deliciosa), tangerina 

Clementina (C. clementina), tangerina Satsuma (C. unshui), laranja azeda (C. aurantium), 

limão (C. limon), lima ácida (C. aurantifolia), toranja (C. grandis) e quatro híbridos (C. 

reticulata x Citrus sp., C. reticulata x C. paradisi, C. reticulata x C. sinensis, e C. unshui x C. 

sinensis). Os autores observaram que nenhum genótipo foi totalmente imune à bactéria, 

porém alguns apresentaram alto grau de resistência, como o genótipo Muscia (C. reticulata), 

enquanto outros se comportaram como altamente suscetíveis, como é o caso da Valencia Frost 

(C. sinensis). 

 

 

5. Folhas destacadas 

 

A metodologia de folha destacada é definida como a manutenção de folhas em 

condições favoráveis à sua existência por vários períodos após o destacamento da planta mãe, 

com ou sem algum parasita (YARWOOD, 1946). A avaliação de doenças através deste 

método permite inocular e mantê-las em condições favoráveis para o desenvolvimento dos 

sintomas (CLINTON e McCORMICK, 1924; RANDHAWA e CIVEROLO, 1985; 

HAMMERSCHLAG, 1988). 

Esta metodologia permite uma economia de espaço, material biológico, inóculo, 

facilidade de observação, controle e manipulação, menor custo e consegue-se trabalhar com 

um número maior de genótipos ou repetições. Quando bem acondicionadas, as folhas 

destacadas mantem suas funções vitais ativas, como transpiração, respiração, fotossíntese etc. 

Um dos fatores limitantes para esta técnica é a rápida senescência e degeneração dos tecidos 

foliares (CLINTON e McCORMICK, 1924; YARWOOD, 1946; GONÇALVES-ZULIANI, 

2014). 

Estudos demonstram a eficiência do método de folhas destacadas para avaliação de 

doenças. Medeiros et al. (2011) avaliaram a sensibilidade de 8 genótipos de pessegueiro à 

bactéria Xanthomonas arboricola pv. pruni e os resultados em folhas destacadas confirmaram 

os obtidos em casa de vegetação. Francis et al. (2010b) realizaram bioensaios de resistência 

de cultivares de citros à bactéria X. citri subsp. citri e concluíram que esta metodologia é útil 

para caracterizar e diferenciar fenotipicamente a reação da bactéria nas cultivares em estudo. 

Gonçalves-Zuliani et al. (2016b) também avaliaram a resistência de genótipos de citros à X. 

citri subsp. citri pela metodologia de folhas destacadas e concluíram que é possível comparar 
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os genótipos utilizados quanto ao grau de suscetibilidade da bactéria observando e medindo o 

diâmetro das lesões. 
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CAPÍTULO I 

 

ESTUDO DA RESISTÊNCIA DE GENÓTIPOS DE CITROS à Xanthomonas citri subsp. 

citri EM CONDIÇÕES DE CASA DE VEGETAÇÃO 
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RESUMO 

O cancro cítrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri é uma das doenças mais 

prejudicais a cultura dos citros atualmente devido à inviabilidade dos frutos tanto para 

consumo in natura quanto para o processamento industrial. Devido a ausência de medidas 

eficazes de controle desta doença, a utilização de variedades menos suscetíveis tem sido uma 

das alternativas estudadas para um possível controle da doença. Desta forma, o objetivo deste 

capítulo foi avaliar diferentes genótipos de citros quanto a resistência ao cancro cítrico em 

condições de casa de vegetação. Um total de 16 genótipos foi utilizado no estudo, os mesmos 

foram mantidos em casa de vegetação durante todo o experimento. Foram realizados dois 

ensaios, um de março a maio de 2016 e o outro de outubro a dezembro do mesmo ano. As 

plantas foram inoculadas com uma suspensão bacteriana de 108 UFC/mL que foi previamente 

ajustada em aparelho espectrofotômetro e inoculada na planta através de ferimentos com uma 

agulha de 0,55 x 0,20 mm com constante molhamento. A medida foi realizada através do 

diâmetro da lesão das folhas inoculadas com o auxilio de um paquímetro digital. Nos dois 

ensaios foi possível observar sintomas característicos da doença e o avanço da mesma ao 

longo do tempo. Os resultados mostraram que os genótipos foram agrupados em três grupos 

distintos de similaridade e classificados como resistentes, intermediários e suscetíveis a 

doença cancro cítrico. O genótipo ‘Natal 261’ se destacou apresentando o menor diâmetro de 

lesão e foi classificado como o mais resistente, enquanto que o genótipo ‘Westin 16-319’ 

apresentou maior diâmetro de lesão sendo classificado como o mais suscetível. Estudos 

futuros são necessários para estudar o comportamento desses mesmos genótipos a campo. 

