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RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Ocorréncia ¢ padrio espacial da atrofia dos
ramos do cafeeiro (Xylella fastidiosa) nas regides Sul e Zona da Mata de
Minas Gerais. 2003. 88p. Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras.’ .

O presente trabalho teve como objetivos estudar: a ocorréncia de X. fastidiosa
em cafeeiro nas regides Sul e Zona da Mata de Minas Gerais; a obtengdo de
isolados destas areas para preservagio ¢ estudos posteriores de viruléncia e
patogenicidade; a avaliagdo do progresso da atrofia dos ramos do cafeeiro ao
longo do tempo em Lavras, MG, bem como o arranjo espacial atual das plantas
afetadas, visando caracterizar a dinimica da doenga. As amostras coletadas
foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal
de Lavras e analisadas pela técnica de PCR. A presenca de X. Jastidiosa foi
detectada em amostras coletadas nos municipios de Lavras, ljaci, Aguanil,
Cristais, Trés Pontas, Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Vigosa,
Teixeiras, Coimbra, Manhuagu, Manhumirim, Canaa, Araponga e Sao Miguel
do Anta, tanto em plantas com sintomas como em plantas apareniemente sadias.
No municipio de Campo Belo, todas as amostras foram negativas quanto a
presenca de X. fastidiosa. Foram obtidos 22 isolados provenientes de Lavras e 1
isolado de Varginha. Para o estudo da dinimica espacial, foram aplicadas as
seguintes anlises: seqiiéncias ordindrias, indice VM e analise da dindmica e
estrutura de focos. Em todos os talhdes avaliados, considerando-se a 4rea como
um todo, foi observada uma tendéncia ao agrupamento ou formacdo de
reboleira. Nas avaliagdes individuais, alguns talhdes apresentaram arranjo de
plantas doentes, aleatério ou casualizado. A distribuicdo de plantas com
distribuicio aleatéria foi evidente em lavouras mais novas, no inicio da
epidemia. O nimero de focos diminuiu com o aumento da incidéncia da doenga,
assim como o indice de compactagdo dos focos. Os focos apresentaram
tamanhos, em média, inferiores a trés plantas até 18% de proporgao de doenga.
Em contrapartida, o percentual de focos unitarios diminuiu conforme o aumento
na incidéncia.

* Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza ~ UFLA (orientador), Edson
Ampélio Pozza e Alessandra de Jesus Boari (co-orientadores) — UFLA.



ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Occurrence and standard spatial pattern of
atrophy in coffee branches (Xylella fastidiosa) in the Southern and Zona da
Mata region of Minas Gerais. 2003. 88p. Dissertation (Master Program in
Phytopathology)-Federal University of Lavras.”

The present work had objective to study the occurrence and obtainment of
isolate X. fastidiosa in coffee plants in the Southern and Zona da Mata region of
Minas Gerais. By visualizing the symptoms, the progress of the atrophy in

coffee branches (ACB) was evaluated along with time in Lavras, MG, as well as;

the current spatial patiemn of the affected plants in Southern and Zona da Mata

region of Minas Gerais, with an objective 10 characterize the dynamics of the

disease in these areas. The collected samples were analyzed by PCR technique

in the Laboratory of Bacteriology at the Universidade Federal de Lavras, MG,

Brazil. The presence of X. fastidiosa was detected in the collected samples from

Lavras, ljaci, Aguanil, Cristais, Trés Pontas, Campos Gerais, Varginha,

Nepomuceno, Alfenas, Vigosa, Teixeiras, Coimbra, Manhuagu, Manhumirim,

Canaa, Araponga and Sdo Miguel do Anta with symptoms of healthy plants. X.
fastidiosa was not detected in the samples from Campo Belo. Twenty-two

isolated samples were obtained from Lavras and Varginha. The spatial pattern

was studied by using the following analysis: ordinary sequence, dispersion

index, dynamic analysis and structure foci. Afier evaluating the large planting

field, it was observed that the spatial patiemn of ACB was aggregative. But

individual evaluation in some fields showed aleatory pattern of the plant disease,

which was evident in newer areas, at the beginning of the epidemic. The number

of foci was reduced with the increase of the disease, as in compact index foci.

