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Desde sua identificação, em 1915, por Hasse, a 
bacteria XantqomQnâs ,ç].i;;.L.:i. (Hasse) Dow., agente causal do 
Cancro cítrico ou Cancrose A ? tem sido objeto de �studo em 
v�rias pa1tes do mundo, 

Devido sua alta pa.rogenicidade para citros em ge­
ral, esta bactéria tem sido pesquisada de uma forma espe­
cial, em diversas regiões do globo 7 principalmente, no que 
se refere .. ao método de contrÔle º Na Ásia, onde já foi con§. 
tatada desde há muito tempo, em qu.ase tÔda área citrícola , 
têm-se procurado o contrÔle através de tratamentos quÍmi - 
cos 1 porém em outras regiões onde a doença nã9 é consideraM 
da endêmica 

7 
têm-se aplicado apenas os métodos de erradica­

ção. 

Na Argentina, Paraguai e Uruguai é conhec.:i,.da a o­

corrência de uma cancrose em citros, chamada Cancrose B, a 
qual foi considerada uma doença de pouca importância econÔ­
mica 

1 
segundo FAWC:E:TT e BITil . .NC0URT (1940) • 

No Brasil, !• citri fôi relatada pela primeira 
v�z por· BITAJ.�·coUR'.I (1957).  Desde então, os  Governos da Uni 
ão e do Estado de São Pau.lo, vêm-se empenhando em campanha

de erradicação aêsse patÓgeno •. De acÔ!'do com a- Portaria dô 
Ministério da .Agricultura, o .sistema de erradicação do Can;,., 
cro Citrico, envolve a eliminaçã.o de pomares que se situam 
dentro de um raio de 1 quilómetro, a partir do foeo para e ... 
vitar a disseminaçã.o da bactéri'a. Apesar disso, o Cancro 
Cftrico constitui-se num dos problemas mais graves para a 
citric.u.ltura brasileira, uma. vez que esta doença pode com ... 
prometer seriamente a nossa citricultura que ·na produção t.Q 



- 2 -

, . tal ocupa o 3º. lugar no cenario mundial. 

A partir de 1963, uma cencrose com caracter!sti-
ca.s idênticas 1s cancrosesA e B, mas observada apenas em 
limoeiro Galego, 'em pomares muitas vêzes constituídos de 
diversas variedades cítricas, tem sido constatada ;m dive� 
sos municfpios do Estado de Sã.o Paulo. :Êste fato sugere a 

" • :i 
9 d t' ocorrenc1a ae t1ma nova coença, causa a por um pa ogeno que 

difere dos agentes causais das Cancroses A e B, já conheci 
das na literatura mundial. 

Em virtude da semelhança do quadro sintomatolÓgi 
co, os 1:iomares nos quais ela foi e onstatada vinham receben, 

,, . do o mesmo tratamento empregado para o Cai,'1.cro C1tr1co no 
que se refere ao método de erradicação. Êlste fato podaria 
constituir sério pr;blema. aos citricultores, uma vez que 
os focos dessa doença se 

"' . reas prox1mas aos.grande 
Esta.do (Figura 1). 

.. localizam� principalmente, nas a--
centros de produçio citrícola do 

,., Por essa razao ? o melhor conhecimento desta Can� 
crose e seu agente causal, passou a ser assunto de grande 
importância para o esclarecimento das relações que existem 
entre êste agente patogênico e�.�, de ocorrência já 
conhecida no Brasil. 

,

No presente trabalho e  feito um e-studo comparat_;L 
vo entre agente causal do Cancro cftrico e aquêle causador 
da Cancrose do limoeiro Galego. �stes patÓgenos for�m es ... 
tudados · empregando-se os testes usuais para identificação 
de bactérias, testes de patogenicid_ade, testes sero1Ógicos1
tendo-se recorrido inclusive �s técnicas envolvendo a uti ... 
lização de bacteriÓfagos. Os aspectos morfolÓgicos foram 
estudados com o auxilio de microscópio eletrônico. 
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Neste trabalho, a nova doença observada s8bre o 
limoeiro Galego, e o seu agente causal serão denominados, 
respectivamente, Cancrose do limoeiro Galego - CLG - e a 
bactéria do limoeiro Galego - BLG º Também para facilitar 
a terminologia, a bactéria X. gitJ_� será representada por 
sigla ... XC. 

ººººººººººº 
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2;1: Revisão sÔbre os tipos de cancrose dos citros 
----=--------· ... . . . �- ...,.____, .. .. ·- * " - --

A p.l"imeira citação de uma cancrose dos citros di­
ferente daquela· causada por i. dttl, foi relatada por ZE .... 
MAN (1934), em material proveniente da pro.vfncia de Corrien, 

-tes ... Argentina. FAWCETT (1936) confirmou a existência desta
nova forma de cancrose na Argentina como também no Uruguai ..
Segundo Faw9ett 7 estudos realizados no Departamento da Agr,1 ··
cultura dos Estsdos Unidos revelaram que a referida cancro ...
se era causada por outro agente patogênico, recebendo, pe,:r­
tanto, 'a denominação de Falsa Cancrose. FAWCETT e BITAN-

·. . 
I\ 

. . 

COURT (1940) relataram a ocorrencia de Falsa Cancrose, no
Paraguai e ·aenominaram-na de Cancrose B ou Cancrose Sú.l-Am�
rica.na, para .distinguÍ-la daquela causada por ! ... cdt!'i : a
qual denomin�ram de Cancr.ose A ou Can.crose Asiátiqa�· Os: r�
:feridos autores aventàram a hipotese de que se tratasse de
uma raça de l-11 illd e que, além desta., seria possfvel a o .... •'. A, . 

� 
. 

corr·'!:lnoia de outras raças. Os autores tambem consideraI'am
a Cancrose B, menos prejudicial··, uma vez que seus pr�ci ....

• · h ·. d . . ... 1 · l j "'d t i\ pais . ospe eir os, 11.moes, · 1mas e - ar an as Az.e as, . · em menor 
valor· comercial. BITANCOURT (1957) observou em 1939, a Can 
crose B em. um pé de limoeiro Géüego, no municipio de Si.o 
Borja...;Rio Grande •do Sul ., DU OH.ARME (1950) isolou de lesões 
de Cancrose B, uma bactéria cujas eolÔnias apresentavam uma 
pigmentação amarela. DU CHAR:M� (1951), posteriormente, eon 
seguiu a reprodução de sintomas em citros, inoculando a ba&; 
t�ria isolada p.or meio de ferimento nas i'Ôlhas. No .meS:i;t10 
trabaiho, . o referido autor mencionou existir diferenças cu.l, 
tu:ra1s entre a bactéria isolada e�- citr_i, No entanto, 
n'ão identificou o agente patogênic� isolado •. ROSSETTI · ·. e 
col. (i965), em inspeções realizadas em pomàres da prov-Í-n ... 
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eia de Corrientes.-Argentina� observaram lesões de cancrose 
em fÔlhas de Pomelo (Citrus QaI.,.9.dist,) em locais onde ocor­
ria Cancróse Bem limoeiros verdadeiros� Os citados auto� 
res a.tribuiram êste fato ao agent-e causal da Cancrose B, 
que ter i.a penetrado nas fÔlhas por fer i.mentos provocados ... 
pelo impacto de grãos de areia levantado por ventos fortes. 
Segundo FAWCETT e BITANCOURT (1940) e BITAl"iCOURT (1957), o 
Pomelb, normalmente, se mostrava bastante tolerante à esta 
doença.. FOGUET (1967), mais tarde confirmou as observa­
ções feitas por ROSSJI:TTI e co1., (1965-) no tocante 1 ocor -
rência da Cancrose B em Pomelo. GOTUZZO e ROSSI (1967), na 
Argentina, isolaram uma bactéria causadora de uma cancrose 
que estava ocorrendo em diversas espécies cítricas·, nas 
pr ovíncias de Corrientes e Entre Rios.. A aplicação de te.§.· 
tes usuais para identificaç'ã.o das bactérias revelou a iden, 
tidade entre as bactérias das diversos isolamentos feitos 
e a bactéria ;Ke _ç_,ittl, po,r essa razão, concluiram per Can­
C!rd'se B oq. Gancrose Sul-Americana causada por � .. _ç_J_tri. 

2.. 2. CGJ:l.SJ.._9..e_r aç Oes _B.Q�br ª-ª- s i..?�t...le:.ª,.,_çl_tl,ªçj; � i t º�­
to gên1_c as e a,lgumas t2.mL-l2a9_,_µtili,?_ag,.as :qa clé3.S..§.i.fica 
51.iç__de bactérias pertencentes ao gênEifo ]{aptJi;omop.a�.--

Segundo as considerações feitas par STARR (1959), 
�té a primeira metade aêste século, as bactérias fitopato,­
gênicas eram objeto de estudo das fitopatolagistas, os 
quais procuravam classific�-las b�seando�.se principalmente 
na sintome.tologia. A metodologia era inadequada pois con­
sistia, em grande parte, na adoçã,o de técnicas utilizadas 
em micolagia. Conséquentemente, mui tas das cont1· ibuições i 
niciais sÔbre bact�rias fitopatogênicas consistiram de tuna 
c.aracte:rização da doença acompanhada por de.dos h:. ·ompletos
sÔbre o patÓgeno. Starr

9 
no mesmo trabalho

} 
·rêz uma revi-
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são do conhecimento sÔbre a sistemática das bact.érias fitopa-
t A ,  b b t /1. " ·  ogenicas a. ordando pro lemas referen es ao genero e espec1e,
aplÍcaçio da serologia, utilização de bacteri6tagos, metabo­
lismo, citologia, genética e variabilidade. O autor rêz um.a 

•t I' A ' A cr 1tica ate certo ponto severa, sobr,e a tendencia geral de .se 
procurar descobrir e descrever novas espécies baseando"'!'se em 
dados incompletos. '.:L1ambém criticou os métodos usuais para d .. ª-·

termin�ção d as espécies, os quais, e. seu ver, não inspiram 
confiança, resultando na necessidade da utilização simultânea 
de out.ros recursos ta.is como: a serologia, emprêgo de bacte .... 
t1;fagos espec!ficos, patogenicidade �m. diversos hospedeiros, 
estudos de metabolismo, além de oo.tros métodos modernos .• 

Os testes bioquimicos, baseados no metabolismo das 
.bactê.rias vêm sendo utilj.zados, há muito tempo, como princi.., 
pa2- tnêtodo de classificação de bactérias. Entretant_o, com a
evolução das pesquisas, muitos pesquisadores começaram a dUvl, 
dar da validade dos mesmos, quahdo empregados isolada:rnente.4 � 
HAGBORG (1942), no seu estudo sÔbre a revisão das esp�cies em 

. Z�ântJ10JJ1Q..llª-ê. .t.ranslucen.§ Dow º, verificou que um ni.esmo isolam e$). 
to através d€ passagens sucessivas em diferentes meios de c.ul 
tura sinteticos deu origem a cul tu.r a.s que apresentaram cara:c­
tet!sticas bioquímicas diferentes. GOTO (1962), estudando .... 
302 isolamentos ·a.e X. _çj.tri, demonstrou que se pode formar 5

grupos diferentes dentro dessa esp·écie levando-se em conside ... 
- A rl raça.o para tres açucares, 1:ranose, Manitol e Lactose, ... 

sendo �
que estas d ifE:Jrenças não apresentaram qualquer relação com a 
patogenicidade. DYE (1962) ·éstudando comparativa.mente, 57 e-2, 
pécies de !a.D.t.4Q.!:J.QP.a§. fitopatogênicas oriundas de 209 isola ....

A . • mentas, verificou que sendo o genero.K@tJ.1.om.Q.Qéiê. bastante un� 
forme do _ponto de vista cultural j fisiorógico e bioqu!micos ,: 
os ràétodos usuais aplicados aos estudos comparativos não per.:. 
mitiram o estabelecimento de diferenças significativas. 
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WERNHAN (1948), estudando 17 espécies do gênero Xa,n. 
�!1.ºt1º1-�� quanto à patogenicidade, demonstrou haver grande es­
pecificidade, em relaçã.o aos hospedeiros. DYE (1958), faz.en .... 
do inoculações sucessivas de vár.Jas espécies de �an.t...homQ..na,s -
em feijoeiro {PJ;iaseo:I:,_q_� .Y'.!.1lg.aris L.), demonstrou a reprodução 
de sintomas neste hospedeiro por patÓgenos classificados como 
e�pêcies diferentes. N.o entento, KLEMENT e e ol. (1961.ú e KLi 
MENT e CtOODMAN (1967) 

1 
estudando o problema da hipersesibili­

dade, criticaram o resultado apresentado por DYE (1958) como 
sendo falta de observaçâ .. o sÔbre a reação de hipersensibilida .. 
de do hospedeiro. 

· A técnica da utilização de bacteriÓfagos para elas-.
sifica.ção de bactérias fitopatogênice.s também foi desenvolvi ... 
da e discutida por diversos pesquisadores, entre êles FULTON 
(1950) 1 KATZNELSON e SUTTON (1951, J.953) , KATZNEL$0N e éol .... 
(1954) 

1 
ELS::;NST.ARK e BEI-iSTEIN (1955) e OKABE (1961). Alguns 

resultados mostraram-se promissores, quando as relações entre · 
ba.ctér ia.s e bacteriÔfagos eram especfficc.s, •. Entretanto SUT ... 
TON e col. (1958) verificaram a ex:i.stência a� bacteriÓfagos -" 
p:olivalentes 1 o qL1e também. foi demonstrado por STOLP e STARR 
(196l.i), trabe.lhando com grande nÚmero de isolamentos da bact{ 
ria do gênero K?PthQIUona_§.• Mais recentemente, GOTO (1970) v� 
rificoL1 resulta.dos semelhante incluindo-se X.. citri. ' 

..... =4-- ................ 