 

Palavras-chave: Diâmetro da lesão. Cancro cítrico. Suscetibilidade.  
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ABSTRACT 

Citrus canker, caused by the bacterium X. citri subsp. citri is one of the most damaging 

diseases for the industrial citrus crop due to fruit unfeasibility for both in natura and industrial 

consumption. Due to the absence of effective measures to control this disease, the use of less 

susceptible varieties has been one of the alternatives studied for a possible control of the 

disease. Thus, the objective of this chapter was to evaluate different citrus genotypes for 

resistance to citrus canker under greenhouse conditions. A total of 16 genotypes were used in 

the study, they were kept in the greenhouse during the whole experiment. Two trials were 

carried out, one from March to May 2016 and the other from October to December of the 

same year. The plants were inoculated with a bacterial suspension of 108 UFC/mL that was 

previously adjusted in a  spectrophotometer and inoculated in the plant with a 0.55 x 0.20 mm 

needle with constant wetting. The measurement was made through the lesion diameter of the 

inoculated leaves with the aid of a digital caliper. In both trials, it was possible to observe the 

characteristic symptoms of the disease and its progression over time. The results showed that 

the genotypes are grouped into three distinct groups of similarity and classified as resistant, 

intermediate and susceptible to citrus canker disease. The 'Natal 261' genotype showed the 

smallest diameter of the lesion and was classified as the most resistant, while the 'Westin 16-

319' genotype had the highest lesion diameter being classified as the most susceptible. Future 

studies are needed to study the behavior of same genotypes in the field. 

 

Keywords: Diameter of lesion. Citrus canker. Susceptibility. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O cancro cítrico causado por Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006), 

é uma doença de significativa importância econômica em todo o mundo (ALEGRIA et al., 

2005). Os sintomas são presentes em folhas, frutos e ramos e se baseiam em lesões salientes e 

eruptivas apresentando coloração amarela a marrom e circundada por um halo amarelo 

(BRUNINGS & GABRIEL, 2003; LARANJEIRA et al., 2005). 

A bactéria penetra na planta através de aberturas naturais como estômatos e 

lenticelas ou por ferimentos (GRAHAM et al., 1992). Inoculações artificiais são utilizadas 

para estudos de resistência a doença (BOCK et al., 2010; FRANCIS et al., 2010; 

GONÇALVES-ZULIANI et al., 2016a; 2016b). O estudo a campo permite analisar de forma 

mais natural possível o comportamento e avanço da doença (CARVALHO et al., 2015). 

As medidas de controle para esta doença são inexistentes ou ineficazes quando 

utilizadas. O manejo mais adequado desta doença é a utilização de variedades menos 

suscetíveis a doença e aplicação de produtos cúpricos que tem a função de proteção dos 

tecidos mais suscetíveis ao ataque do patógeno (LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990; KOLLER 

et al., 2006). 

O estudo da resistência ao cancro com inoculação da bactéria com agulha e a 

avaliação dos sintomas através da medida do diâmetro da lesão é uma opção rápida, de baixo 

custo e que permite trabalhar com um número elevado de genótipos e repetições (VILORIA et 

al., 2004). Estudos relatam que a relação entre experimentos conduzidos a campo e em casa 

de vegetação fornecem resultados similares quanto a comparação entre genótipos 

(GRAHAM; GOTTWALD, 1990). 

Diante do exposto, o objetivo deste capítulo foi comparar à nível de casa de 

vegetação 16 genótipos de citros quanto a resistência à bactéria X. citri subsp. citri. 

 

 

  



22 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

1. Material Biológico 

 

Um total de 16 genótipos de citros (Tabela 1) foram utilizados no estudo, todos 

provenientes do Viveiro de Mudas Pratinha (VMP), localizado na cidade de Atalaia-PR e 

enxertados sob limão-cravo (C. limonia). A estirpe bacteriana X. citri subsp. citri 306 (Xcc 

306), obtida do acervo de culturas puras do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), foi 

utilizada para inoculação nas plantas. A utilização desta estirpe é recomendada, pois é a 

estirpe de Xanthomonas que teve o seu genoma totalmente sequenciado. A bactéria foi 

mantida refrigerada em tampão fosfato salino (PBS) [Composição: A: [Solução salina 3M: 

175,32 g de Cloreto de sódio e 100 0mL de água destilada], B: [Tampão fosfato 0,2M: 27,598 

g de fosfato de sódio monobásico 0,2M e 1000 mL de água destilada + 28,392 g de fosfato de 

sódio dibásico 0,2M e 1000 mL de água destilada], ajustar o pH da solução B com a solução 

A para 7,2] no laboratório do Núcleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA) da 

Universidade Estadual de Maringá (UEM), Maringá-Pr. 
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Tabela 1. Genótipos de citros utilizados no experimento em casa de vegetação. 