The average foci sizes were inferior to three plants in proportion to 18% of
disease. In compensation, the percentage of unitary foci decreases the growth in

the incidence disease.

* Guidance Commitiee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (adviser), Edson
Ampélio Pozza and Alessandra de Jesus Boari (co-advisers)- UFLA.



CAPITULO1

Ocorréncia e padriio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro
(Xylella fastidiosa) nas regides Sul e Zona da Mata de Minas Gerais-



1 INTRODUCAO GERAL

Xylella fastidiosa é o agente etiologico da atrofia dos ramos do cafeeiro
(ARC). Desde 1995, quando pesquisadores do Instituto Agronémico de
Campinas (1AC) e colaboradores descreveram a moléstia varias pesquisas foram
iniciadas, dentre elas, o estudo da ocorréncia e distribui¢do da doenga no campo.
O fato de ser o mesmo patégeno da clorose variegada dos citros (CVC) e da,
escaldadura das folhas da ameixeira enfatizou ainda mais a necessidade de
pesquisas, tendo em vista o prejuizo causado a estas culturas.

No Brasil, a bactéria encontra-se disseminada nas principais regides
produtoras de café dos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Sio Paulo,
Parani e Bahia, tanto na espécie Coffea arabica como em C. canephora.
Hibridos interespecificos também apresentam a infecgéio pela bactéria.

No Parand, 80% das areas amostradas foram positivas quanto a presenca
da bactéria, tanto em plantas com sintomas da doenga como em plantas
aparentemente sadias. Em todos os estados amostrados, foi observada major
concentragio da bactéria em plantas com idade superior a 10 anos. Entretanto,
mudas com 3-4 pares de folhas foram positivas quanto a presenca da bactéria,
indicando que a bactéria pode ir para o campo através de mudas infectadas.

Os sintomas visuais da doenca caracterizam-se: depauperamento
generalizado da planta, folhas cloréticas, pequenas e deformadas e ramos com
intenédios curtos. Os primeiros relatos da doenga caracterizam a queima de
bordos das folhas como associados & ocorréncia de X, Jastidiosa, dai o nome
“Requeima do cafeeiro”. No entanto, tem sido observado maior relagdo entre a
presenca de internédios curlos nos ramos e a presenga de X, Jastidiosa em

cafeeiro.



A concentragio de X. fastidiosa no extrato do xilema varia muito entre
os ramos coletados da mesma planta € mesmo entre as diferentes partes do
mesmo ramo. No entanto, uma concentragdo mais elevada da bactéria foi
encontrada, em maior propor¢io, nas paries mais novas € nas proximidades da
parte do ramo com entrends curtos (Takatsu et al., 2001).

As espécies de cigarrinhas transmissoras da bactéria para o cafeeiro
alimentam-se preferencialmente de brotagdes novas (Ferreira, 2000).
Dilobopterus costalimai, Oncometopia facialis € Acrogonia terminalis sao
descritas como os principais vetores de Xylella fastidiosa para o citros e também
sdo freqiientemente encontradas em lavouras cafeeiras. Estes insetos tém como
hébito alimentar a sucgdo da seiva do xilema, transmitindo a bactéria, estocada
no aparelho bucal. Todavia, a eficiéncia de transmissio de X. fastidiosa por eslas
cigarrinhas em citros tem sido considerada baixa, variando de 1% a 17%,
dependendo do inseto (Lopes et al., 2000). Do mesmo modo, foi observada
baixa eficiéncia de transmissdo de X. fastidiosa para cafeeiro pela espécie
Dilobopterus costalimai (Marucci et al., 2001).

O comportamento desta bactéria no cafeeiro nao foi caracterizado
detalhadamente, tanto em relagdo a sua distribuigao no campo, bem como a sua
relagdo com outras estirpes de X. fastidiosa. Toda pesquisa até o momento girou
em tomo das causas relacionadas com a cultura dos citros.

Os relatos de grandes perdas em citros, néo eqiiivalem aos danos
causados em cafeeiro, neste caso, inferiores. O fato de a bactéria colonizar
plantas de cafeeiro e ndo expressar sintomas mostra que este organismo pode
estar em associagdo com o cafeeiro hé muito tempo e até a suposigdo de se tratar
de um organismo endofitico.