A primeira. constatação de um bacteriÓfago em lÇ.; ci ... 
t.r .. i foi feita ·por UPPAL (1933) e, segundo GOTO (1962) e WAKI­
HOTO (1967), MATSUMOTO e OKABE (1937) foram os primeiros a Vii 
rificar a sua especificidade utilizando..,o no estudo dessa baQ 
téria. WAKHWTO (1961

? 
1963 e 1967) verificou a existência ... 

de dois tipos de bacteriÓfagos em ·À• gj._t_,d:, ... Qj.trus 12.hage-l ... 
' . . . " 

(Cp-1) e ÇJ..t.t.t-l.S.. �-2 (Cp-2) demonstrando não existir qual-
quer reJ.ação entre lisotipos e patogenicidade. · Atualmente, 
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;stes bacteri6fagos estio sendo utilizados no estudo da ecol� 
gia de�. �ittl por KOIZUMI e col. (1966-a, b e 1969) •

Segundo LINK e SHARP (1927) e GOLDSWORTHY (1928), a

aplicação de serologia na bacteriologia vegetal foi iniciada 
por Zipfel, na Alemanha, em 1912. Posteriormente, diversos -
pesquisadores procuraram utilizá-la na classificação de bact.i 
rias fitopatogênicas. 

ELROD e BRAUN (1947-a) revelaram pouca confiança -
nos métodos usuais empregados na classificação de gênero�­
thom,onª,ê_ como também consideraram o uso da serologia até en­
tão aplicada para sistemática dêsse gênero incompleta e dis ... 
persiva. Os atitores trabalhando com 36 espécies e sub-espé­
cies do gênero X.,anthq_monª-s, fizeram uma revisão da literatura 
sÔbre o assunto e iniciaram LUna série de trabalhos aperfeiço­
ando várias técnicas. A eliminação prévia das substânqias 
muscilaginosas, encontradas nas células bacterianas que inter,

feriam nos resultados, associada com a técnica de absorção do 
antissôro permitiu a determinação de 5 serotipos: vascu�;i-:;-
phas'ª--oli, Q..a,,m;Je .. stris 1 translucens e ]21:uni. ELROD e BRAUN 
(1947-b), estudando a.s reações serolÓgicas das espécies e 
sub-espécies pertencentes � X .. trag§..lucens e comparando-r,,·; 

> I' • /\ ... tambem com outras espec1.es do mesmo genero, chegaram a con ... 
clusão de que t·Ôdas as espécies e sub"'.' espécies de x. tr,.anslg­
c�n� formavam um único serotipo e havia pouca relaçã.o entre 
patogenicidade e serotipos. tstes resultados 

7 
em parte� es ... 

tão em desacÔrdo com aquêles obtidos por WERHHAN (1948) que

conseguiu relacionar patogenicidade e serotipos no estudo de 
A• "½,;r.ansluc_§lls .. 

ELROD e BRAUN (1947-c) estudaram tamb�m as 4ivisÕes 
imunológicas d o gênero �w_tp.onlQ}J.as para os ser:otipos, �§.QJJ.l.!

X:�, J1,haseo,li e g_ampe,,.sj;..r,1§, ? levando-se em consideração as re ... 
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lações inter e intra-grupos. Os testes de absorção permiti­
ram aos autores a concluir que os componentes do serotipo

,.
vaq__Q.!ll..ª1:.!Jm estão ligados ;_:ior uma multiplicidade de fatores 
antigênicos. Já os componentes do serotipo .llha�oli possuem 

. componentes antigênicos comuns, enquanto q.ue X• ca.muestr is. 
(Pam.) Dow. e A• lill,r...12..q_:r_eae Burk .. , eram idênticos entre si. -
MUSHIN e col. (1959) usando diferente técnicas serolÓgicas 
para baçtér·ias fitopatogênicas e chegaram a conclusão que, ... 
estas são de grande importância na classificação e identif-i­
caçâo das mesmas. Pois, a diferenciação serolÓgica concord-ª 
va com a variação patogênica determina.da pelos hospedeiros,. 

COvv'ELL e LIS'rON (1961), estudaram por meio de tax.Q 
nomia num�r ica, 40 micr,organismos diferentes, entre os quais 
foram incluidas 16 esp�cies do gênero �Qm.9�• Quando

os microrganismos foram comparados ao nível do gênero, as º'ª­

racter Íst icas fisiológicas, morfolÓgicas e bioquÍmicas mos.., 
traram diferenças bem evidentes, p�rém dentro do gênero �;c-

th 6 " . , b . omonas, as 1 especies, somente puderam separar em 2· su-
... grüpos. Verif ice.ram ainda os autores que, os resultados o]l 
ttdos através de taxonomia numérica para �_:t,homonas concor­
dam com as diferenciações serolbgicas obtidas por ELROD e 
BRAUN (1947.:.a, b, e) ? particule.rmente, com relação a separa-· 
ção de � • .rill.âê.�_çüi (Erw. Smith) Dow. de�" s.ªr_otae (Kend.). 
Dow. é !• begoqj.ae (Táko) Dow.; e a semelhança de �. �alYs -

c%arlYJl (Doidge) Dow. com lÇ. ç__ampe$tr.J..e. verificada serolOgic.ª­
mente· por LINK e LINK (1928) .e FANG (1942) • 

ººººººººººº 
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Para os isolamentos
J 

manutenção de culturas e obten 
ção de populações bacterianas para fins de estudos foram ut1 ... 
lizados, os meios sólido e liquido de Wakimoto (meio W) WAKI ... 
MOTO (1962) cuja composição do meio sÓlido é a seguinteg 

Batata 
S a e ar os e . , Q ,, � • • •  º ... º ,, ., -> º ., • • • " 
Peptona 0 0  .. �••·••·"º"º"º"""··• 
Na2HP04• 12 H20 ���••··••ºº"�
Ca(No3) 2( 4 H2o ",..,.. "° H u *
Agar • o •  o 9 o o •  a o 6 o D O • § .;,  \1 • o o •  4'1,: 

,. 

Agua destilada 

300,0 g 
15,0 g 

5�0 g 
2 :, 0 g 
0,5 g 

20,0 g 
1.-000

1
0 ml 

O meio liquido tem a mesma composição acima referi­

da excetuando-se ágar,. O pH para ambos os meios, após a autQ 
clavagem foi de 6,8. 

Em certos casos o inÓculo foi. obtido usando-se 
meio lÍquido de Rotting{tir � 

o 

Os estL1dos dos principais caracteres culturais e 
bioquimicos, foram baseados no trabalho de DYE (1962) � como 
também nas técnicas recomendadas no lfManual of Microbiologi.., 
cal Methods II da Sociedade .Americana de H?.cter iologistas (19571 
Os meios utilizados para os diferentes testes recomendados fQ 
rarn os segllintes: Ágar chumbo

? 
Ágar glicerinado

1 
Ágal' nitra­

tado? Água de peptona 1 Gelatina� Leite tornasolado, Leite, * 
Thioglicolato e os meios basais constituídos 'J separadamente 'J

de hidratos de carbono� Arabi.nose, DL1lcita, Qalactose 1 Gli,., 
Ramnose 1
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As p..,lantas utilizadas para o reisolamento de bacté-­
. .i'ia-s como. tamb:hl., em testes de patc:.,g-ariit:idade, foram cultiva­
êl:,é.S em ve.sos de barro, ódntendo um 'E\Ubstrato constituído de 
'Umê. fui�tura d•ê àPJ:'01d.m.adárrrente, uma parte de esterco de cu:r-

. A . •· 

1'âl e trea pài'tes de um solo argiloso. 

:;. 3. Cg.).tu:tM,.�bact�r»s. uti]..izª'-das nos diferentes testes 

As culturas de bactérias obtidas de material apre -
�entand o cancroses, procedentes de diferentes regiões, corno 
as demais culturas utilizadas em diversos testes feitos são .a
p:resenta.dos no- Quadro 1. 

As espécies e variedades de citros utilizadas no -
p:reset.tte: .trabalho foram as seguintes: 

3.4.1. Çi;g.� i.Ur/W;tifolia (Christm,) Swig_g. 2 variedades .. '1- li
rriã.� Galego 1.-l!ill.-;= 3.a Pérsia e limã_g_ Tahiti. 

··...;

3.4.3. Cit.rus l:lmon (L.) Bur!!�, vari�dad,es -... �imão Eureka 
limão Siciliano • 

..-... li' . 911. 

e 

3.4.5. ���-,:,:�:\.�l!,la,ta Blanç,o:,._ vatl§.dqsl..fil! - · �J.f§!.iqa e t�­
g_§l:'.ina.. 
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3 .. 4. 6. �S.. -ª.J.n..fill.ª--iS..._(L-!l._9..ãl?.e.ckt..�-Yª1' ieçlacl.Jis - _B�iar}.j.p.M, 
Cai;frél.,.. P�ra_:Pi.r,alimq,_e_.��ênc ia. 

As linhagens Cj_trq,ã :gtages., Gp-1 e Cp�2 cujas si-. 
gla:3 derivam das palavras .Ql.trus ]..hag_e, foram utilizadas pa-. 
ra verificar a suscetibilidade ou nã.o dos isolamentos de x.

eitr,J. (�C) e BLG aos referiqos bacteriÓfagos. 

� , . . . 

Tl'EJS métodos de isolamentos foram testados para Q

is.C>lamento da bac�érias, agentes causais da Cancrose do li­

m:oe.�ro Galego (CLG) e do Ganc:ro Citr1.co. Os materiais dos

quais Sé procurou isola? as bacté·rias apresentaram. lesÕs,s r;!l
lat.ivamente novas de cancros e, as quais foram reeortapas elas 
ralhas com o au�flio de U!D.$. tesoura�. Os tecidos contendo o 
patógeno foram submetidos ao seguinte tratamento: imel'S"áó em 
á1cool a 70%, durante 2 minutos, transferência posterior pa ... 
ra solução de sublimado corrosivo a 0,1%, durante z m:i;nq.tó�, 
e, fin.a1mente1 lavagem em ;gua estéril.. 

·· 

Após essa operação foram testados os seguintes m� ... 
todos de isolamento: 

M�todo.-1 .• Os pedaços de tecidos ? com lesões novas àe ca.n.cro­

ses ., fo,ram transferidos para tubos de ensaio contendo meio 
W lÍquie10. Após, incubação a Z8�c, durantB 18 a 24 horas, 
seguiu-se o plaqueamento da suspensão bacteriana em meio W 
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>l�d 
1 

' d so 1. .o com o anx1l10 e uma alça de Drigalsky. 

Métod,o...,-2� Segmentos d e fÔlhas contendo o patÔgeno, for arn. ma ... 
dêX'ados el:n um cadinho de porcelana, previam.ente esterilizado 
e o macerado assim obtido, diluido em �gua estéril numa pro­
porção aproximada de uma parte de macerado para 9 partes de 
�gua ·estéril. Em seguida, uma gota dessa suspensão foi tran§. 
ferida para diversos tubos de ensaio contendo o meio W lÍqui 
do, seguindo-se incubação do material a 28ºC por 18 a Z4 ho!'"· 

,· ras. Apos a incubação foi ·feito o plaqueamento da suspensão 
como já foi referida no método anterior& 

Método--:.2•· O macera.do obtido e diluído como no método 2
7

diretamente plaqueado com auxilio da alça de Drigalsky, 
bre meio W sólido contido em placas de Petri.

foi 
(lo 

so-

Através dos métodos acima descritos, nem sempre foi possível 
isolar o patÓgeno. Por essa razão, para cada tentativa de !

solamente foram feitas paralelamente 1 inoculações com mesmo 
ma.c-erado em fÔlhas novas previamente feridas, em plantas da 
mesma variedade da qual procurava isolar o patÓgeno. A par­
tir das lesões obtidas eram. feitas novas tentativas de isol_ã 
me�tos, utilizando-se os métodos já descritos� 

3. 7. Ig_qn,t.if icJ3.Ç ão d� __ b.Jà.ç_'t_ér ias

Para o estudo morfolÓgico comparativo das duas ba_ç, 
térias, XC (T-6924) e BLG (T,..7005) foram feitas observaçõ,es 

. ' . 1 t " . . d 't d ao microscop10 e e ronico, seguin o-se o me o o de contrast_a 

ção negativa. Neste estudo foram utiliza.à.as culturas de ba.Q 
térias desenvolvidas em meio W sólido, mantidas a 28'2C duran 
te 72 horas. Foi feito também o teste de Gram.
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Os inÓculos iniciais utilizados no presente estudo, 
foram culturas com 24 horas de idade obtidas em meio lÍquidô 
de Rottinger e incubadas a 28ºC as quais foram transferidas, 
em seguida, para os tubos de ensaio contendo os diferentes 
meios a serem testadosº fstes também foram incubados a 28º0•

As leituras e observações para os diferentes testes foram, i­
niciadas 48 horas após a repicagem e repetidas a cada 7 dias. 
Para alguns meios, principalmente, aquêles contendo carbohi-

. dratos, a Última leitura foi realizada 30 dias após a inocu­
lação. Para avaliação dos testes fora.m seguidas as recomen­
dações contidas no "Manual of Microbiological Methods" da S.Q. 
ciedade .Americana de Bacteriologistas (1957).