Sequência Genótipo Nome comum Nome científico 

1 Pêra 460 Laranja doce C. sinensis 

2 Pêra 331 ‖ ‖ 

3 Pêra 329 ‖ ‖ 

4 Pêra 436 ‖ ‖ 

5 Valência 326 ‖ ‖ 

6 Natal M9-324 ‖ ‖ 

7 Natal M9-350 ‖ ‖ 

8 Natal 245 ‖ ‖ 

9 Natal 261 ‖ ‖ 

10 Natal 308 ‖ ‖ 

11 Westin 16-319 ‖ ‖ 

12 Westin 340 ‖ ‖ 

13 Rubi 353 ‖ ‖ 

14 Rubi 251 ‖ ‖ 

15 Bahia 25-462 ‖ ‖ 

16 Murcott 280 Tangor C. reticulata x C. sinensis 

 

 

2. Implantação do experimento 

 

O experimento foi implantado em casa de vegetação pertencente ao Núcleo de 

Pesquisa em Biotecnologia Aplicada da Universidade Estadual de Maringá, Maringá, Paraná. 

O experimento foi conduzido em duas épocas distintas, sendo que o primeiro ocorreu de 

março a maio e o segundo de outubro a dezembro, ambos em 2016. 

Os genótipos foram alocados na casa de vegetação em bancada a aproximadamente 

0,70 m do chão, foi utilizada irrigação automática na qual todas as plantas recebiam a mesma 

vazão. Foram realizadas adubações periódicas de NPK e micronutrientes via solo e via foliar 

baseados na necessidade da cultura e também aplicações de produtos químicos para o controle 

de ácaro, mosca-branca e larva-minadora-do-citros. A aplicação de fosfito na base do caule 

foi utilizada para prevenção de gomose devido às condições climáticas favoráveis para o 

desenvolvimento do fungo. Aproximadamente 50 dias antes do início do experimento, as 

plantas foram podadas com o auxílio de uma tesoura de poda para que pudesse obter folhas 
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jovens, homogêneas e com expansão foliar entre 75 a 100% (VILORIA et al., 2004). A poda 

foi realizada acima da primeira gema de crescimento. 

 

 

3. Preparo do inóculo 

 

A preparação do inóculo ocorreu a partir de culturas puras da estirpe bacteriana Xcc 

306. Para a reativação da bactéria, que estava mantida refrigerada em tampão PBS, houve o 

semeio da mesma em placas de Petri contendo meio Manitol Glutamate Yeast [MGY] (10 g 

de manitol, 2 g de ácido L-glutâmico, 0,5 g de K2HPO
4, 0,2 g de NaCl, 0,2g de MgSO4.7H2O, 1 

g de extrato de levedura, 15 g de ágar e 1000mL de água destilada) e acondicionamento em 

estufa bacteriológica por 48 horas a 28 ºC. Após esse período, a bactéria foi recolhida em 

microtubos de 1,5 mL contendo tampão PBS, tornando-se assim uma suspensão bacteriana, 

para ajuste de concentração. O ajuste procedeu-se através do aparelho espectrofotômetro, no 

qual a concentração foi ajustada para 108 unidades formadoras de colônias. mL-1 (UFC) 

referindo-se a uma leitura de 600 nm no aparelho (BELASQUE JR.; JESUS JR., 2006). 

 

 

4. Confirmação do inóculo 

 

Para confirmação de que o inóculo correspondia a estirpe Xcc 306, foi realizada a 

extração de DNA total e amplificação por PCR convencional utilizando um par de iniciadores 

específicos [Xac 01 e Xac 02] (COLETTA-FILHO et al., 2005) e posteriormente corrida em 

gel de agarose a 1% corado com brometo de etídeo. O produto foi visualizado em aparelho 

fotodocumentador equipado com luz ultravioleta. 

 

 

5. Inoculação e avaliação dos sintomas 

 

Para inoculação da bactéria nas plantas, foi utilizada a metodologia de ferimento com 

agulha de 0,55 x 0,20 mm desinfestada logo após imersão da mesma na suspensão bacteriana 

com concentração previamente ajustada. Foram realizadas 6 perfurações subepidérmicas 

(atravessando o limbo foliar) em cada folha, sendo 3 em cada lado do limbo e equidistantes. A 
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inoculação ocorreu em 5 plantas por genótipo e 6 folhas por planta, totalizando 30 folhas de 

um mesmo genótipo. Durante todo o experimento, as plantas foram mantidas em casa de 

vegetação com irrigação e temperatura adequadas para favorecer o desenvolvimento da 

doença.  

A avaliação dos sintomas se deu através da medição do diâmetro da lesão com um 

paquímetro digital de cada folha inoculada. Procurou-se medir a mesma lesão da folha para 

que não ocorresse divergência entre a medida das lesões no decorrer do experimento. As 

avaliações no primeiro e segundo ensaio ocorreram aos 19, 25, 33, 39, 46, 61, 68 e 76 dias 

após a inoculação [DAI] (GONÇALVES-ZULIANI et al. 2016a). Para cada dia de avaliação 

foram medidos 30 diâmetros de cada genótipo, ou seja, uma lesão por folha inoculada. A 

avaliação do diâmetro ocorreu na face abaxial da folha, pois é onde o sintoma em folhas 

inoculadas são mais evidentes, e desconsiderou-se o halo amarelo quando presente.  