No Brasil, apesar das epidemias catastroficas em citros, poucos estudos
foram realizados em relagdo 4 epidemiologia da doenga para a cultura do café.

Na literatura nao h4 referéncia sobre o padrio de distribuicdo da doenga no



campo, isto €, se em reboleira (focos), regular ou casualizado. Para a CVC,
Laranjeira et al. (1998) encontraram focos bem definidos da doenga. Métodos de
anélise das caracteristicas espaciais das epidemias foram desenvolvidos ha
poucos anos (Campbel & Madden, 1990) e atengdo especial foi dada a
epidemias cujas avaliagdes sao baseadas na incidéncia, como aquelas causadas
por virus, fitoplasma, bactérias e fungos sistémicos (Madden & Hughes, 1995).
Embora existam vérias técnicas para avaliagio do padrdo espacial de doenc;as:
citam-se a andlise de “ordinary runs” (Madden et al., 1982), a autocorrelac;ﬁo.,
espacial (Gottwald et al., 1992) e a andlise dinimica e estrutura de focos baseada
na observagdo dos mapas da epidemia (Nelson, 1996). Este tltimo foi testado
para duas epidemias de CVC (Nelson, 1996; Laranjeira et al., 1998). Nelson
(1996) encontrou que o nimero de focos tendeu a aumentar até a incidéncia
atingir 22% e, a partir daf, houve coalescéncia dos focos, enquanto Laranjeira et
al. (1998) encontraram um valor de 30% para a mesma variavel. Segundo os
autores, os focos tém padrdes isodiamétricos.

Deste modo, os objetivos deste trabalho foram verificar a ocorréncia da
atrofia dos ramos do cafeeiro, cujo agente etiolégico ¢é a bactéria X, Jastidiosa,
nas regides Sul e Zona da Mata de Minas Gerais, obter isolados da bactéria
provenientes dessas regides e determinar o padrio espacial das plantas doentes

no campo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Atrofia dos ramos do cafeeiro

A atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC), também denominada requeima
do cafeeiro ou amarelinho (Lima et al., 1996), foi relatada pela primeira vez na
cultivar Mundo Novo (Coffea arabica), em 1995, por Paradela Filho et al.,, nas
regides de Macaubal e S&o José do Rio Preto, no estado de Sdo Paulo.

O agente etiolégico da doenga, é mesma bactéria da clorose variegada
dos citros (CVC) ou amarelinho, Xylella fastidiosa. A bactéria ¢ transmitida para
o cafeeiro pelas cigarrinhas sugadoras do xilema Dilobopterus costalimai,
Oncometopia facialis € Acrogonia terminalis, que sao também vetores da CVC,
(Roberto et al., 1996). Para a espécie D. costalimai ja foi comprovada
experimentalmente a transmissdo de um isolado de cafeeiro para mudas de café,
apds um periodo de incubacdo de seis meses, porém, com uma baixa taxa de
eficiéncia, de aproximadamente 6% (Marucci et al., 2001).

Estudos recentes constataram a presen¢a da bactéria em algumas das
principais regides produtoras do pais, como Sul de Minas Gerais, Sao Paulo,
Parana, Bahia (Ishida et al., 2001; Carvalho et al., 2000; Lima et al., 1996;
Paradela Filho et al., 1995) e variedades de café Coffea arabica, como Mundo
Novo e Catuai bem como C. canephora (Santos, 1998). No entanto, ocorre
diferenca na porcentagem de plantas infectadas, sendo que na regidgo Sul de
Minas Gerais menos de 50% das 4reas amostradas apresentaram a ocorréncia da
ARC ( Ishida et al., 2001).

Os sintomas mais caracteristicos relacionados com a concentragao
bacleriana nos tecidos vasculares do cafeeiro séo o encurtamento dos entrends,

folhas pequenas, verde claras ou amareladas, com caracteristica semelhante a



deficiéncia de Zn, redugiio no crescimento da planta e, as vezes, requeima dos
bordos e apice das folhas mais velhas (Coopercitrus, 1997).