Segundo GOTO (1962) � a temperatura Ótima para o d�

senvolvimento de XC
7 

varia de acÔrdo com os autores. Basea­
do neste fato, procurou-se determinar comparativamente a tem 
per atura Ótima d o crescimento das duas bactérias em qUest'ão, 
utilizando-se os isolamentos, T-6924 e T�7005. Nestes tes..: 
tes foram utilizadas temperatura entre 3ºC a 36QC com inter ... b 

valos de 3ºC, exceto a inclusão de uma temperatura de 28ºC., 
O inÓculo constituído de bactérias incubadas a 28ºc, durante 
24 horas, cultivadas em meio W liquido foi transferido medi­
a1"1te uma pipeta estirada para o centro das placas de Petr i 
contendo meio W sólido. . Para cada tratamento foram utiliza ... 
das 5 repetições. As observações foram iniciadas a partir 
de 48 horas após .a repicagem e repetidas com intervalos de ... 
24 horas, por ·um perfoao de 5 dias. 

As mesmas culturas foram utilizadas no estudo refe 
-

rente à t�mperatura letal. A técnica. seguida foi aquela de§. 



- 17 -

crita por PELTIER (1959) e consistiu, de modo geral, no trat.a 
mento térmico de suspensões bacterianas em -�gua estéril, por 
5 minutos, segulndo-se o plaqueamento em m.eio V/ sólido. As 
placas foram entã.ó incubadas a 289C e as observações da viab.1 
lidade das bactérias, iniciadas 24 horas •após o plaquerunento, 
sendo repetidas a ca.da 24 horas, durante 4 dias� As tempel'él• 
turas utilizad8.S foram as seguintes: 43, 45, 47, 49, 50t 51, 
52, 53, 54, 55 ,. 56, 57 e 58 ºC, sena. o a testemunha uma suspen
são bacteriana nã.o st:i.bmetida ao tratamento térmico. 

· Trinta e quatro isolamentos de XC, provenientes de
d iferentes locais dos Estad os de São Paulo, Mato Grosso e Pa­
raná, além de 5 isolamentos de BLG e 4 da Canerose B foram ... 
testados com as 2 linhagens de bacteriÓf'agos, Cp .. fs e Cp ... :Z• A 
t�cnica seguida foi aquela descrita por KOIZtrMI e col. -(1966 ... 
-a.) e consistiu de maneira geral no seguinte:. um· inl da sus ...
pensão bacteriana cultivada em. m.eio W liquido• du.re.nte L�8 ho­
ras, ajustada para uma. concentração de 108 células bacteX'ia ...
nas, por ro.l foi, primeiramente, colo-caàas em tubos de ensaio,

.... 
 

previamente esterilizado. Em seguida, foi adiciO-l'\áda 011 m1
de uma SLlspensão de ba.cteriÓfago � con6el.1.tra.ção de 107 fagos 
por ·m1. A mistura foi agita.da e deixada em repouse!- durante 5

minutos, tem.pó suficiente para que ocorres·se a penetração das 
partículas de fa.gos no interior das bact,rias, Findo êste 
prazo, f�:ram adicionad6s à suspensão de bã.ctéria _Ef fago, cêr­
da de 10 ml de meio W sólido, fundido e ajustada a temperatu ..

ra para 48 a 5020. o conteúdo do tubo, ligeiramente agitado, ' 
foi vertido em placas de Petrl as quais foram incu:badas ã tem 
per atura de 28ºC, por 15 a 18 horas; quando s_e procedeu a con 
tagem das placas de lise formadas. Para oaõa tra�amento fo-

.. À' ram feitas 3 repetições e uma testemunha sem b$.etetiOf�go. 
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Para. a realização d.os testes d� patogenicidade das 
bactérias XC e BLG assim como agente da eMcrose B, foram. u­
tiliz�das as espécies e variedades cítricas relatadas no !�

tem 3.l��

As plantas eram enxertadas, cultiva.das em vasos de 
barro, contendo os substratos citados no !tem 3.2 1 apresen­
tando idades diferentes e mantide.s em condições de estufa. 
Estas ple.nta.s eram adubadas periodicamente 7 com uma · mistura 

-de adubo miner·E.tl
;i 

a fim de se manter o vigor das mesmas. Cêr.,
ca. de 1 mês antes das inocula<jÕes 

1 
as plantas eram podadas

com a finalidade de se obter brotações novas, as quais eram
utilizadas par_a as inoculações dos patÓgenos em que-stào.

Foram realizadas inoculações por ;f'erimentos em to­
dos os testes de patogenicide.de envolvendo· os isolamentos, -
T-6924, T-6928 e T-7005º A t�cnica de inoculação seguidaffoi
aquela recomenda.da poJ;' KOIZUMI (1966) e .consistiu em ferir -
-se as fÔlhas, na· p�gina inferior ? mediante o uso de uma agy 
lha fina. Em seguida, eram colocadas a).gumas gÔtas da Sll$­
pensã.o bacteriana (inÓculo) sÔbre uma das extremidad.e de uma 
rÔlha d e borracha a qual era justaposta na página inferior 
da fÔlha e pressionada com outra rÔlha semelhante, coloca.da 
na página superior da fÔlha, a fim ae·se obter a penetração 
da bactéria no parênquima foliar.· 

O inÓculo foi preparado, utilizando-se isolamentos 
bacterianos cultiva.dos em meio W liquido, durante 48 horas a 
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28ºC• A concentr2ção do inÓculo foi ajustada para 108 célu� 
las bacterianas por ml. ApÓs a inoculaçê.o 9 as plantas foram
cobertas com sacos pl�sticos para se obter condições d.e câm�ª­
ra Úmida,. por LlJn período de 72 horas. TÔdas as plantas ino­
culadas foram m.2J1tidas em um compartimento separado dentro 
da estufa, com a finalidade de se evitar possíveis contamin� 
ções de outras plantas cítricas, existentes no local de tra­
balho, pelas cancroses. 

4, As inoculações sem ferimentos foram utilizadas so-
mente para os testes de pa.togenicidade envolvendo o isolamen 
to T-7005 e plantas de limoeiro Galego.. A técnica de inocu­
lação consistiu na pulverização da suspensão bacteriana em -

A folhas com 15 a 20 dias de'id-ac1.�btidas mediante a poda
prévia. do hospedeiro. A concentraçã.o do inÓculC> 1 bem como
outras operações a.pós a inoculação foram idênticas �quelas -
mencionadas acima, 

As reações dos diferentes hospedeiros (variedades 
cítricas) aos patÓgenos foram cla .. ssificadas em 5 graus, as ... 
sim interpretado� 

A • .., ,-Grau - O - Ausenc1a de qualquer- lesao causada pelo patogeno. 

Grau - 1 - Lesões esparsas, não definidas 7 restritas aos fe ...
rimentos pr-ovocados. 

Grau .. 2 - Lesões espa,rsas, definidas, sÔbre ferimentos pro ... 
voe a.d os. 

Grau - 3 - Lesões definidas 3 ocorrendo em grande quantida ...
de sÔbre os ferimentos e de maneira esparsa sÔbre 
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o limbo foliar .

Gre.u . 4 •- Lesões definid2s, ocor rendo em grande quantidade, 
A • A 

tanto sobr e os ferir entos co1110 sobre o limbo fo -
li2.r, resultando cm muitos casos, na coalescência 
das lesões. 

Grau--0. G:: au-1. Grau-2. Grau-3. Grau-4. 

3.7.6. :�studos serolQJL.icos 

.As culturas utilizades para obtenção de antígenos 
foré'.m cultivadas a 28QC ·,or um período de 48 a 72 horas, em 
place.s de Petr i cont€ndo I"'eio 1

.·1 sólido. ApÓs o desenvolvi­
mento, a.s colônias forê.Ill reriovidas do substrato, por raspa­
gem, mec iante o uso ( e uma alça de Drigalsky, sendo as bac-

,. 

terias tr ansferidas em seguida, para uma solução salina a 
o,85% previ��ente esterilizada. 

Para o uso de bactérias intactas corno antígeno, a 
fim de eliminar :;;iarcia.lmente, a substru1cia muscilaginosa, 
presente nas células bacterianas, procedeu-se a filtração da 
suspensão bacteriana atr avés de papel de filtr o (8 & S NO 
602) Os f iltr 2dos assim obtidos foram, em seguida., centri­
fugac os a 8.000 rpm (Spinco) durante 10 minutos, sendo a pa�
te decantada foi suspendida novamente em solu�ão salina a
o,85%, ajustando-se posterior)'l1ente, a concentração da suspen
.. , ' 

sao, segundo as finalidades a que estas se destinavam.
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No preparo de antígenos para grupos antigênicos com 
extrato de bactéria, cêrca_ de 200 ml de cada suspensão bacte­
riana a ser estudada, com aproximadamente, 1012 células bac­
terianas por ml, eram centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minJ! 
t O d . t f t .., d ,. • d )

t
. os, se .imen o oi tra ado com uma soluçao .e aci o ace 1-

co a o,03% e, posteriormente, aquecido a lOOQC (banho-maria) 1 
durante 30 minutos. Em seguida, o material fo i submetido a 
centrifugação por 10 minutos a 10.000 rpm (Spinco) e o sobre- · 
nadante, utilizado como antfgeno. 

Além do processo de extração acima descrito, também 
foi utilizado antigeno oriundo de sobrenadante da suspensão ... 
bacteriana em solução salina, extraída pelo aquecimento da 
mesma a lOOQC (banho-maria), durante L�5 a 60 minutos, sern 
qualquer tratamento mencionado acima. 

Antigenes provenientes d.e prepa.raçõ'es de ba&térias

intactas e bactérias inativadas pelo calor (60QC por 10 minu. ... 
tos) foram utilizados no processo de imunizaçto. Coelhos pe­
sando em média, 3.000 g foram utilizados no preparo de anti$·­
sôros espec.Íficos. Os antigenes, emulsionados (V/V) em adju ... 
vante incompleto de Freund (Difco) foram injetados por via iU

tra-muscular� Um total de 8 injeções foram feitas, sendo de

10 d ias o intervalo entre as mesmas. An.tes da primeira inj e ... 
ção do antígeno, fêz-se uma sangria, � o sôro normal (SN) foi 
guardado no congelador para posteriormente ser utilizado corno 
contrÔle nas reações serolÓgicas. Dez a doze dias ap6s a Úl­
tima injeção do ant.Ígeno 1 fêz-se uma sangria e preparou ... se os 
antissôros (AS),. Os AS foram distribuidos em ampolas de vi-. 
dro (2 a 3 ml por ampola) e conservado em congele.dor. Os co§l 
lhos continuaram sendo inocula.dos periodicar.11Emte, {cada 30 a 
40 dias) para manter o tftulo dos antissôros. Foram realiza ... 
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das sangrias periÓdica.s pa.ra obtenção dos .AS em quantidade sy 
ficientes para a realização doq diferentes testes serolÓgicos,.

Testes d e aglut inaç ã.o em tubos (HUSHIN e col .... 1·95{1.'i 
microprecipitina em caixas de Petri (van SLOGTI�REN -1955) ,prjz,, 
cipitação em tubos, dupla difusão em �gar (OUCHTERLorrT:1949, 
1958, 1962; BALL -1961; OLIVEIRA -1967) e imunoeletrof ores e

foram utili·zados para observar as reações serolÓgicas entre - 
os diferentes isolamentos de XC, BLG e agente da Cancrose B, 
$.ssim como diversas reações cruzadas com outras bactérias, Os 
testes de dupla difusão em igar foram feitas segurido ·as técn,i 
cas recomendadas por OLIVEIHA (1967) • Para os testes de imU..­
noeletroforese foi seguida. a técnica re<?omendada por OLIVEI ..... 
RA, recomendação pessoal, que consistiu no seguinte: Dois ti ... 
pos de solução tampão, fosfato (PBS) e Veronal

7 
foram prepa1',i 

dos adicionando-se 0,1% de ágar (Difco), sendo em seguida, à:)ô;l 
justados para pH 8,o e autoclavados. Para cada l�mina -de mi.� 
croscÓpio, foram distribuidos 5 ml de tampão-ágar preparado 
da maneira citada. anteriormente. Depois de solidificado o 
tampão-ág,ir j foi preparado esquema de distribuição de ant!ge..+­

_no e antissôro. Distribuidos os antígenos nos seus respecti .. 
vos orif.icios, a.s liminas foram levadas para Lllnà câ.mara de e .. 

_ letrofores�, prócedendo-se a passagem de urna corrente el,tri ....
,1\ , 

li, ca de 30 mA por lamina durante 90 minutos. Retiradas as-l�ro! 
' "nas, os antissoros foram colocados nas canaletas para a veri ...

ficação das reações posteriores. 