 

 

6. Análise dos dados 

 

Os resultados obtidos foram submetidos a comparação entre os tratamentos através 

de análise de variância e Scott-Knott a 5% de probabilidade por meio do software R (R Core 

Team, 2016). A partir das médias dos diâmetros das lesões foi possível determinar a Área 

Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD). A utilização da AACPD é altamente 

recomendada, pois além de fazer uso de todos os dados levantados nas avaliações, ela não é 

afetada por fatores que podem influenciar no desenvolvimento da doença (VARGAS, 2008). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Nos dois ensaios realizados todos os genótipos apresentaram sintomas característico 

da doença cancro cítrico. No primeiro ensaio os sintomas iniciaram aos 15 DAI, no segundo 

aos 13 DAI e foi possível observar visualmente uma evolução dos sintomas ao longo do 

tempo em ambos os ensaios. Esses dados estão de acordo com Nociti et al. (2006) que 

inoculando Xcc em plantas cítricas, em condições de casa de vegetação, através de ferimentos 

com agulha, observaram que os sintomas da doença foram possíveis de serem observados 

entre 9,1 a 17,3 DAI. 

A Figura 1 apresenta as médias para a área abaixo da curva de progresso da doença 

(AACPD) e é possível visualizar a formação de três grupos distintos, sendo possível 

classificar os genótipos em estudo como menos suscetíveis, moderadamente suscetíveis e 

mais suscetíveis de acordo com o diâmetro da lesão. Os genótipos que se comportaram como 

menos suscetíveis foram ‘Natal 261’, ‘Pera 436’, ‘Natal M9-350’ e ‘Natal 245’; como 

moderadamente suscetíveis foram ‘Valência 326’, ‘Natal M9-324’, ‘Rubi 251’, ‘Pera 329’, 

‘Morcott 280’, ‘Pera 331’, ‘Natal 308’ e; como mais suscetíveis ‘Westin 340’, ‘Pera 460’, 

‘Bahia 25-462’, ‘Rubi 353’ e ‘Westin 16-319’. Dentre esses genótipos, ‘Natal 261’ se 

comportou como o mais resistente e ‘Westin 16-319’ como o mais suscetível. Esses genótipos 

foram selecionados em pomares comerciais de diferentes regiões do estado de São Paulo e do 

Paraná, que se destacaram em relação aos demais, quanto a doença cancro cítrico, um dos 

motivos do genótipo ‘Natal 261’ ter se comportado como resistente neste estudo, visto que de 

maneira geral laranja ‘Natal’ se comporta como suscetível. A metodologia de classificação 

dos genótipos já foi utilizada por outros autores, Vargas et al. (2013) avaliando 80 genótipos 

de citros em condições de campo, classificou-os em cinco grupos distintos: resistentes, 

moderadamente resistentes, moderadamente suscetíveis, suscetíveis e muito suscetível.  
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Figura 1. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) obtida através do 

diâmetro médio das lesões de acordo com a resposta dos genótipos à inoculação com X. citri 

subsp. citri. 

 

 

 

A Figura 2 apresenta a área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) por 

variedade e a Figura 3 representa os perfis por variedade em função do diâmetro da infecção e 

dos dias de avaliação. É possível observar que, de maneira geral, todos os genótipos 

apresentaram um aumento no diâmetro da infecção ao longo do tempo. Tomando como base o 

genótipo ‘Westin 16-319’ observa-se o contínuo aumento da lesão nos dias avaliados com 

médias de AACPD superiores e valores de diâmetro da infecção elevados. Comparando com 

o genótipo ‘Natal 261’ observamos que o aumento do diâmetro da lesão também foi contínuo, 

porém suave, apresentando valores máximos de AACPD de aproximadamente 75. A Figura 4 

representa folha inoculada do genótipo ‘Westin 16-319’ e do genótipo ‘Natal 261’. 

Visualmente é possível verificar que existem diferenças significativas entre o tamanho das 

lesões dos dois genótipos analisados. Carvalho et al. (2015) avaliando um grande número de 

genótipos de citros, também constataram uma significativa diferença de diâmetro da lesão 

entre os genótipos ‘Westin’ e ‘Natal’. 
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Figura 2. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) por variedade em função 

dos dias de avaliação. 

 

 

 

 

 
 

Figura 3. Perfis por variedade em função do diâmetro da infecção e dos dias transcorridos. 
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Figura 4. Folha de citros inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri aos 76 dias após a 

inoculação (DAI) dos genótipos ‘Natal 261’ (à esquerda) e ‘Westin 16-319’(à direita). 