Com o avango das pesquisas foi observada alta correlagao entre a
concentragio de X. fastidiosa no xilema e o encurtamento de intemoédios, apesar
de se ter constatado, em alguns casos, entrends curtos com baixa concentragio
ou mesmo sem a presenca da bactéria. Os sintomas de amarelecimento ¢
crestamento das folhas, observados por Lima et al. (1998) seis meses apés a
inoculagdo de mudas de café, ndo sio fregiientes a ponto de caracterizar a
doenca (Takatsu et al., 2001).

Os sintomas caracteristicos da relagéo hospedeiro-patégeno foram
obtidos por Queiroz-Voltan, et al. (1998). Internamente, ocorre deposicio de
“goma” nos vasos do xilema, assim como divisdes anormais no meséfilo,
xilema, floema e cértex do peciolo e do caule. Externamente, a planta revela
encurtamento dos entrends, produzindo frutos menores e agrupados e érea foliar
reduzida. Com o agravamento da doenga ocorre a senescéncia foliar precoce na
base dos ramos, resultando em um pequeno nimero de folhas no épice.

Em cafeeiro, a bactéria tem sido encontrada no xilema de diferentes
partes, como raizes, caule, ramos plagiotrépicos e ortotrépicos e folhas (Ribas et
al., 1998). A presenga da bactéria também foi observada em frutos e sementes de
cafeeiro, entretanto, a transmissio via sementes nao tem sido constatada.
Contudo, mudas nos estagios de 3 a 4 pares de folhas, produzidas em condigdes
ndo protegidas contra o ataque de insetos apresentaram a ocorréncia da bactéria
(Yorinori et al., 2000).

Segundo Nunes et al. (2001), hospedeiros assintométicos de JX.
Jastidiosa, podem ser fonte de in6culo para a alimentagio de cigarrinhas e
posterior transmissao para o cafeeiro. Neste trabalho, isolados de X, Jastidiosa
do cafeeiro foram inoculados em espécies invasoras de lavouras cafeeiras e .

analisadas pelo teste soroldgico, DAS-ELISA. Foi possivel identificar X,



fastidiosa nas espécies Arachis pintoi (amendoim-rasteiro). Catharanthus roseus
(vinca), Brachiaria decumbens (capim-braquiéria), Nicotiana tabacum - TNN

(fumo), N. turkishin, N. clevelandii.

2.2 O fitopatégeno Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa foi primeiramente isolada de videira (Davis et al,
1978). Neste relato, o agente etiologico da doenga de Pierce foi considerado um
organismo do tipo Rickettisia, sendo mais tarde caracterizada como uma bactéria
limitada ao xilema (XLB) (Hopkins, 1989)

Em 1987, Wells et al. caracterizaram a bactéria como tendo a forma de
bastonete, com 0,25 a 0,35 pm de didmetro por 0,9 a 3,5 pm de comprimento
(forma alongada) e parede celular enrugada. E estritamente aerdbia,
apresentando crescimento 4timo entre 26°C e 28°C, em pH entre 6,5 € 6,9, além
de contetido G + C (guanina + citosina) de 51 a 53 mol%. Essas caracteristicas
sistematicas levaram & exclusdo da bactéria do grupo das Rickettisia ¢ a sua
inclusdo no grupo das Xanthomonas spp. como espécie vnica. Entretanto,
trabalhos recentes 1ém indicado variabilidade genética entre os isolados de X.
fastidiosa suficiente para justificar uma separagéo no nivel infra-subespecifico
(Wells et al., 1987; Hopkins, 1989; Chen et al,, 1992).

Xylella fastidiosa é o agente etiolégico de varias doengas de importancia
econoémica no mundo, entre elas o mal de “Pierce” em videira (Hopkins &
Mollenhauer, 1973; Davis et al., 1978), a alfafa ana (Goheen et al,, 1973), a
escaldadura das folhas da ameixeira (Raju et al., 1982) e a “phony peach
disease” em péssego (Wells et al., 1983). No Brasil, a bactéria é responsavel
pela escaldadura das folhas da ameixeira (Kitajima et al., 1981), clorose
variegada dos citros (CVC) (Rossetti & De Negri, 1990) e atrofia dos e ramos do
cafeeiro (Paradela Filho et al., 1996; Beretta et al., 1996; Lima et al., 1996).