3.7.6.4. �J2.lk���Q...d� ���ks se�o�pgicos de dupla difqsão_ �­

Íg__ª;r n_q___d:lagnÓst:i_co .r@ido ªª-.Ji_oença 

Com a finalidade de verificar a'po�sibilidade de se 
utilizar um. teste rápido para identificação da presença o.o ai. 
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gente patogênico , foram preparados macerados de fÔlhas de c.i 
· tros · os quais serviram como antígenos para os testes de du­
pla difusã.o em ágar, conforme técnica descrita por NORTON -
(1965) para diagnose d e JÇ • .Y.ê.§..i_ç,ªtor iª- em pimentã.o t.Q.ru1s.1c_lJ.m.

A 

-ªJlrl....!J:..9:U. L_.) ·.• Para este teste foram preparados os materiais 
que seguem: Lesões velhas de Cancro cítrico; parte sadia de 
fÔlhas com sintomas de Cancro cítrico; parte de fÔlhas, de 
pla�tia livre de Cancro cítrico; lesões da Leprose· d�s citros, 

· lesões da Verrugose dos citros. A qtJ.antidade do material µ ...
tilizado (2 g) para a obtençã.o dos dife·rentes macerados foi
a mesma em todos os casos. Os diferentes macerados, assim
obtidos, foram dilui.dos, separadamente, num volume constante
de á.gua estéril. Os materiais preparados foram filtrados em

gaze e testados em relação a um contrÔle, constituído de cu.i
tura pura de ,xc.

ººººººººººº 
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Para os isolamentos feitos a part,ir de fÔlhas com 
lesões novas, os métodos 1, 2 e 3, respectivamente, incuba,,.. 
çã.o de ped�ços de tecidos em meio W l.iqlJ.ido; maceraçe,o do t� 
cido contendo lesões com :9oster ior diluição em água est�r il 
seguindo de plaqueamento e incubaçã.o do macerado em meio W 
l t · ' t lt f. . ,. . P d . iquio.o.; mos raram uma a . a e 1c1enc1a. ara o caso e iso-
1.amentos realizados .a partir de lesões velhas, o método 2. ,­

maceração e plaqueamento direto do macerado diluído, mos.­
trou-se mais eficiente na obtençâ.o de culturas puras.. Os o_g
tros mét_odos nã.o deram bons resultados devido ao grande nfunJi

., ro de bacterias contaminantes que se desenvolviam no meio de
. cultura .. 

4. 2 .1 • llil.+ aç_t,��o 1 Ó g_i e os

Os estudos comparativos referentes� morfologia 
das bactérias� XC e BLG através d.e microscopia eletrônica, -
.revelaram qL18 no tocsnte � forma e. a.o ri'tÍmero de flagelos

? 
as 

duas bactérias são idênticas. Porém, quanto ao tamanho, BLG 
é ligeiramente maior que XC. O teste de Gram.revelou que am 
bas apresentam uma reaçã_o negativa (Quadro 2)., 

Os resultados obtidos para XC e BLG, em diferentes 
meios de cultura usados nos testes usuais para a classifica­
ção bactérias, revelaram identidade com relação � produ-

. --
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.Q1lq.dr_q_�� Características morfológicas das bactérias, xc· e 
BLG, óbservadas através de exame ao microscópio e 
submetidos ao teste de Gram.

Caracteres 

Tamanhos extr.fi 
mo1 de 50 indi 

vid uos em ,um· 

,,.

Numero de fla•­
gélo 

Bactérias 
XC (T-6924) BLü (T ... 7005) 

Um flagelo polar um flagelo polar 

Teste de Gram negativo negativo 



nitrito, hidrólise do amido, liquefaçã.o da. gelatina, utiliza

ção de caseína e digestão d o lei te, e a peptonização d.o. lei­
te. A prodijção de amónia foi verificada apenas'.p�ra_xc. Com 
relaçã,o aos hidratos de ca.rbono testados foi verificado que 
Xç e BLG reagiram de maneira diferente em algumas ·das fontes 
de carbono. Foi observado que XC produziu ácido em Ara.bino ... 
se e Maltose enquanto que o mesmo 1+ão foi notado para BLQ,. 
No toc'ant� 0 Galactose e Rafinose o teste foi positivo ·para . 
BLG e negativo pará. XC e para restante ambas as bactérias 
:reagiram de maneira idêntica (Quadro 3). 

Ambos os isolam.entes, T-6924 e ,T-7005, c:re:sceram ... 
melhor à temperatura ao red.or de 28ºC.- Não foram. observa.das 
diferenças significativas com relação ao .cresciment,o, entre 
as duas bactérias na faixa de 27 a 30QC (Quadrq 4).,

Nos testes de temperatura letal, foi observaàç1 Uma. 
pequena diferença entre as à.uas ba,ctéri9:s. XC (T-6924) re ... · 
sistiu a 53ºC, durante 5 minutos, enquanto que BLG . (T":"7005) 
resistiu somente a 5lrJC, por mesmo per.iodo de tempo. Acima 
dessas tetnperaturàs não foi, observada qualquer desenvol vimen

to da bactéria, mostrando assim� a perda total da vitalidade. ., 

4.2.4,. Testes com bacteriQf_a_g_os., 

Os testes realizados com as linhagens de bacterió ... 
fagos especff icos, Cp-1 e Cp ... 2 para XC revelaram que a mai-o� 
ria dos .isolamentos existentes são suscetf ver a Cp"".2; · apenás:

' 

um isolamento se mostrou suscet1vel a Cp-1 e os deip.ais apr�;:. 
. 

I 
� 

sentarem imunes a ambas as linhagens de bacterioíago. 

Os isolamentos de BLG, assim cQmo suposto agente 
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Q,.q�d.t,i;1_.3. Resul tadps do comportamento das bactérias, XC e BLG 
em meios diferenciais. 

Isolamentos 
Meios diferenciais Reações 

XC (T-6924) BLG (T�7005)

;) Agar chumbo 
· Ága.r glicerinado -'

Âgar nitratado 
Agua de peptona 
Amido 

Gelatina 
Leite tornasolado 

Leite simples 
Th:t.6"glioolato 

produção de H2S
aerobiose 
produção de nitrito 

,,_, ·- A prod�çao de amonia 
hidrblise do amido 
liquef açe.o 
utilização de càse! 
na e digestão 
peptonização 
aerobiose 

+ 

+ 

... 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

... 

+ 

+ 

+ 

+ 

Meios de hidratos de carbono para verificar a produ.çâ.o de ácid<h,, 

Meios 
Tsolament·os 

XC(T�6924), BLG(T ... 7005) 
.. � . .,_.,,,__.._�-... - �..-.-,..,_,._,,....____, 

.Arabinose + -

Dulcita -

Galactose + 

Glicose + + 

Lactose + + 

Maltose + 

Manose + 

+ = reação positi-va. 

Isolamentos. 
Meios XC(T ... 6924) BLG(T-70.05) 

Manitol .. -

Rafinose - + 

Ramnose - ,4 

Sacarose + ... 

Salicina .... .... 

Xilose ... ·•

.. reaçao negativa., 
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. . 

causa+ �a Cancr ose B, nao mostraram sensibilidade a qu&isquer 
dos' b$.;e·teriÓfagos testa.dos (Quadro 5). 

'· 

4. 2. 5 .1. 1..11.Qf!JJ.l_a.ç,ão, }:; om,_ f er :iJn e11,t.Q§.

Em tÔdas as variedades cítricas inoculadas com isa ... 
lam.ento de XC (T-692Li) os sintomas começaram a s-er observados, 
a partir do_ 7º dia e se desenvolveram r�_pidamente, da.{ por d! 
ante� Conforme as variedades empregadas, foi not_ada uma dif�
rença na evoluçã.o de sintomas. A suscetibilidade das variedª­
des para xc, em ordem decrescente foi a seguinte: Pomelo, li .... 
mão Siciliano, laranjas Doces, limâ.o Tahiti, limão Galego, 1,â 
ranj.a Azêda, Tangerina e Mexerica. Enquanto que a .suscetibi ... 

-lid9:d e para o agente da Cancrose B, em ord em d ecrescente foi
a seguinte: limões verd adeiros, la.ranjas Doces, limas, Tang� ...
ri1ta Mexerica e Pomelo (Quadro 6) ..

As lesões resultantes da inoculaçã.o feita com BLG 
(T-7005) _começaram aparecer em -limoeiro Chüego, cêrca de 12 
dia.$ _ após- a inoculé3.Çe.oii · enquanto qué nas outras variedades -
�uscetlveis (limão Tahiti, lima da Pérsia, limões Eureka .e s.1

cilia:no) os sintomas aparecem aproximadam.ente:, 20 dias após a 
. . � ·� -� - . 1noc,ul_1:3-çao, _ porem, ess�s lesoes nao se evoluiram. Apesar�das 
inoculações sucessivas feitas, jamais foi verificado desenvol 
vimento do patÓgeno em Óutras variedad�irn ou espécies cítricas 
utilizadas (Quadro 6). 

Quando o isolamento T-7005 {BLG) foi inoculado .em 
limoeiro Gà.lego, seJTI ferimentos, as primeiras 1-esões aparece­
ram, aproximadamente, apôs 20 dias, porém, som.ente nas partes 
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_Quad.rJL.5.� Resultado do comportamento das bactgrias, XC
1 

BLG 
e o agente da Cancrose B face às linhagens Cp-1 e 

Cp .. 2 de fagos o

Cultura 
NQ 

T__:.6739 
T-674-3 
T-671-!.6 
T-674.8 
T-6801 
T..,6802 
T-6803 
11-6804
T-6805 
T ... 6806 
T-6807 
T-6808 
T-6810 
T-6902 
T-690Li 
T-6905 
T-6906 
T-6907 
T-6908 
T-6910 
T-6911 

T-,6912 

Cp-1 Cp-2 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

· +

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

Test. 

... 

ausência de lise 

+ =presença de lise
* 

= isolamento de BLG

Cultura 
Nº Cp-1 Cp-2 

Test. 

T-6913 
T-6914 
T-6915 
T-691-6 

.-

T ... 6917 -­
T-6918 
T-6919 
T-6920 
T-6921 
T .... 6922 

T ... 6923 
T-6924 
T-6925 
T-6926 
T-6927 
T-6928 
T-7005* 

· T-7008*
T-7009**
T-7010·
T ... 7011*

... 

+ 
+ 

+ 
.+ 

+ 
+ 

·+
+ 

+ 

+ 

+ 

... 

-

... 



J�J-1..c;l.,dro,_6 ,, Avaliação dos resultados obtidos nos testes de patogeni .... 
cidade, com ferimentos, efetuados em esp�cies e varieda- . 
des cítricas utilizando as bactérias, xc, BLG e agente 
da Cancr ose B. 

,. . 

Espécies Variedades Bacterias 
XC(T ... 6924) BLG(T-7005) Canc.B(T-6928) 

T.eSt•

�--·· ----=-+=-"'-. .,,.,, ____ , __ �--------------�-------

limão Galego 3 4 2 e" � limão Tahiti 4 1 3 
... w,11L 

.t)J..QfJA lima da p,. . 4 1 3 ers1a 
-----� - ---�_,..__,-----.

. G .. auran A o 2-" 
:11-·�"'-= lar .. · Azeda 3 

/ J:.illl1 
_,.,,..,...,..,;,, :t: • ....,_,,.._...�__. 

limão Eureka 4 1 4 
-Q� lim,oq H Siciliano 4 l 4 
- ---- - =o,.,,.,...,,_. 

Q,a·�- Pomelo 4 o 2disi 
·- =-- •• ------� -�.,....... 

Q .. retl- Mexerica 
9...Ul.at...a Tangerina 

....._ui. 

lar .. Baianinha 
il Caipira 

Q$ §_,iJJ&ll 11, Pera 
�iê. - li Piralima 

11 
'A Valencia 

____ ._ ______

B:lbrido limão Cravo 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 
p- --=- "'--� 

o 2

o 2

o 2

o 3

o 2

o 3

o 3 

o 3 

o;::: 

l ::::

A • .; ..;t:, ausencia de qualquer lesao provocada pelo patogeno", 
lesões esparsas, não definidas, restritas aos ferimentos 
cados� 

o 
o 
o 

o 
__ ...., 

ô 

o. 
o 
o 

o 

o 
0 

o 

prove-. 

2 ::: lesões esparsas,definidas, sÔbre os ferimentos provonados •. 
lesões definidas,. ocorrendo ew grande quantidade· .sÔbre os feri­
mentos e de maneira esparsa sobre o limbo foliar� 
lesões definid.as, ocorrendo em grande quantidade, tanto nos fe­
rimentos como sÔbre o limbo foliar, re,sultando em muitos casos, 
na coalescência das lesões . ., 
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onde havia ferimentos acidehtaisd> Em alguns casos, foram O],?. 
� � . ·. . ' .  � servadas lesoes, p.rovaveltnehte, decorrentes da pehet.raçao da 

bact�ria. atrav,s dos estômatos e que aparecerain s;rnente; cê,;r. 
ca de l.io dia.s ap�s a inocul11çtoa 

Os t! tulos para os diferentes anti:Ht�ros 1 apts 8 1!¾,
jeções foram b�.stap.te altos. N:ão foram verif:Í.tiadas difsr�n"' 
ças nos t1t�los: dos antissôros obtidos para XC e BLG 4uet

, 
< 

quando bacteriãs ·in-� quer ... i+1,:�i_vaa.as. ao calor 1 quando k

testados por reações homólogas ( Quaro1r; -� ·· ·,."f!lii? -, 

Para testes de aglutinação em tubos, assim eoma pr� 
cipitaçãó em tubõ.s, ôs. resultados obtidos demonstraram que a

t ... ;t . d t' . . d b t ' . t ' . concen raça.o.o lma .o an i§eno para as uas ac er1as es a S,!
tuada. na faixa de 107 a 10 células bacterianas por m1 (Qua ... 
dro 8) •. 