 

 

Analisando a Tabela 2 observamos que os valores da AACPD variaram de 67,64 a 

103,18. Isso indica que há uma variação do grau de suscetibilidade entre os genótipos 

estudados. Os menores valores foram apresentados pelos genótipos ‘Natal 261’, ‘Pera 436’, 

‘Natal M9-350’ e ‘Natal 245’ formando o grupo de similaridade C. Os genótipos ‘Valência 

326’, ‘Natal M9-324’, ‘Rubi 251’, ‘Pera 329’, ‘Morcott 280’, ‘Pera 331’, ‘Natal 308’ 

formaram o grupo B. E os genótipos ‘Westin 340’, ‘Pera 460’, ‘Bahia 25-462’, ‘Rubi 353’ e 

‘Westin 16-319’ o grupo A. O grupo C foi representado pelo genótipo ‘Natal 261’, o grupo B 

por ‘Pera 329’ e o C por ‘Westin 16-319’. 

Amaral et al. (2010) estudaram 582 acessos de citros, dentre eles laranjas doce, 

tangerinas e híbridos, em condições de casa de vegetação com inoculação artificial com spray 

de Xcc, observaram que 13% são resistentes, 42% moderadamente resistentes, 20% suscetível 

e 25% altamente suscetível em relação a bactéria.  
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Tabela 2. Reação dos genótipos de citros ao cancro cítrico em relação a AACPD distinguindo 

os grupos de similaridade. Maringá - PR, 2016.  

Genótipo AACPD Grupo de similaridade* Suscetibilidade 

Westin 16-319 103,18333 A Mais sucetível 

Rubi 353 96,78217 A ‖ 

Bahia 25-462 96,48333 A ‖ 

Pera 460 94,00750 A ‖ 

Westin 340 92,66367 A Moderamente suscetível 

Natal 308 82,39733 B ‖ 

Pera 331 80,16967 B ‖ 

Morcott 280 78,63067 B ‖ 

Pera 329 78,58550 B ‖ 

Rubi 251 76,60983 B ‖ 

Natal M9-324 76,01650 B ‖ 

Valencia 326 75,75217 B ‖ 

Natal 245 72,51767 C Menos suscetível 

Natal M9-350 71,18400 C ‖ 

Pera 436 68,74700 C ‖ 

Natal 261 67,64000 C ‖ 

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 

5% de probabilidade. 

 

 

Esses dados estão de acordo com Deng et al. (2010) que estudando 14 acessos de 

citros inoculados artificialmente com X. citri subsp. citri e mantidos em casa de vegetação 

constataram que oito acessos de C. michangensis e cinco de C. junos apresentaram diferentes 

respostas quando inoculados com a bactéria, indicando diversidade na suscetibilidade da 

espécie. Gonçalves-Zuliani et al. (2016a) avaliaram 25 genótipos de ‘Pera’ inoculados com X. 

citri subsp. citri através de agulha em condições de casa de vegetação e constataram que há 

diferenças significativas entre os diâmetros médios das lesões avaliadas indicando diferença 

na suscetibilidade. Carvalho et al. (2015) avaliaram a resistência ao cancro cítrico em 186 

genótipos de citros em condições de campo incluindo espécies de laranjas doce, tangerinas, 

limões, limas ácidas, toranjas, e híbridos e observaram diferenças significativas entre os 

genótipos em estudo demonstrando que nenhum deles foi totalmente imune à bactéria. 

Com o presente estudo concluímos que nenhum genótipo foi totalmente imune a 

bactéria, visto que todos eles apresentaram sintomas característicos da doença e evolução dos 

mesmos ao longo do tempo. Estudos futuros são necessários para verificar o comportamento 

desses mesmos genótipos em condições de campo e, em especial, se o genótipo ‘Natal 261’ se 

comportará como o mais resistente, podendo ser utilizado para trabalhos de melhoramento 

genético visando um possível controle da doença cancro cítrico. 
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ESTUDO DA RESISTÊNCIA DE GENÓTIPOS DE CITROS à Xanthomonas citri subsp. 

citri EM FOLHAS DESTACADAS 
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RESUMO 

Na cultura do citros, diversas doenças prejudicam a comercialização e industrialização de seus 

frutos. Uma delas é o cancro cítrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), uma 

doença que, após a entrada na planta, ocasiona sintomas que prejudicam as folhas, frutos e em 

casos mais severos os ramos. O objetivo deste capítulo foi estudar, utilizando a metodologia 

de folha destacada, a resistência de 16 genótipos de citros. Foram coletadas folhas dos 

genótipos em estudo e as mesmas foram inoculadas com uma suspensão bacteriana de Xcc 

previamente ajustada em aparelho espectrofotômetro. As folhas inoculadas foram 

acondicionadas em tubos do tipo Falcon® contendo agua de torneira suficiente para cobrir 

parte do ramo e metade do pecíolo. Os tubos foram mantidos em condição ambiente. O 

diâmetro da lesão foi mensurado aos 3, 7 e 14 dias após a inoculação (DAI), utilizando um 

paquímetro digital. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e teste Scott-

Knott a 5% de probabilidade. Aos 3 DAI foi possível verificar o inicio dos sintomas 

característicos da doença em todas os genótipos em estudo. ‘Pera 436’ se mostrou como o 

genótipo mais resistente apresentando o menor diâmetro de lesão, enquanto que ‘Westin 340’ 

foi o mais suscetível apresentando maior diâmetro de lesão. Além disso, todos os genótipos 

apresentaram evolução dos sintomas ao longo do tempo. Folha destacada é uma técnica que 

permite resultados prévios, porém consistentes e rápidos, devido a simplicidade da 

metodologia empregada.  