A baciéria pode estar presente em plantas assintomaticas no campo,
incluindo 28 familias de mono e dicotiledoneas (Hopkins, 1988). Quando
patogénica, pode bloquear o movimento de agua e a translocacio de seiva no
interior do xilema (Gravena et al., 1997), porém, apresenta-se distribuida de
forma irregular nesses vasos (Hill & Purcell, 1995).

De acordo com Alves et al. (2001), o fumo (Nicotiana tabacum) pode ser
utilizado como hospedeiro altemativo para X. fastidiosa, pois sintomas foranlm
observados, 30 dias ap6s a inoculagio em plantas podadas a 15 cm do substrato.. .
Os autores descreveram a variedade Havana como a melhor indicadora para
expressar sintomas caracteristicos e com maior vigor. Entretanto, neste mesmo
trabalho, foi observada a reversdo dos sintomas apés adubacdo das plantas com
NPK mais sulfato de aménio.

Em relagdo a concentragio do inéculo, verificou-se que doses acima de
10° UFC/mL sdo apropriadas para testes de patogenicidade de X. fastidiosa. A
espécie Nicotiana tabacum expressou os sintomas mais rapidamente do que N.
clevelandii (Lopes et al., 2002). O fumo também foi estudado como fonte de
transmissao pela cigarrinha Ferrariana trivittata para plantas suscetiveis (Lopes
& Souza, 2001). X. fastidiosa também pode ter outros hospedeiros naturais,
como, Catharanthus roseus, Hibiscus shizopetalus e Quercus leavis (Teixeira et
al., 2001; Kitajima et al., 2000; Baranard et al., 1998).

Mehta et al. (2000) utilizando as técnicas de RAPD e SDS-PAGE de
proteinas, caracterizaram cinco grupos principais de hospedeiros de X.
Jastidiosa: videira, pereira, citros-cafeeiro e dois grupos de ameixeira. Os
isolados de citros e cafeeiro foram altamente relacionados com 60% de
similaridade. Em estudo realizado por Costa et al. (2000) com isolados de X,
Jastidiosa de diferentes culturas, entre elas, videira, citros, cafeeiro e ameixeira,

os autores também verificaram maior similaridade entre os isolados de citros e

cafeeiro.



Utilizando a técnica de RAPD, rep-PCR e PCR-RFLP foi possivel
distinguir os isolados pela diversidade genélica entre de quatro grupos. Com
base nas linhagens estudadas, as estirpes de citros e café formam um grupo
natural, assim como as estirpes de videira, améndoa e “ragweed”, e as de elmo e
ameixeira. Além disso, os autores verificaram diferenga entre os isolados de
citros de alguns de cafeeiros apds restricio do produto amplificado pelos
oligonucleotideos 272-lint e 272-2int com a enzima Cfol (Quin et al., 2001).

Estudo envolvendo trinta linhagens de X. fastidiosa isoladas de plantas
de citros, cafeeiro, videira, ameixeira, amoreira, elmo € vinca pela amplificagéo
de seqiiéncias repetitivas presentes no genoma bacteriano, permitiu distinguir os
seguintes grupos de amostras bacterianas: isolados obtidos de videira e amoreira,
ameixeiras e elmo, cafeeiro e trés grupos formados por amostras isoladas de
plantas de citros. O sequenciamento dos “/7S” dos genes codificadores de 16-
23S rRNAs distinguiu trés grupos entre os isolados provenientes de videira e
amoreira, citros e cafeeiro, elmo, vinca e ameixeira (Ciapina, 2001).

Carvalho et al. (2001) estudaram a caracterizag@o genética de isolados de
X. fastidiosa de cafeeiro de trés regides do estado do Parané por eletroforese em
campo pulsado. Verificaram a néo existéncia de correlagéo entre perfil genético
e origem geogréfica dos isolados. No entanto, grande variabilidade genética foi
verificada entre os isolados de videira, ameixeira e citros, sugerindo que haja
especificidade entre a bactéria e a planta hospedeira.