Par� o mesmo tip-o de teste, quande foi utilizadt, C.Q. 
mo antfgeno, a bacté:rta com tratamen�_o t�rmieo (ext_rato) ,- a 

• � 
; ' a  

velocidade das re�ções · s,e:.mos-tr-oa ,mutt'lt m:,ats- ·1-ent,a:,_Jem'bo:ca õ

titulo f'inal do,à.ntissôro (22 horas após) f�sse igual em to­
dos os casos .. 

mentos 

Todos os ·1solamentos determina.dos com.o·· XC e os iso ..
lamento� de BLG foram testados contra seus :r'é'spectives a.ntis.,. 



Q.U
a,d

r0
 '{

 e 
N

Úm
er

o 
de

 i
nj

eç
õe

s 
fe

it
as

, 
ti

p
o 

de
 i

nÓ
cu

lo
 e

 t
{
t
u

lo
 

do
s 

an
ti

s­
sÔ

ro
s 

ob
ti

do
s 

pa
ra

 X
C 

(T
-6

74
6)

 
e 

BL
G 

(T
-7

00
5)

 •
 

C
u
lt

ur
a

 

XC
 

(T
-

6
7
4

6
) 

BL
G 

(T
-7

00
5)

 

C
o

el
h

o 
N

Q 

10
8 

11
0

 7 8 

In
je

çã
o 

8
 

8
 

8
 

8
 

T
i

�
o 

d
e

i
no

c
U

l
o 

in
t

a
ct

a
 

in
a

ti
v

ad
a

 

in
at

iv
ad

a
 

in
t

a
ct

a
 

* 
T

i
tu

l
o

 
(

 
In

ta
ct

a 
Ex

tr
a

1d
a

 

5
.1

20
 

5
.1

20
 

5
el

20
 

5
.,1

20
 

5
.1

20
 

5,.
12

0 

5
.1

20
 

5
.1

20
 

C
Ó

di
g

o 
d

e 
An

ti
s

s
ôr

o
s 

A
S-

1
08

-
XC

 

A
S-

1
1

0
 ... B

LG
 

.As..-
7-

BL
G 

A
S
-
8
-
B
L
G
 

*
 

Os
 

tí
tu

lo
s 

es
tã

o 
re

pr
es

en
ta

do
s 

pe
lo

 i
nv

er
so

 d
a 

di
lu

iç
ão

 e
 r

ef
er

em
-

,.,
 

,, 
-s

e 
as

 r
ea

ço
es

 
ho

mo
lo

ga
s.

 

\j.J
 

\j.J
 

'
 



·
.Q..

tJâ
dr

o 
8.

 
Re

su
lt

ad
o 

do
s 

te
st

es
 d

e 
ag

lu
ti

na
çã

o 
e 

de
 p

re
ci

pi
ta

çã
o 

em
 t

ub
os

 f
ei

to
s 

P-ª-.
r a

 e
st

a
be

le
ce

r 
as

 c
on

ce
nt

r
aç

õe
s 

Ót
im

as
 e

nt
re

 o
s 

re
ag

en
te

s 
ho

mó
lo

go
s.

 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
=--
-
-
=
-
-
-�

-=-
�

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
· -
-
-
-
-

-
Co

nc
en

t ;
aç

ao
 

Di
lu

iç
ã

o 
de

 
an

ti
ss

ôr
os

 
Re

aç
ão

 
en

tr
e 

de
 b

ac
te

ri
as

 
1:

40
 

1:
80

 
po

r 
ml

 
1:

1
60

 
1

: 3
20

 
1:

64
0 

1:
12

80
 

1
:2

56
0 

1
:5

12
0 

......,...__..
-
-
-

-
=-
-
-
-
-
-
-
-
--
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
·-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

X
C

 
(T

-
6
9
 2.4

) 

X
 

AS
-1

10
-X

C 

B
L

G
 

(T
-

7
0

0
5

) 

X
 

A
S

-
8

-
B

L
G

 

10
1

0

10
9

10
8

10
7

10
6

10
10

10
9 

1
0

8

10
7 

10
6

l
 2 4
 

4 o l
 3 4 �- º
 

,.,,,....
,.,,..,,.,..

._,.,.
 _
_
 -�
--
•••••
--
••-
----

•--
-
•-
-
---
-
.........
.... 
-
. ._, 
--T
--•
�

 

o
 1 4 4
 

o
 o 2 4 4
 

o
 

o 1 4
 4 o
 o l
 

4
 3 o 

o
 

o
 4 3 o
 

o
 

o
 3 2 o 

o
 

o
 3 1 o
 

o
 

o
 

3
 2 o
 

o
 

o
 2
 

·1 o o
 

o
 2 l o
 

o o
 

l
 o o o
 

o
 2 1 o 

o o 1 o
 

o
 

o
 

o
 1 o o 

I�
-

-
=--

•,....
.._
 

"
"E

,_.....
 _

 _,,..
 

O
=

 
au

s�
nc

ia
 d

e 
pr

ec
ip

it
aç

�o
; 

1 
= 

pr
ec

ip
it

a
çã

o 
fr

a
ca

; 
2 

= 
pr

ec
ip

it
aç

i
o 

m
;d

ia
; 

.i
 

, 
..

 , 
p

•·
\-)

c
i

-J
i

+:
9

,:.:'.
o

 
:.'

..i.
 

,,_ 
-

-
.!.

 
-

· 
...

 
-\:

 c,
# 

f
o

��-·
t

e
 J

4
 
= 

nr
ec

ip
it

aç
�

o 
be

m 
fo

rt
e

. 
-

-·
 

..
 

1 \
JJ

 
.J;:-'

 



•-• 35 -

� I :rnros e verificot1-se que todos os isolamentos se rnostra.ram ti 
tn1os 1dênticos. Fora..rn realizados tam.bém testes cruzados en ... 

t. .,.
h" t-c,::i ;�e e an issoro prepara.do com BLG, como tam�em entre esta

' .f" � L ., A -•,-'J a_c-c er ia e o am,issoro de AC,, Em ambos os casos, 11ouve rea-
ç'ões cruzadas

7 
JJor�m

:1 
os títulos obtidos .foram muito baixos 

nestes testes, quando comparados com os títulos obtidos em 
testes hom6logos (Quadro 9).

Os antis2Ôros preparados com XC 
7 

BLG fore.m testados 
em relaçã.o a outras espécies de Xant,homQ..Qas (LC� _çarotéJ.-ª-, �. 

m.;;,.:t1iflQ,'tiê. :r �º Ph9"'S13Q.li f. fuscans e X., Y§.Sicat9ria) e f§..2.llilQ­
monas .$0J.,_ç1.Jlllç_EL<it.l.Y11-. • Incluiu-se também o agente causal da Can, 
crase Be Foram notadas reações cruzadas para os testes envol 
vendo os antissôros para XC e BLG quando testados com l• 9ru:'...Q 
ta.e e ;1,. 11rn.Ulh9t,ia, além do agente da cancrose. B, porém ja­
:'.D.ais foram observadas reações com demais bactérias testadas -
( Quadro 9). 

Feita a absorçã.o dos antissÔros, empregando-se anti 
genos homólogos e heter·Ólogos � o complexo foi

? 
em seguida

1 -

SLtbmetido 1 centrifugação a. Ü,000 rpm (Spinco) 
7 

durante 15 mi 
nut os,. O sobrenadc1.nte foi utilizado :para novos testes com d.1, _ 
ferentes 2nt Ígenos � Os resultados demonstraram que, no tos•,· 

,, 

te i:td.eial� houve 2.bsorção tot2.l nos testes homologas e ab-
sorgã.o pa.rcia-l nos testes heterÔlogos ( Quadro 10);;.. 

Toe.os os isolamentos considerados }:C comportaram-se 
de modo idêntico quando testados com os antissôros preparados 
:.:o:rn o isolamento de XC 

5 
(AS-l08�iXC e A,S-;110 ... :XC)., O mesmo a-

•""" • l\ 

.: :�J.r:tece L1 com os isolaJ11.entos de BLG com relaçao aos antissoros 
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.Q,__ga_çl:i;:_o,-2. Resultado dos testes serolÓgicos de precipitação em 
tubos entre os antissôro,s 

1 
AS-;I.10--ZC e AS-8 ... BLG e -

as bactérias, xc, BLG, !• ,ÇJJJ:'.Qt.a,§., A• rn,.:iJ1oti.§_
7 

4•

Rhaseoli r� fuscans, Ã• veRicªtpri'a e f_�eudcmonãs -
� o 1 an -ª-e e sr 1JJU •

lf 

Bacteriaa 
.A.ntissôros 

XC BtG . X,ea. X.ma .. Xph11 XV , P .sol, 
-..... ...,--• ........ � 

As-110-XC 5.120* 320 160 320 o o o 

·------

As-8-BLG 320 5.120 320 16o o o o 

* 
Os títulos estão representados pelo inverso da diluiç.ão�

XC :;::_ A• citrJ,, BLG :::: bactéria do limoeiro Galego, . � • .Q..a. �
. X. carotae, X.ma. s: �. m@ihotis, X.ph. e: �. ]ha_�� f. 

fuscans, XV = �. xã.sicat� e P,sol. = Pseud.91Uonç1s .§.2"" 
,lanac e ar-um.
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· · .Q.!Mk9.:r.Q._1Q. Título dos antissôros após absorção cruzada em testes
de precipitação em tubos. 

1 Antígeno 
A Absorvido Antissoro 

por XC(T-6924) BLG(T--7005) A•�t?ta.1ª.. �-m.an1hQ:tu

- - --

5.120 
*

320 160 320 -----

XC(T-6924) o o o o 

 .. AS-110-XC BLG(T .... 7005) 640 80 o o 

�.cªr� 
�.m,iho_ttll

- ..... __.. .. ,.. ...... 

· AS ... 8 .. BLG

,_"""'_., 

XC(T-6924) 

BLG(T .... 7005) 

V 
t' �. e ar..2.�

ifllllYlihotis 

640 

640 

320 

l6o 

o 

80 

80 

80 o 

80 o 

5.120 320 

80 o 

o o 

640 o 

640 o 

.... . . ___,,_.._,,___,_ ,<11;1...._ ___________ , ______ ,_,_.�--..o:111•....,.....,_----....-,-

o 

o 

320 

80 

o 

o 

o 

. 

*os títulos dos antiss�ros estão representados em nÚmero pelo in

verso da diluiçã.o.
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preparados com o isolamento dessa bactéria (AS-7-BLG e AS-8-
-BLG) � Das quatro outras espécies de �thqmonas testadas SQ
mente �. Q.at,� e �- Il1.@lh!2.t..li reag1ram com todos os antis ...
sôros preparados, sendo, porém, notadá diferença nas reações,
Foram observadas reações cruzadas entre �:e e os antissôros de
BLG (AS-7-BLG e AS-8-BLG), assim como entre BLG e os antis�
sôros de XC (AS-108-XC e AS-110-XC), Entretanto, nos tes�
tes cruzados as linhas de precipitaçã.o .se cruzaram, mostrando
assim, a diferença imunolÓgica entre as duas bactérias em es ..
tudos (Figuras 2 e 3). O agente da Cancrose B reagiu com os
a.ntissôros para XC_ e BLG de Uma forma um· pou-eo diferente.

As duas outras espécies de Xantho;roOJlã§. (�. nh!iiêJi,ol,.! 
f. fuscfil!.§. e À• .YJà�toU,9:.) e E,. � não apresente.\o,\t
ram reaç.ões com qualquer dos antisstros., Para cada bactéria1 
os antigenos preparados com bact�ria X extra.ida, pelo trata­
mento t_érmico, mostraram diferença apenas em relação à dispo ... ·. 
sição das linhas de precipitação formadas, e, aparentemente,. 
não foi observada alteraçã.o na especificidade antigênica. O 
tratamento térmico de.s bactérias acelerou a reação, e as 11 ... 
nhas de precipitação formadas, torna.ram ... se bem me:is nf t-idas 

' > � que aquelas formadas por bacterias nao tratadas,,.