 

Palavras-chave: Bactéria. Genótipos. Suscetibilidade.  
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ABSTRACT 

In the citrus crop, several diseases affect the commercialization and industrialization of its 

fruits. One of these is citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc), a disease 

that, after entering the plant, causes symptoms that damage the leaves, fruits and in more 

severe cases the branches. The objective of this chapter was to study the resistance of 16 

citrus genotypes using the detached leaf methodology. Leaves of the genotypes under study 

were collected and inoculated with a bacterial suspension of Xcc previously adjusted in a 

spectrophotometer apparatus. The inoculated leaves were packaged in Falcon® tubes 

containing enough tap water to cover part of the branch and half of the petiole. The tubes 

were maintained at ambient conditions. The diameter of the lesion was measured at 3, 7 and 

14 days after inoculation (DAI), using a digital caliper. Data were submitted to analysis of 

variance and Scott-Knott test at 5% probability. At 3 DAI, it was possible to verify the onset 

of the characteristic symptoms of the disease in all genotypes under study. 'Pera 436' was 

shown to be the most resistant genotype presenting the smallest lesion diameter, while 'Westin 

340' was the most susceptible presenting larger lesion diameter. In addition, all genotypes 

showed evolution of symptoms over time. Detached leaf is a technique that allows previous 

results, consistent and fast, due to the simplicity of the methodology used. 

 

Keywords: Bacterium. Genotypes. Susceptibility. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A citricultura é vulnerável a diversas doenças, dentre elas temos o cancro cítrico 

causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006). Considerado 

uma grave doença para esta cultura (GOTTWALD, 2002), a entrada da bactéria na planta 

depende de aberturas naturais como estômatos, hidatódios e lenticelas e também ferimentos, 

sempre seguidos da presença de água (GOTTWALD; GRAHAM, 1992; GRAHAM et al., 

1992; BOCK et al., 2009). A bactéria coloniza os tecidos da planta provocando os sintomas 

característicos da doença e em casos mais severos ocorre desfolha da planta e queda dos 

frutos (GOTTWALD; GRAHAM, 1992; GOTTWALD et al., 1993). No Brasil, as plantas 

cítricas se tornam mais vulneráveis ao ataque da bactéria no verão, onde o clima apresenta 

ventos, chuva e temperatura elevada (LARANJEIRA et al., 2005). 

Os sintomas estão presentes em folhas e frutos e em casos mais severos, nos ramos. 

Nas folhas são caracterizados por lesões circulares, eruptivas, corticosas, com coloração 

variando de amarelo a marrom, e circundadas por um halo amarelo. A presença do halo 

amarelo reduz a área fotossinteticamente ativa da folha causando senescência prematura da 

mesma (LARANJEIRA et al., 2005; BOCK et al., 2011). 

A utilização de produtos à base de cobre visa reduzir a severidade da doença na 

planta, visto seu efeito de proteção do tecido, porém não possui efeito curativo e não elimina a 

utilização de práticas de manejo como utilização de variedades menos suscetíveis à doença 

(LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990; BEHLAU et al., 2007). 

A metodologia de folha destacada é um bioensaio que permite manter a folha viva 

quando retirada da planta mãe. Apresenta vantagens em relação ao espaço, material vegetal e 

inóculo. Foi inicialmente desenvolvida e utilizada para estudos de fisiologia vegetal, sendo 

posteriormente utilizada por fitopatologistas em estudos de inoculação e fisiologia do 

parasitismo (YARWOOD, 1946). 

O objetivo deste capítulo foi avaliar através da metodologia de folha destacada a 

reação de 16 genótipos de citros quando inoculados com a bactéria X. citri subsp. citri. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

1. Material vegetal e biológico 

 

Foram avaliados 16 genótipos de citros (Tabela 1), provenientes do Viveiro de 

Mudas Pratinha (VMP) e enxertados sob limão-cravo (C. limonia). Os genótipos incluíam 

variedades de laranja doce ‘Pêra’, ‘Valência’, ‘Natal’, ‘Westin’, ‘Rubi’, ‘Bahia’, e o híbrido 

‘Morcott’. A estirpe bacteriana de X. citri subsp. citri utilizada para inoculação nas folhas foi 

a Xcc 306, pois possui seu genoma completamente sequenciado. A bactéria era proveniente 

do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR) e estava armazenada em condições adequadas 

no laboratório do Núcleo de Pesquisa em Biotecnologia Aplicada (NBA) da Universidade 

Estadual de Maringá (UEM). 

 

Tabela 1. Genótipos de citros utilizados no experimento de folhas destacadas. Maringá – PR, 

2016. 