De acordo com Lopes (2001), as linhagens de X. fastidiosa de citros e de
café sao distintas, apresentando diferentes mecanismos de patogenicidade em
fumo e, possivelmente, em citros e café. Entretanto, Lima et al. (1998)
comparando linhagens de X. fastidiosa dos cilros e do cafeeiro, utilizando os
“primers” 272-2 e CVC-1, observaram que 0s produtos de amplificagdo via PCR

foram indiferentes para os isolados de cafeeiro e citros, apesar dos “primers”



serem especificos para X. fastidiosa dos citros, havendo a mesma amplificagio
nos dois grupos.

As estirpes de X. fastidiosa do cafeeiro apresentam certo nivel de
variabilidade genética entre elas nesta cultura, nio ¢ clonal (Leite et al., 2001}).
Esses resultados de diversidade genética, bem como a ocorréncia da bactéria
endemicamente, em todas as regides cafeeiras do Brasil, sugerem que JX.
Jastidiosa j se encontra presente em associagiio com o cafeeiro ha muito tempol
(Takatsu et al., 2001) antes mesmo da CVC do citros (Picchi, 2002). A detecc;ﬁ(;_
de fluxo génico entre os grupos de X. fastidiosa de citros do Sul do Brasil e de
café pode estar relacionada com a proximidade geografica das duas culturas.

Historicamente apesar da CVC ter sido diagnosticada primeiramente
(Rossetti et al., 1990), as 4reas onde hoje se encontram os pomares de citros,
foram no passado, ocupadas por cafeeiros. As poucas plantas de café que hoje se
encontram nestas 4reas estdo altamente afetadas sendo que os vetores para CVC
sdo frequentemente encontrados alimentando-se em plantas de café (Paradela
Filho et al., 1997).

2.3 Transmisséo de X. fastidiosa por insetos vetores

X. fastidiosa ¢ transmitida para os citros por meio de cigarrinhas
sugadoras de seiva do xilema. Ao se alimentarem em plantas doentes, esses
insetos adquirem a bactéria e infectam posteriormente outras plantas. Em
cafeeiro, observagdes preliminares indicaram o mesmo sistema de transmissio
da bactéria (Paradela Filho et al., 1999).

Os primeiros levantamentos de cigarrinhas em cafeeiro (Tabela 1),
relatam a ocorréncia das espécies Dilobopterus costalimai, Oncometopia facialis
€ Acrogonia terminalis, principais vetores da Clorose Variegada dos Citros
(CVC) (Giustolin et al., 1998; Marucci et al., 2001; Santa-Cecilia et al., 2000).
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TABELA 1 Espécies de cigarrinhas encontradas em lavouras cafeeiras no Sul de
Minas Gerais e Sao Paulo

Espécie Local*

- Macugonalia spp. .
g - . Varginha, MG
Ferriana triviata (Signoret)
Diedrociphala continua (Sakakibara e
Cavichioli,1982)

Dilobopterus costalimai (Young)

Bucephalogonia xanthophis (Berg) Lavras, MG

Parathona gratiosa (Blanchard, 1840)
Oncometopia facialis (Signoret)

Macugonalia leucomelas (Walker)
Erythrogonia spp.

Acrogonia sp.
Deltacephalinea sp. Bebedouro. SP
Dilobopterus costalimai (Young) '

Oncometopia facialis (Signoret)
Babhita sp.

*Fonte: San Juan et al.(1999): Ferreira et al. (2000) ¢ Giustolin et al.(1998), adaptados de
Carvalho & Mendes (2001).

Estes mesmos autores também verificaram a presenga de outro vetor,
Bucephalogonia xanthophis, porém, em pequeno nimero no cafezal, apesar de
sua importancia na citricultura. Estas espécies pertencem a subordem
Homoptera, familias Cicadellidae e Cercopidae (Purcell & Hopkins, 1996). A
transmissio de X. fastidiosa para cafeeiro por D. costalimai ja foi relatada
experimentalmente, entretanto, com baixa eficiéncia de transmissao (= 6%)
(Maruccei et al, 2001). Cigarrinhas nao identificadas da familia Cicadidae,
coletadas em vérias regides cafeeiras do Parana e que também se alimentam do

xilema, foram positivas quanto & presenga de X. fastidiosa, quando avaliadas por



nested PCR. Dorisiana virides (Homoptera) e uma Cicadidae nio identificada,

transmitiram X. fastidiosa para mudas de cafeeiro ap6s um periodo de incubacio
de seis meses (Paido et al., 2002). Neste mesmo trabalho, as espécies Dorisiana
drewseni, D. virides, Carineta matura ¢ Carineta sp. (Homoptera) foram
positivas quanto & presenca de X. fastidiosa.