Os resultados· obtidos nestes testes foram os seguin 
tes: AS-8-BLG absorvia o com BLG, antígeno homólogo não apre­
sentou reação com qualquer das demais bactérias testadas? pô .... 
rém � quando absorvia o com XC, �. 9.ã!:.Qtal;ã e IÇ,. m.sm,.,lhotiJi, anti 
genos heterÓlogos foi observ·ada uma reaçã·o positiva para BLG, 
Resultados análogos foram observados com AS-llO�XC quando te� 

� � ; tados, respectiveJrl.ente, com os ant1genos homologos_ e heterol.Q. 
gos (Figuras 4, 5, 6 e 7) •. 
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Fi&J;l.��-ªº Test� serolÓgico de dupla difusão em 
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3. Teste 
 

serolÓgico de dupla difusão em 
, ,.,a.gar j reaçoes cruzada.s. A;;;; AS-110-XC; B = 
AS-8.BLG; 1 = XC; 2 = BLGe 

Fi__g,_ura {! .. Teste serolÓgico de dupla difusão em 
- · ágar, absorção� Antissôro XC(AS-1) absorvi­

do com XC (l); 2 = BLG; AS-1 + 2 = AS-110-
-XC e AS-8-BLG.
Os antígenos 1 e 2 ao centro foram col,ocados 
8 horas antes de realizar reações antígeno -,.
-an t . issoro 

 
•
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Fi_gur-ª...5.e Testes serolÓgicos de dupla difusão em 
�r

? 
absorção. AS-110-��C (A3-J.) foi absorvia o 

com XC(l), z;. Q.€:.+=Q� (3) e ,�. ,m.anigotis (4)" 
1, 3 9 4 - respectivamente, antigenos XC, A• Sta- 
rotae e K, m.anj,_ho:t_is. AS-1 = AS-110..,xc. 

Fig'¾I'-ª-..1,.. 
agar 

Test�s ser�lÓgic9.s
C e 

de 
A� �.. 

upla difus�o 
+ 

em
2)7 absorç ao. Ao-110--' 8-BLG(AS.l 

foram absorvidos com i
antigenos BLG(2), �. � 

tae(3) e X,manihotis(4). 1 = ant!geno xc. 

Fig�rs_Q,• Testes serolÓgicos de dupla difusto em 
a ar

7 
absorção. AS-8-BLG foi absorvido com au�t1geno 1 1, x. carotae (3) e A• m,tnotu_

(4). AS-2 = .A.S-8-BLG. 



Fi6U�a_8. Testes de imunoeletroforese em tampãe 
fosfato, (PB$) 

1 
20 mA por 90 Linutos $ 

1 = antigeno XC; 2 � antigeno BLG; AS-1 =AS 
-110-XC; AS-2 = AS-8-BLG�
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Os resultados obtidos revelaram diferenças nítidas 
entre e.s bactérias XC é BLG. O caminhar:iento de componentes 
antigênicos de ambas as bactérias, na sua.maioria, foi para 
a d ir eç ão -0,ea,�,ol,o,.,·n�g.�i�ivà ' • .- . XC · reagiu, embG.t,-a,.ll.e,., maruii.t\a,.d_it "·°' ,, 
ferente, tento co� AS-8-BLG, como AS-11o�xc, porém _BLG; em- ·

bora ti
1

vesse reagido com o àntissôro homólogo não re·agiu com 
AS-110-XC (Figura-8). Não houve diferenças no tocante �s di

ferente$ �oluções tampão utilizadas nos testesº 

4.2.6.Ba AplJ:,CaÇ?,0 ,de_ieste[_de dupla di(usi,o em ágar nu¼]!
g;nÓs,tico rápido de pat6geno

2 
em mià;"ce;-_ad..Q....9,.tidl,,h�,, 

Os testes com diversos tipos de macerades demons ... 
traram que resultados positivos podem ser obtidos quando são 
utilizadas lesões novas com alta .. concentração de XC nos teO'.i 
aos

1
doente-�-. Macerados de lesões, cause.das por outros agét) .. 

tes etio1Óg1cos, não apresentaram.reações, quando testados 

com antissôro de J�C (AS--110-XG) ·• 

ººººººººººº 
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O isolamento de cultura puras de bacterias, agen-
tes causais das cancroses dos citros fo� obtido com êxito, 
a partir de material com lesões novase Portanto, quando se 
pretende isolamento dessas bactérias a partir de· 1esÕés_ ve ... 
lhas 9u material provenientes de pomares distantes é reco• 
mendável, iniciàlmêrl't'ê'�iíl5clllâ.r"lfü1 .PJ:ántas · mimt�:td:as."•�rt..:�E}S-r'-<,--,, 
tufa e realizar reisolamento utilizando lesões nova.s resul­
tantes de inoculações. 

. No presente trabalho, os exe.mes morfolÓgicos r�à-

·lizados através ,do uso de microscópio eletrônico - revalar.aro
existir pequena diferença entre XC e BLG, apenas no tocante
�.s dimensões das células bacterianas (Quadro 2Y,. Quando
são confrontados êstes dados com aq_uêles da literatura, as
diferenças são pequenas ., Os dados citados para XC por HAS ....
SE (1915) , WOLF (1916) e GOTO (1962) foram respeiitivament-e,
1,50 ... 2,00 x o,50 - 0,75 um; J

1
50 - 2,50 x 0,50 .. 0 175 Am

e 1,po - 2,00 X 0,50 ... 0,70 um. Entretanto, essas dife�en ...
ças nã.o de.verâ.o ser consideradas como sendo signifieativas,.
pois, péquenas diferenças notada.s entre diversos pesquisad�,
res poderão ser decorrentes da intlu�ncia do mei� ambiental
é técnicas empregada� na medição�

A pequena diferença notada entre XC e BLG quanto 

às suas dimensões também na.o deve ser considerada s:1,gnif'ie,sA. 
tiva, uma vez que a va.rta�;ão obser·vada está dentro 0 dO$ •.· lia: 
mites apresentados na literatura para XC, Quanto l forma e 
número de flagelos as duas bactérias (XC e BLG) são idênti�

cas, 

Entre XC e BLGi com exceção pata a produç�o de a•
mbnia., há concordância no tocante ls reações a.presentadas ., 



- 41 -

nos principais meios diferenciais utilizados (Quadro 3),. ... 
(Juanto �. produção ou nã.o de é.cidos nos meios onde os açúca­
res foram utilizados como fonte de carbono houve discoraâ.n ... 
eia face � Arabinose, Galactose, i-�altose e Rafinose. 

Os resultados análogos de variação dentro da mes ... 
ma espécie XC são apresentados por GOTO (1962) que demons .... 
t 

O 

t
"' 0 

a 
• ,.. 

1 ,.. t A -' lí rou a• exis �nc1a e var 1.açao em re aça.o a res açucares, }J..:ã 
nos e, �fanitol e Lactose,. HAGBORG (1942) , F ANG (1950), .... 
STARR (1959), DYE (1962) e STOLP e col. (1955) de�onstrarem 
inúmeros exemplos da ocorrência de reações não especif ieas 
utilizadas por vários autores na classificação intra e in­
ter-.espe.cÍfica para bactérias d o gênero Xª-Uth9.m.onas.. Por ... 
ta11to, com base exclusiva nos testes usuais de diferen-e'ia­
ção não se pode separar XC de ELG ao n!vel específico. 

Os estudos comparativos do efeito da témperatura 
para XC e BLG, utilizanao ... se o meio \J, revelaram que ambas 

� 
. � as bacterias se desenvol vera.rn melhor a temperatura ao redof 

de 28ºC (Quadro 4). Entretanto
1 

notou-se ser XC mais tele ....
.. ... 

rante ·a variaçao de temperatura que BLG. Segundo a litera�

tura t os intervalos de temperatura Ótima pe.ra o crescimento 
d e XC são variáveis. Para os pesquisadores, PELTIER (1920}

,,

LOUCKS (1930), OKABE (1932) e GOTO (1962) foram respectiva ... 

mente de 20 a 30QC; 29,5 a 34,5cc; 25 a 34ºC; e 25 a .... 
300c, Segundo GOTO (1962) já é connecida, dentro da mesma 
espécie de bactéria

1 
a existência de tipos diferentes quan ... 

to ao comportamento em relação à temperatura Ótima para o
crescimento e acredita o referido autor que o caso semelhaQ 
te fÔsse ocorrer também em XC. Por outro la.do1 STEVIi:NS ... 
(1915) observou para xc, uma interação entre o efeito da •
temperatura e os meios nos quais era cultivada a bactéria., 
Como se verifica, o resú.1 tado d o presente trabalho se assem,u 
lha mais àquêle obtido por GOTO (1962) que utilizou o mes ... 



mo meio W
7 

confirmando observações feitas por Stevens. Em 
face dos dt.d os àpresentados 9 embora. XC tivesse revelado sér 
mais tolerante que BLG � variação de temperatura, essa d:L­

firença nã.o deve ser tomada como base para diferenciaçãó e,n 
tre as duas bactérias. 

Quanto � temperatura letal, XC resistiu a 530c ...

por 5 'minutos e BLG a 51ºC, por mesmo período de tempo., Se­
gundo GOTO (1962), existe pouca concordância entre diversos 

' autores, no que se refere a tempere.tura letal para XC, Por 
exemplo, pa.ra ST:::VENS (1915) foi de 55 a 6O_ºC, por 5 minu ... 
tos; para WOLF '(1915) 65ºC por 10 minutos 9 para PELTIER 
(1920) 49 a 52ºC por 5 minutos 

7 
para L0UCKS (1930) 48QC pal' 

5 minutos e para próprio GOTO (1962) 52ºC por 5 minutos. E ... 
xistem portanto, va.riações cohsideráveis dependendo dos au­
tores e locais ende foram desenvolvidas as pesquisast Os râ 
sultados obtidos no presente trabalho aproximaram.se daquê. 
les obtidos por GOTO (1962) 

7 
que também t;i.tilizou o meio -�}·• 

Foi verificada. pequena diferença entre XC e BLG, porém, �?­
ta diferença nê.o deve ser considerada. como válida para sep,a 
ração das espécies, uma vez que, a diferença observada foi 
menor que a e.mplitude discutida por Goto� 

Com relação aos bacteriÓfagos, fo-ram enoontrq;dos  
3 lisotipos 

• 
para xc, 

' 
respectivamente, sensível a Cp-1, sen ... 

s1vel a Cp-2 e resistente a ambos� Para BL�, assim como PA 
ra os isolamentos do agente da Cancrose B, jamais foi obse;t 
vada a formação de lise por qualquer das linhagens de fag_os u ...

tilizados (Quadro 5º).. tste fato leva .a crer que tant�. BLG 
cqroo agente da Cancrose B, provàvelmente diferem lisotlpieA 
mente de XC, agente da Cancrose A, tomando-se por base. a 
frequência da constataçê.o de resistência aos Z fagos t;sta­
dos. WAKIMOTO (1967) determinou para xc, 11·sotipos A, B 1 e 
e,· respe.ctivamente, sensível a Cp-1, sens!vel a Cp ... 2. e re ... 
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sistente a ambos. Portanto ? o mesmo fenômeno é verificado 
te.mbém com os isola.mentos de XC utilizados no presente tr� 
balho,. 

ST0LP e STARH (1964) demonstraram a polivalêneia 
de v�rios fagos para diferentes espécies do gênero X&1tho ... 
m,onas e baseados l'",\esse trabalho os autores duvidam da esp.ê, 
e ificidad.e de vários bacter iÓfe.gos utilizados na sistemtÍtJ.. 
ca., Recentemente, GOTO (1970) demonstrou a formação de li .. 
se por 2 bacteriÓfe.gos isolados testados para 12 espécies 
do gênero �tomonas, incluindo-se XCa Embora atê' o momen, 
to, nã.o se conheça qualquer trabalho que invalide a especi, 
fie.idade dos fagos, Cp-1 e Cp-2 para XC, os dados obtidos 
neste trabalho não são. suficientes para diferenciar XC de 
BLG ou agente causal da Cancrose B, principalrn.ente 1 quando 
os dados são tomados isoladamente. No entanto, esta cara.s, 
terística pode ser de grande utilidade, quando assoeiada e.

outros métodos de diferenciaçã.o. 

Os resultados das inoculações para o isolamé.nto 
Â ·  éle XC j quando inoculado por ferimentos, .revelaram ser ele 

bastante patogê;ic o aos hospedeiros testados� Consideran,.... 
do as espécies e variedades cítricas utilizadas nas inoou� 
lações experimentais

1 
os resultados obtidos toram semelhan 

tes àquêles -obtidos e citados, respectivamente & por GOTO 
(1962) e BITAWCOURT (1957) • Em inspeções realizadas, nas 
diversas oportunidades, em diferentes reg�t5es dos Estados 
de sã.o Paulo, Ma.to Grosso e Paran�, foi observa.da uma cer .... 

6·ta. variação na suscetibilidade entre diferentes e-species 
e variede.des cítricas a XC • Entretanto, o m,toao de inOC,l 
lação empregado neste trabalho, tornou essa variaçlo ba:s ...

tante reduzida. tste fato, provàvelmente, pode!rá ser ex .... 
plicado eomo sendo a suscetibilidade ou res1st$fiCia. das 
plantas cítricas relacionada à morfologia dos estômatos

t 
.,,. 
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fa.to êste demonstra.do por Me LEAN (1921) e GOTO (1962)-., Nes
-

te caso
1 a resistência está condicionada a um. fator fisio- -

-morfológico inerente � planta. Prov�velmente, êste fator :é 
anulado quando se utiliza método de inoc.ulação com ferimen ... 