Sequência Genótipo Nome comum Nome científico 

1 Pêra 460 Laranja doce Citrus sinensis 

2 Pêra 331 ‖ ‖ 

3 Pêra 329 ‖ ‖ 

4 Pêra 436 ‖ ‖ 

5 Valência 326 ‖ ‖ 

6 Natal M9-324 ‖ ‖ 

7 Natal M9-350 ‖ ‖ 

8 Natal 245 ‖ ‖ 

9 Natal 261 ‖ ‖ 

10 Natal 308 ‖ ‖ 

11 Westin 16-319 ‖ ‖ 

12 Westin 340 ‖ ‖ 

13 Rubi 353 ‖ ‖ 

14 Rubi 251 ‖ ‖ 

15 Bahia 25-462 ‖ ‖ 

16 Morcott 280 Tangerina Citrus reticulata x Citrus sinensis 
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2. Implantação do experimento 

 

As folhas utilizadas no experimento foram coletadas das mudas de citros que 

estavam alocadas em casa de vegetação pertencente ao NBA-UEM.  Foram selecionados 

ramos sadios e com o mesmo estádio de maturação. Os ramos passaram por uma sanitização 

que compreendia mergulhá-los em solução de hipoclorito de sódio a 1% por 1 minuto, água 

destilada e solução com fungicida Comet® na concentração de 500 µL do produto comercial 

em 3 litros de água destilada. A solução com fungicida se fez necessária devido a presença de 

fungos oportunistas que diminuíam a longevidade das folhas utilizadas no experimento. Após 

a sanitização, os ramos foram cortados com o auxilio de uma tesoura de poda de modo que 

junto à folha e ao pecíolo permanecesse parte do ramo.  

 

 

3. Inoculação, Acondicionamento e Avaliação dos sintomas 

 

A inoculação se deu por meio de perfuração do limbo foliar com agulha desinfestada 

(0,55 x 0,20mm) logo após a imersão da mesma em suspensão bacteriana previamente 

ajustada a 108 UFC.mL-1. Realizou-se 4 furos em cada lado do limbo foliar, totalizando 8 

furos por folha e 60 folhas por genótipo. A necessidade de grande quantidade de folhas 

inoculadas é de que as mesmas, após um período de incubação, começam a senescer. 

Após a inoculação, as folhas foram acondicionadas em tubos de 50 mL do tipo 

Falcon® que continha água de torneira suficiente para cobrir parte do ramo e metade do 

pecíolo, sem atingir o limbo foliar (Figura 1). O tubo permaneceu durante todo o experimento 

com a tampa fechada pela metade para que ocorresse a transpiração da folha e a água foi 

resposta para que a umidade se mantivesse. 

A avaliação do diâmetro da lesão com o auxilio de um paquímetro digital ocorreu 

juntamente com o início dos sintomas, aos 3 dias após a inoculação (DAI). Outras duas 

medidas foram realizadas ao longo do experimento, uma aos 7 e outra aos 14 DAI. Nos três 

dias avaliados foram medidas 5 lesões por folha em 8 folhas por genótipo, totalizando 40 

medidas de diâmetro por genótipo. 
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Figura 1. Folha de citros acondicionada em tubo Falcon® e com água suficiente. 

 

 

4. Análise dos dados 

 

Os tratamentos foram comparados através de análise de variância e teste estatístico 

Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o software R (R Core Team, 2016). A partir das 

médias dos diâmetros das lesões foi possível determinar a Área Abaixo da Curva de Progresso 

da Doença (AACPD). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Todos os 16 genótipos utilizados no estudo apresentaram os sintomas da doença 

cancro cítrico quando foram inoculados com a bactéria X. citri subsp. citri e mantidos em 

condições de folha destacada. Os sintomas se iniciaram aos 3 dias após a inoculação (DAI) e 

evoluíram ao longo do tempo. Gottwald e Graham (2000) observaram em seus estudos de 

folha destacada inoculadas com a bactéria do cancro cítrico que os sintomas são possíveis de 

serem observados entre dois a quatro dias após a inoculação. Wang et al. (2011) estudaram a 

resposta de espécies cítricas a inoculação de X. citri subsp. citri e observaram que os sintomas 

iniciaram aos 3 dias após a inoculação. As lesões foram observadas na face abaxial da folha 

com características esponjosas, salientes e coloração branca. Esses dados também estão de 

acordo com Wang et al. (2011) que observaram os mesmos sintomas característicos. 

Observando a Tabela 2 e a Figura 2 é possível observar que os genótipos diferiram 

entre si e os mesmos foram agrupados de acordo com o diâmetro médio das lesões. O 

genótipo ‘Pera 436’ se mostrou como o mais resistente, enquanto que ‘Westin 340’ como o 

mais suscetível. Foi possível o agrupamento das variedades em estudo em 7 grupos distintos. 