Em anélise da flutuagdo populacional de D. costalimai, O. facialis e A.
terminalis, foi observada uma tendéncia de crescimento da populagdo destes
nsetos na primavera, com pico nos meses de verdo e decréscimo no outono ¢,
inverno. Segundo Santa-Cecilia et al. (2000), o aumento da populacdo de
cigarrinhas vetores de X. fastidiosa foi evidentes no periodo chuvoso. Foram
avaliadas ainda lavouras cultivadas no limpo e outras com a presenca de plantas
daninhas, tendo ocorrido pouca variagdo entre o ntimero de cigarrinhas em cada
area avaliada. No entanto, sabe-se que plantas invasoras ou matas podem ser
fontes de refigio e/ou alimentagao para estes insetos.

Ferreira et al. (2000) observaram a ocorréncia de picos populacionais de
quatro espécies de cigarrinhas em cafeeiro de setembro a margo, meses com
temperaturas médias entre 20° a 23°C, umidade relativa média entre 55% a 80%
e periodos de alta precipitagdo para a regido de Lavras, MG, condigdes

favoraveis ao surgimento de brotagdes novas nos cafeeiros.

2.4 Métodos para detecgiio de X. fastidiosa

Os métodos para diagnose em plantas sio ferramentas importantes na
identificagdo do patdgeno e para estudos das relagdes planta-vetor e patégeno-
planta. Virios testes vém sendo utilizados para a detec¢io de X. Jastidiosa em
plantas e em vetores. Como o isolamento da bactéria é um processo laborioso,
envolvendo muito tempo para obten¢io de massa bacteriana, cerca de 21 dias,
contaminagdes freqiientes e demora na expressio dos sintomas nos testes de

patogenicidade, outras técnicas como microscopia 6tica e eletronica, sorologia e



biologia molecular, com a utilizacéo de “primers” especificos para a bactéria,
estdo sendo usadas.

Mizubuti et al. (1994) detectaram a ocorréncia de uma bactéria do tipo X.
Jastidiosa em citros na Zona da Mata de Minas Gerais, por meio de microscopia
eletronica. Lima et al. (1997) desenvolveram metodologia rapida para diagnose
da CVC, por meio da observagio do extrato do xilema em microscopio ético.
Para confirmagdo de X. fastidiosa como o agente etiolégico da CVC, Beretta et
al. (1991) utilizaram o teste DIBA com anti-soro obtido contra a bactéria do mal
de “Pierce” da videira e da "periwinkle wilt" da ameixeira. Rodrigues Neto et al.
(1992) caracterizaram a bactéria utilizando eletroforese para proteinas totais.
Também foram utilizadas imunofluorescéncia (Rodrigues Neto et al., 1993) e
western blot (Harakawa et al., 1994) para detecgdo de X. fastidiosa em material
com CVC,

Almeida (2001), utilizando a metodologia de isolamento bacteriano
descrita por Hill & Purcell (1995), constatou sua eficiéncia no isolamento e
quantificagdo de X. fastidiosa para plantas de citros em meio de cultura. O tipo
de meio de cultura é importante, pois a bactéria s6 pode ser cultivada em meios
especiais, tais como BCYE (Uchibaba et al., 1992), PW (Davis et al., 1981,
Hartung et al., 1994) e PWH (Davis et al., 1983).