- � � tos e pressa.o, desta. maneira, forçando a penetraçao da baetjl 
ria nos tecidos da planta hospedeira • 

. O agente causal da CLG, quando inoculado com feri­

mento, comportou .. se de uma maneira bastante diferente de XC 
no tocante à patogenicidade. O limoeiro Galego foi o úni�o 

.-, dos hospedeiros testados que se mostrou altamente suscetivel
' 
a BLG

1 
enquanto que quatro outras variedades, limão E!U'eka:, 

limão Siciliano, lim.'ão Tahiti e lima 9a Pérsia apresentarâm 
uma s.uscetibilidede bastante moderada-., Os sintomas nestas 4 
variedades eram bem diferentes da.qu�les observados sôbre · o 
limoeiro Galego, -ha.vendo sÔbre os ferimentos provocados no A 
to da inoculaçã.o, a. formação de lesões pouco definidas que, 
pràt:icamente rião se evoluiramo �stes dados parecem explica;: 
os casos de ohserva.ções do càmpo, onde a doença foi constat,s; 
da como ocorrendo somente em limoeiro Galego, nos diferentes 
pomares cítricos. A dificuldade da obtenção de sintomas trn 
limoeiro Galego, quando as inoculaç·ões foram feitas sem fe ... 
rimentos, poderia explicar o fato da fl'.'aca evolução da doen� 
ça nessa variedade, em condições de campo� 

O isolamento de bactéria proveniente da Argentina 
e suposto agente da Cancrose E, com exceção para o Pomelo1 ,...,_ 
Mexerica e Tangerina apresentou nas demais variedades c!tri ... 
cas testadas, um grau de patogenicidade igual ou ligeiramenw

te inferior �quê11e apresentado por XC. 

Considerando os resultados obtidos. para o-s testes . 
de patogenicidade, obser�ações realizadas recentemente pelo

autor na Argentina e as considerações feitas por BITANCOURT 
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(1957), forem notadas diferenças na intensidade da doença ca� 
sada. por XC, BLG e a.gente da Cancrose B 

7 
nas diferentes espé­

cies e variedades cítricas testadas. GOTUZZO e ROSSI (1967), 
a;trav�s de testes bioquimicos e patogenicidade, identificaram 
o agente causal da Ca.ncrose B, com.o sendo·�. s._itr:I., portanto,
idêntico ao a.gente causal da cancrose A� Os testes realiza­
dos pelos referidos autores não foram suficientes para demon.§.
trar diferenças ao grau de especializc�ção do patÓgeno e� que.§.
tão� uma vez que não foi realizado um estudo comparativo de ..
talhado.. Isto pode j prov�velmente ser explicado, pois DYE
(1962) demons:trou que um número elevado de Xanth9.monis, clas­
sificado como espécies diferentes se comportam de forma idên .... 
tica, com rela.çã.o a certos testes bioquímicos. Por outr; la .. 
do, GOTO (1962) demonstiou que dentro da espécie XC g pos­
sível sepa.rar 5 tipos bioqulmicamente di�tintos.. A grande 
maior ia dos ta.xonomistas defendem o ponto de vista de que os 
testes bioquÍmicos quando tomados, isoladame"nte, não são su­
ficientes para uma classificação segura das bactérias.

A diferença em patogenicidade observadas para XC,

BLG e a.gente da Cancrose B, no presente trabalho sugerem a e­
xistência .. de especialização fisiolÓgic_a para os isolamen�os 
de uma espécie be.cteriana. Com base nos testes de patogenici 
àade efetuados e pel-o fato de BLG ser bastante específica pa­
ra limoeiro Galega e pouco patogênica para as demais varieda ... 
des cítricas, conclue ... se que a medida de erradice,,ção para ês ...

te patÓgeno dever�. ser- diferente daquela recomendada para xc,

agente ca.Usc?:.l de. Cencrose A.. Quanto ao e.gente causal da Can­
crose B� serão necessár iós outros éstudos para que se p.ossa 
determiná-lo com segurança. 

Os estudos serolÓgicos realizados no presente trabA 
lho verificarem que nos. testes de aglutinaçã.o,· assim como nos 
testes de prccipita.çã-o- sj.m:ples,. as ree.ções_ heterÓlogas apre,.,. 
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sênta.ram títulos bastante baixos em relação ãquêles obtidos 
nas rea.çE·es homÓloga.s (Qua.dro 9). LINK e col. (1929), ERA ... 
UN (19Lio) e ELROD e BHAUN (1947-.a) demonstraram que testes 
de aglutinação em tubos, tô.Uitas vêzes, não permitem determ,i 
nar diferenças E?ntre bactérias fitopatogênica.s 7 quando os 
títulos obtidos nas reações homólogas e heterÓlogas forem 
igue.lment�, elevados. No 9resente caso, a diferença dos ti, 
tul os entre rea.ções · homólogas e heterÓlogas foi bastante 
s ignif ice.tiva., 

Nos testes de precipitação com a.bsorçã,o, a dife ... 
rençQ. imunolÓgica observada nas reações de precipitação sim

ples tornou .. se bastante evidente, jamais ocorJ:endo qualquer 
reação com as· bactérias testadas, após ter sido feita a ab"" 
sorçã,o do antissôro com o antfgeno homólogo (Quadro 10). -
ELROD e BRAUN {1947.,.c), nos testes de aglutinação em tubos 
fizeram a absorção de antissôro com o antígeno homólogo e -
algumas vêzes i verificar ar.a a ocorrência de reações posit.i, "'!" 

vas, quando o resultante da primeira reação era nova.mente ... 
t . ' . . 

testado com o mesmo antigenoo Provavelmente, neste .. caso, ... 
deve ter havido excesso do antissôro em relação ao ant!ge -
no, pois 1 teoricamente, se houvesse a absorção total não 
deveria. oc.orre.za novamente a reação :positiva. Isto demons -
tra a importância da metodologia, a fim de evitar resulta­
dos que possam criar dificuldades nas interpretações de rea­
ções obtida.s. 

Os testes de dupla difusio e·m �gar, tanto nos ca­
sos 1 c om e sem absorção ,. permitiram uma melhor diferencia� 
ção entre XC e BLG do que os testes de aglutinação ou pree,i 
pitação em tubos. Os testes cruzados de dupla difusão em & 
gar revelaram linhas de precipitaçio específicas e comuns - · 
para XC e BLG (Figuras 2 e· 3)� Os testes de dupla difttsão 
. ., . ... ,, . .., 

·. 

em agar com absorçao, atraves da absorçao dos componentes -
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antigênicos comuns demonstraram com maior clareza os compo­
nentes antigênicos especificas das duas bactérias em estudo 
(Figura 4). Os mesmos testes realizados com os antissôros 
para �CC e BLG em relação aos antfgenos de Ã· �º1.ª'-ª e z;� 
m.wihoti,.ê_ demonstraram que estas bactérias, também possuem 
alguns componentes antigênicos comuns a XC e BLG. Pelos r�

sultados obtidos, verificou-se que, embora existam componen 
tes ant'igênicos comuns em várias espécies consideradas di

ferentes dentro do gênero �thom,Q:r;.as, os testes serolbgi -
cos revelaram reações especificas correspondentes à.s espe -
cializações f isiolÓgicas observadas nos testes de patogeni­
cidade (Figuras 5, 6,e 7)� 

Os testes de imunoeletroforese também permitiram 
diferenciar, serologicamente, XC de BLG, baseando-se nas PQ 

siçbes das linhas de precipi ta.ção formadas, após o caminha­
mente dos componentes antigênicos

9 
em consequência da troca 

iônica (Figura 8). 

Não for a.m observadas diferenças nos componentes -
antigênicos para uma mesma bactéria nos testes serolÓgicos 
realizados com bactéria intacta e extraída mediante trata .... 
mente térmico. A prova mais evidente aêste fato foi demon� 
trada com testes de absorção cruzadaº No entanto, foram no .. , 
tadas diferenças no tocante a: a) retardamento da reação 
inicial nos testes de precipi taçã.o em tubos, atribuindo-se 
A . I este fato a formação de pequenas particulas de componentes 
antigênicos devido à extração; b) abaixamento do tftuld em 

�

testes com outras bacterias que possuem alguns componentes 
antigênicos comuns; e) aceleração ao aparecimento da rea­
ção nos casos de testes de dupla difusão em �gar

., 
e com a 

formaçã.o de linhas de precipitação bem mais nítidas, que pQ 
de ser explicada pela maior difusibilldade do antÍgeno 11 O 
tratamento térmico, prov�velmente interfere mais sÔbre os 
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componentes antigênicos comuns, evidenciando mais ainda, os 
componentes antigênicos especificas. Pela evidência de 
maior especificidade e outras vantagens mencionadas acima, 
a utilização do extrato de bactéria com �tÍgeno deve ser 
.recomendada na técnica para d iferenciaç.ão e identificação -
de bactérias através de reações serolÓgicas. tsses dados 
concordam com aquêles obtidos por LUCAS e GROGAN (1969-a,b) 
que estudaram o efeito do tratamento térmico e químico sÔ­
bre os componentes antigênicos de E,seudomonâfi lªcryman§. 
(Smith e Br.) Carsner, provando a estabilidade aêsses comp.Q. 
nentes a.ntigênicos específicos. 

Os estudos realizados por diversos pesquisadores, 
· investigando diferentes· aspectos sÔbre a sistemática do gê;_
nero Xan�49J11onas, demonstraram que a classificação e identi
f icação de espécies parece ser bastante difÍcil e complexa.
ELROD e BRAUM (1947-a,b,c) baseadas em técnicas serolÓgicas,
d�vidiram o gênero Xan:lmomonas em 5 serotipos, no entanto -
os resultados. obtidos pelos referidos autores sugerem que
as quantidades d� antígenos e antissôros não foram ajusta -
das convenientemente •. FANG e col. (1950} usando técnica de

. ' 
absorção, demonstraram a possibilidade de se separar serolQ 
gicamente, dentro <lo grupo X• ir@siqç_ens, a maioria de 
suas formas especiais determinadas em base de patogenicida­
de em hospedeiros diferenciais. Os mesmos autores, quando 
empregaram técnicas bioquímicas, apenas conseguiram separa­
ção ao nível do gênero.. Portanto, os dados obtidos no pre ... 

sente trabalho.concordam pl�namente com os dados obtidos -
por Fang e col .. 

Nos estudos realizados com bacteriÓfagos por di-, 
versos pesquisadores· úS resultados obtidos também são variÍ 
veis. Para XC; OKABE (1961) provou a especifidade de 1.1m 
bacteriÓf ago isolado desta bactéria. Por outro lado, SUT-
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TON e col. (1958), STOLP e STARR (1964) e GOTO (1970), trabâ 
lhando cóm diferentes espécies de Xanthomona.§.. demonstraram a 
existência de fagos polivalente para grande nÚ..mero de espé­
cies dêsse gênero. Considerando-se os 2 bacteriÓfagos, Cp-1 
e Cp�2, como especificas para XC, uma vez. que até o momento 
nã.o há qualquer prova. em contrá.rio, o resultado obtido no 
presente trabalho parece ter um valor signifi.cativo, quando 
levado ·em consid er açã.o 7 ·juntam.ente, com outras caracter!sti ... 
cas obtidas., 

Os testes de patogenicidade realizados demonstra­
ram diferenças bem evidentes entre xc, BLG e agente da Gan­
crose B .. ·WERNH,P.N (1948) . defendeu o ponto de vista da 0adoç.ão•t 
da ·pa�ogenicidade como principal determinadora da espécie p� 
ra bàctérías f i topatogênicas. DYE (1958) refutando e traba-
lho de Wérnhan demonstrou que diferentes espécies do gênero 

· Xanth,óm,.orias, quando inocuiaaas sucessivamente em feijoeiro -
·(Pha.S!!,º1,_� vul,g:aris L.) reproduz.iram sintomas muito semelhan,
tes aos cê.usados por �. ru1aseoli sojense. Por esta razão, o
.áutor citado afirmou que a especificidade patogênica para o
hospedeiro· como meio de separação da espécie em bactérias f.1
topàtogênicas não pode ser levada em consideração. Entretan
to, KLEMENT e col. (1964) trabalhando com bactéria do gênero
Pseuàom,onas, espécies patogênicas à plantas e sapr_bfitas., d�
monstraram que as espécies fi topatogênicas reproduziram sin­
tomas em plantas de fumo e exceto para o hospedeiro conge­
nial? os sintomas produzidos pelas demais bactérias no hosp�
deiro não congenial foram provocados por reação de hipers,.. -
sensibilidade da planta-. Razão pela qual os autores critic.,a
ram as conclusões apresentadas por Dye,. Levando .. se em consJ:
deração a prova da hiperssensibilidade das plantas e refuta­

ção apresentada· por KLEMENT e col.. (1964) ao trabalho de Dye,
a adoçã,o da. tese apresentada por Wernhan como• um dos fatôres
na diferenciação das bàct.�rias em questão parece ser bastan-
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te razoável. A concord �.nc ia dos resulta.dos obtidos neste 
trabalho com aquêles obtidos por F.ANG e col. (1950) na sep,il 
raçã.o serolÓgica de formas especiais baseadas na patogenic,l 
dade em hospedeiro reforça ainda mais êste ponto de vista. 