O genótipo ‘Pera 436’ foi o que mais se destacou em relação ao demais, ocupando a posição 

de genótipo mais resistente à doença. ‘Morcott 280’ e ‘Valência 326’ ocuparam o segundo 

grupo; ‘Natal M9-324’, ‘Pera 329’, ‘Pera 460’, ‘Natal 308’, ‘Natal 261’ e ‘Westin 16-319’ o 

terceiro grupo; ‘Bahia 25-462’. ‘Rubi 353’ o quarto grupo; ‘Natal M9-350’, ‘Pera 331’ e 

‘Natal 245’ o quinto grupo; ‘Rubi 251’ e ‘Westin 340’ representaram de forma solitária os 

grupos seis e sete, respectivamente, sendo que o genótipo ‘Westin 340’ foi o que se 

comportou como mais suscetível à doença. 

Amaral et al. (2010) em seus estudos avaliaram 582 acessos de citros quanto à 

resistência ao cancro cítrico e observaram que, de maneira geral, a variedade ‘Pera’ se 

enquadra no grupo das variedades mais resistentes e ‘Westin’ no mais suscetível. As demais 

variedades também estão de acordo com os resultados obtidos pelos autores. 

Gonçalves-Zuliani et al. (2016) estudaram nove genótipos de citros em condições de 

folha destacada inoculadas com X. citri subsp. citri e observaram que há diferenças na 

resistência desses genótipos e também constataram que um genótipo ‘Pera’ se mostrou como 

o mais resistente. 
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Figura 2. Médias para Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) agrupando 

os genótipos em estudo por cor. 

 

 

 
 

 

 

Figura 3. Amostra de folha destacada de ‘Pera 436’ (à esquerda) e ‘Westin 340’ (à direita) aos 

14 dias após a inoculação (DAI). 
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A figura 4 mostra a AACPD por variedade isolada ao longo dos dias de avaliação (3, 

7 e 14 DAI) e a figura 5 os perfis por variedade em função do diâmetro da infecção e dos dias 

de avaliação. É possível observar um aumento crescente ao longo do tempo e claramente 

distinguimos a variedade mais resistente da mais suscetível. Constata-se que o genótipo 

‘Westin 340’ apresenta valores de AACPD de 30 e diâmetro da infecção superior a 3 mm aos 

14 DAI, enquanto que ‘Pera 436’ apresenta valores de AACPD de aproximadamente 15 e 

diâmetro da infecção inferior a 1,5 mm aos DAI.  

 

 

Figura 4. Área Abaixo da Curva de Progresso da Doença (AACPD) por variedade, em função 

dos dias de avaliação. 
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Figura 5. Perfis por variedade em função do diâmetro da infecção e dos dias de avaliação. 

 

Analisando-se a Tabela 2 verificamos que houve a formação de 7 grupos de 

similaridade. Levando em consideração variedades mais resistentes, o genótipo ‘Pera 436’ 

apresentou menor valor de AACPD, o genótipo ‘Morcott 280’ representou o grupo f, ‘Natal 

M9-324’ o grupo e, ‘Bahia 25-462’ grupo d, ‘Natal M9-350’ grupo c, ‘Rubi 251’ e ‘Westin 

340’ os grupos b e a, respectivamente. Gonçalves-Zuliani et al. (2016) também agruparam os 

genótipos em avaliação em grupos de similaridade. Vargas et al. (2013) estudando genótipos a 

campo também verificaram que houve diferenças significativas entre os mesmos. 
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Tabela 2. Reação dos genótipos de citros ao cancro cítrico em relação à AACPD distinguindo 

os grupos de similaridade em função dos diâmetros da lesão. Maringá – PR, 2016. 

Genótipo AACPD Grupo de 

similaridade* 

Suscetibilidade 

Westin 340 29,77063 a + 

Rubi 251 28,09950 b ++ 

Natal 245 23,50575 c +++ 

Pera 331 22,64650 c +++ 

Natal M9-350 22,22263 c +++ 

Rubi 353 21,27112 d ++++ 

Bahia 25-462 20,91225 d ++++ 

Westin 16-319 20,07500 e +++++ 

Natal 261 20,07488 e +++++ 

Natal 308 19,95113 e +++++ 

Pera 460 19,88850 e +++++ 

Pera 329 19,31663 e +++++ 

Natal M9-324 19,28200 e +++++ 

Valência 326 18,23300 f ++++++ 

Morcott 280 18,13162 f ++++++ 

Pera 436 13,70012 g +++++++ 

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott. 

 

Conclui-se que estudos utilizando a metodologia de folha destacada são eficientes 

para separar variedades de acordo com a resistência ao cancro cítrico. Esses ensaios permitem 

resultados rápidos, precisos, com economia de tempo e espaço e abrange um elevado número 

de amostras e repetições, porém não descarta a necessidade de estudos em casa de vegetação e 

principalmente a campo para confirmação dos resultados. As diferenças de suscetibilidade 

entre os genótipos são importantes, devido o fornecimento de resultados que podem ser 

utilizados em programas de melhoramento genético a fim de buscar o controle da doença 

cancro cítrico. 
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