Testes bioqufmicos, -efeito da temperatura, caracti 
rfsti-0as culturais e morfolÓgicas têm relativamente pequeno 
valor na separação das espécies ou formas especiais como " 
foi demon.strado no presente trabalho, assim como foram dis­
cutidos por &TAJ:-l.R {1959) e STOLP e .col, (1965) e demon·stra""'• 

· dos por HAGBORG (1942) , F ANG e col. (1950) , COLWEL e LIS'!'ON
(1961), GOTO (1962) e DYE ç1962) ; :mste.s dados, no entanif(;)
são importantes para a determinaçã.o do gênero. A grande· •
concordância na maior ia das características estudadas_· no

pfesente trabalho indica ser razoável consideràr as bact' .llf,o 

rias XC e BLG como pertencentes a uma mesma espécie. 'A d;t.,
ferença entre os dois patÓgenos em questão � evidente, quan,
d.o se· leva em consideração a patogenicidad�, componentes an

tigênicos específicos e suscetibilida.de ou não para bacte.t'i
bfagos tidos como específicos. ,Assim sendo, é óbvia, à ne ...
oessidade de se classif ieá-los distintamente. A classific,ã

. ç.ão das espécies do gênero Xgnth .. C?Jrl.oôna.s é ·bastante discutida 
por diversos taxonomistas e a tendência atual é reduzir ao 

.. . . ,. 
d 

,, . . �-max1mo o numero e especies, uma vez que as pesquisas \!.\ê�-
•monstrem a sua homogeneidade. Sendo assim., provàvelmente ,.
dentro de um curto período de tempo, o sistema de classifi..,
cação a o gênero Y�n_thomori@&, como também para outros génê ...·
ros de bactérias fitopatog;nica.s poderá sofrer uma mudançJ
radical.

STOLP e col. (1965) sug.eriram a designação de ºPJ! 
. 

. 

totipo 11 em lugar de 11formas especiais·u; quando se verifica 
a varia9ã.o dentro de um� espécie bacteriana f itopatogênieá. 
Entretanto, essa denominação ainda não está sendo adotadaº ... 
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- . 
d; por especia.listas, e por esta razao, parece mais recomen a ... 

vel empregar o têrmo "forma specialis n, pelo menos, até que 
se estabeleça uma sistem�tica moderna. No presente traba-.. 
lho, uma vez demonstrada a evidência de diferença entre XC, 
agente causal do Cancro cítrico e BLG� agente causal da CLG 
ao nível intra-especifico, acredita-se que esta Última mere 
ce uma nova denominação para diferenciá-la d.e XC, agente 
causal' da Cancrose A. Em pomares, BLG tem mostrado sirito ... 
mas s'àmente em limoeiro Galego, e, nas inoculações em estu .... 
fas tem reproduzidos sintomas tfpicos nesta variedade e não 
típicos em outras variedades de Citrus aursm.tit.Q..lia e tam.,. 
bem em g_. linwr,i. .. Levando-se em consideração a espécie do 
limoeiro· Galego, que se mostra mud.to mais suscetível,. pro""

põe .. se a denominaçã.o Xap.th..Q._rn..9na.9. ci tr i (Hasse) Dow. n.. f •. 
sp .. a:�:q_tifQ.l.i.a para BLG • 

ººººººººººº 
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6 .. CONCLU§:Pâ.S. 

Os estudos desenvolvidos no presente trabalho perm,1 
tiram tirar as seguintes conclusões: 

1. CJuando XC, agente causal do Cancro Ci tr ico ou 
Cancrose A ) foi inoculada através de ferimentos, as diferen .... 
t .. . . d 't i - t d. f es especies e varie ades ci r cas nao mos raram 1 erenças -
marcantes quanto� suscetibilidade. 

2a A BLG, quando inoculada por ferimentos produz. -
sintomas severos em limoeiro Galego e sintomas bastante bran-­
dos em lima da Pérsia, limão Tahiti 7 limão Eureka e limão Si-
tiliano. 

3. Quando BLG � inoculada sem ferimentos, a reprodJ!
ção de sintomas em limoeiro Galego é bastante demorada, além 
do nÚmero de lesões ser bastante reduzido. 

4. Os testes serolÓgicos de dupla difusão em ágax,
com reações cruzadas, ev�denciaram componentes antigênieos e§. 
pec!ficos para XC e BLGi 

5. Os testes serolÓgicos de dupla difusão em , agar 
com absorção, assim como precipitação em tubos com absorção, 
revelaram componentes antigênicos especificos para XC e BLG. 

6. !l;. car2.t_ae e X. J:U.@ihotis possuem alguns compo­
nentes antigênicos comuns a XC -e BLG. 

BL ' ' . C ' d. 7. A G pertence a mesma especie que X., porem 1-
fer_e da mesma ao nf vel_ .;;,intra-especifico, port_anto, é sugerida

a denomh�c. :s :."' }Ça)'.1j:;l}.9.rr,,.Qp)3,.§ çJj;;Ii (Hasse) Dow. n. f. sp • .a.ur,an­
t if ol i_G,, .,

ººººººººººº 
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7. Rfil_[QMQ

O presente trabalho teve como finalidade o estudo
comparativo entre o agente causal do Can_cro cítrico, Xaptug
m.Q.naê. citrj,_ (Hasse) Dow. e o agente causal de um.a cancrose 
que ocorre somente em limoeiro Galego em pomares, muitas vê

zes, c.onstitu!aos de diferentes variedades ou espé.c.:tes · ot­
tricas. 

Em condiç-ões naturais, a sintomatologia ·apresent-ªs 
da pelas duas bactérias em limoeiro Galego é rp;uito semelha.a 
te, conf3equentemente, ela não serve como base para separa ...

N 

t,1 G "1,,# � ça.o segura das bac erias em quest.ao.. Po-r .essa re.zà.9
j

- no 
que se I'.efere ao método de contrÔle,. as medid,as pettinent,e.$ 
ao plano de erradicação do Cancr.o CÍ trico eram àiscrimi.tladA 

A mente aplicadas a qualquer caso de oco.rrencia de cancrosss 
 ' 

em citros. :Êste fato trouxe uma série·de problemas e tor ... 
nou indispensável o esclarecimento da :natureza do ag$ntê ... 
cauf;lal da Cancrose do limoeiro Galego (CLG),. 

Os estudos colTiparativos visando a identi!ie•ação .. 
da bactéria da Cancrose do limoeiro Ga�ego (BLG), foram fel 
tos através d e exames morfológicos 

7 
testes em meios �i:Cereu 

ciais, testes com bacteriÓfagos tidQs como·espeeÍficQS p�a 
XC, testes de patogenicidade e testes serolÓgieos. Nos· te.â 
tes· ·serolÓgicos foram in.clu':i.dos os isolamentos d.e ·agénte da 
Cancrose B

7 
X., car_�, À• m.ª11 .... !J19t,iA, �- phaseolj, f, fus ... 

�, � .. vg_�icç1t_Qr.ia e E,. solanacearq�i,. a fim de se obter -
informações sÔbre a relação antigênic� existent� entre as.

bactérias testadas.

mente 
tence 

Os testes diferenciaJ.s em meios de. éultu.ra, junt� 
com os exames morfolÓgicos demonstraram que BLG per�

,. ao genero X0.ntl:tQw.onas ª Estudos realizados com os ba� 
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ter iof agos Cp .. ,:1 e Cp-•2 ind ice.ram que a maior ia dos isolamen, 
tos de XC testados sê.o lisados _por Cp-2, apenas um po:r Cp-1 
e outros poucos ímm1.es a ambos, enquanto que para os isola­
mentos de BLG 1 assim como agente da Cancrose B não foi ob­
servada formE;ÇÊÍ.o do placas de lise. 

Os testos de patogenicida.de realize.dos demonstra­
ram que XC e a suposta agente causal da Cancrose B produzem 
sintomas em tÔdas as 15 variedades ci tricas testadas, embo­
re. o isolamento causador da Cancrose B, apresentàsse um com 
portamento diferente em certas ve.riedades. Por outro lado, 

A· 

BLG t0ve um comportamento a iferente 1 sendo bastante patoge ... 
. ;,.. 

nica pe.!'a lime.o Ge�lcgo e pouco patogênico para lima da Per-
sia

1 
limã.o Tahiti, limíio Euraka e limã.o Siciliano 7 em inocg 

lações com ferimentos
., 

como tamb�m não produziu sintomas em 
outras va:r iodades cf tr icas testa.das, apesar de inoculações 
sucessivas.. Portanto� do ponto de vista da patogenicidade, 

} � a BLG e diferente ·tanto de XC como tambem do e.gente c.ausal 
, da Cancrose B:- Quanto ao e.gente da Cancrose B, ha neces-

sidade de outros estudos par2,. melhor conhecimento aêsse pa-
, 

togeno _.

Os antissÔros para XC e BLG obtidos mediante a i­
noculação em coelhos foram testados com as duas bact�rias 
em quest·ão� como tE1.mb�m com os isole..mentos de : � • .Q...arotae; 
x� m.�ihot.t.?.:- 4" 1>].lç!.$8.J?.li f; f.JdJ3Can.§., �10 vesicatoria e E,. · 
�Q1.rulaQ§q.'Ll1m� Foram obtidas reações positivas para ambos 
os antiss�ros quando testados com xc, BLG, X. car.'2.t.ae e !"

rJlç\.llil19j;,i�� Nos testes homólogos, os títulos dos antissôros 
I'foram sempre bem mais eleva.dos que nos testes heterologos 3

porém êste dado
? 

independentemente, foi considerado insufi­
ciente para separar bactérias que apresentam componentes eJJ, 
tig�nicos comuns� Os testes serolÓgicos de dupla difusão 

,'em agar cruzados� com .absorção e de imunoeletroforese permi 
,I> tiram a demonstrar que a BLG e bem diferente de XC. 
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Os resultados obtidos no presente estudo demonstr� 
ram que BLG, em muitas cara.c-terfsticas pouco difere dEe XC ,e. 
leva.na o-se em consideração a tendência géral dos taxononiis- ... 
tas mode:rnos

?- isto é, de reduzir ao máximo o nÚmero de esp-é ... 
c.ies quando possível, acredita-se que não há razão para con ... 
siderar bactéria em questã.o como uma espécie nova. Porém, 
os diferentes testes demonstraram haver diferenç� patenta ao 

'" 1 · t 
1
f • 11 • a j nive :in ra ... espec1 1co ... 4ss1m sen o, sugere..,se que �e a con

siderada como uma forma espec-ial de XC com a designação de 
&w,t,hom� lltt.1 (Hasse) Dow., n. f. sp� �mUt.ol.1,.s· para
BLG. 

ººººººººººº 
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This work presente comparative studies between X,w

th�mo:q� citri (Hasse) Dow., causal agent·of citrus canker 
and a bacterium (BLG) .causing canker only on Mexican lime in 

,f ield eonditions. 

Studies through morphlogy, pathology and serology

were performed. Lysogenicity for bacteriophages Cp-1 and

Cp-2 speclfic to �. mtl, was also studied and in serologi­
cal investigation isolates of causal agent of cancrosis B of

citru,s, À• w-_g,tae, �- msi,n,iho.,t,1.§., !• u,haseoli f. t:U:scans ,· l• 
ve;�i-çator ia and f:• �Qlanace� were included in order to 
obtain data .on antigenic specif-i.city. 

Results of morphological and physiological ·tests 
demontrated that BLG also be·longs to the genus Xanthomonas. 

·Most isolates of X. çitri were lysed by Cp'!"2, only one · by
Cp-1 and few other prouved to be immune to both phages.. I-
solates of BLG and bacterium causal agent of c�crosis B 
(from. Argeritin), never were lysed by these bacteriphages-. 

Pathogenic tests, u.s1ng f'ifteen var ieties of ci""' 
trµ� plants

J 
showed that X-• _citr.i and .:bacterium causal agent 

of :çancrosi� B_ prod4pe ��fflpt�s of all �al'i€ties· tJsf��� Ç.iji. 
' .-- : ; . ' •• ·,;":· ·�:. i ,:i '· 't, :::··í ,' ··:·/' 

' t .:,.�}�. �����--:, . ?i.:.; 

th' 1 tte .··o 1 · téd·g·;tr·retl · tho i ·t ·o· 'ô' ·•· 
:,-:� 'ª .· f .� .. mP.pr, ""'· ;¾,.>�·-,-�JL-,J ffi P:8;,,:,,g�n

.,
�H.X .Jl ��,��J�l

tr�� '. y�rie�1��t;:·f�}�B�.�p1$Í.ty" g(:�iQ'�j�� jqciP+f;}t�Í '.. . ·.aJi.:;;
t�f�pt; · 1 t . shi;h-,�á: itsêir:·bighiy''pàttibif�níê' 8n'·Méxiéan . lime 
with the production of typical sympt-oms of ca,nkerª It was 
ffe3J.ightly pathogenic on Persia lime, Tahiti lime., Eureka and 
Sicil� lemon tn inoeUla.ting 'WOun<led leaves,. It never pro·­
ãuced :,ympt.om� on other citrus va:rieties tested ... So, from 



itM pathógenicity, it is possible to distinguish BLG from X. 
_gJt_r i and pathogen of cancrosi B. Antisera obtained from X. 
citri and BLG were tested against listed ba.cteria and positi­
ve reaction were varified also to X. carotae and A• manihotis 
(heterologous reaction). Cross reactions in agglutination, 
gel diffusion, absorption and immunoelectropho:resis tests pe1:, 
mitted· to determine specific antigenicity of' �. çitri and BIG1

Tb,eref6re it was concluded that BLG is different from J.Ç. ci � 
tri at special_ form level. 

In considering general trena of modern taxon.omists 
in reducing the number of species as much as possible, in the

present case BLG can be- considered a specia.l form of · l• citri 
and the na.me Xanth2monas cittl (Hasse) Dow .. n. r. sp. SiUrant!

folia, is suggested. 

ººººººººººº 
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