A técnica de reagio da polimerase em cadeia (PCR) (Mullis, 1990)
consiste numa amplificagio enzimética realizada por um par de
oligonucleotideos utilizados como iniciadores (“primers”), que, em poucas
horas, sintetizam milhdes de copias de uma seqiiéncia nucleotidica especifica. O
processo ciclico envolvido ¢ constituido de trés etapas: a) desnaturagéo da fila
dupla de DNA; b) anelamento dos iniciadores a seqiiéncia complementar de
cada fita simples do DNA desnaturado; ¢) extensdo dos iniciadores pela DNA

polimerase ao longo de ambas as fitas em oposicdo, com a conseqtiente
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duplicagdo da quantidade da seqiiéncia do DNA (Batista, 1993; De Boer et al.,
1996).

O protocolo desenvolvido por Minsavage et al. (1994) para detectar de
X. fastidiosa em tecido de plantas pela PCR foi utilizado na detecgio da CVC
(Lemos, et al. 1997) e da bactéria no cafeeiro (Lima et al., 1998). Este protocolo
permite detectar X. fastidiosa em tecidos hospedeiros pelo uso de ‘pnmers”
especificos para esta bactéria. Teoricamente, este método permite detecgio de 10
a 100 bactérias por reagdo de amplificagdo. Minsavage et al. (1 994) conseguiram
detectar, por meio deste método, a presenca da bactéria em extratos de tecidos
de videira naturalmente infectados, assim como em amostras de tecidos
inoculados artificialmente. .

Recentemente, a técnica de Nested-PCR foi utilizada para diagnose de X.
Jastidiosa em cafeeiro em duas regides do Parana. Inicialmente foi amplificado
um fragmento de DNA de 733pb, com o uso dos “primers” RST31 e RST33,
sendo o produto deste PCR utilizado como molde para a segunda amplificagdo,
utilizando os “primers” RST3] e RST33 intenos 3 seqiiéncia amplificada no
primeiro PCR. O fragmento gerado possui aproximadamente 500pb. As regides
Norte e Norte Pioneiro do Parani apresentaram 48,4% e 53,84%,
respectivamente, de amostras com resultados posilivos para a presenga de X,
Jastidiosa (Casagrande et al., 2002).

Paradela Filho et al. (1996) detectaram a presenca de X, fastidiosa em
plantas de café no estado de Sao Paulo, através de testes serolégicos, DIBA,
ELISA, western blote e PCR, inclusive em regides onde a CVC ainda nio foj
identificada.

Arachis pintoi, Catharanthus roseus, Brachiaria decumbens, Nicotiana
tabacum — TNN, N. wrkishin e N. clevelandii foram caracterizados como
hospedeiros assintométicos de X. fastidiosa do cafeeiro quando analisados por
DAS-ELISA (Nunes et al., 2001).
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Li et al. (2001), avaliando a. técnica de PCR na detecgiio de X. fastidiosa,
verificaram a sua inibigio quando a quantidade da bactéria foi maior que 20.000
unidades por reagdo. A andlise do DNA parece ser o método mais adequado para
tipificagdo e para detecgo especifica, porque as diferengas que ocorrem com as
proteinas e com alguns antigenos, como 0s lipopolissacarideos, ndo ocorrem
com o DNA de uma bactéria em fungdo do estado ou do crescimento bacteriano.
Por isso, os resultados sdo mais reprodutiveis e se pode selecionar genes que
caracterizam cada espécie filopatogénica (Lopez & Cambra, 1996).

Pinto & Leite (1999) otimizaram a técnica de PCR para detecgdo
especifica de X. fastidiosa em cafeeiro, a partir de maceragao do tecido em
tampio fosfato contendo 0,1 M de écido ascoérbico e PVPP insoluvel e diluigdo
do extrato em 1:100, possibilitando a detecgdo especifica de X. Jastidiosa em
amostras contendo menos de 10> UFC/mL.

Todas estas técnicas podem facilitar a diagnose em tecidos de plantas

com sintomas ou aparentemente sadias, especialmente em pesquisa cientifica.

2.5 Estudo do padrio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro

O estudo da epidemiologia da atrofia dos ramos do cafeeiro encontra-se
incipiente e pouco se conhece sobre este assunto. O primeiro estudo mais
detalhado sobre a dindmica espacial e temporal de X. fastidiosa no campo foi
realizado por Laranjeira (1997), para CVC, no qual verificou-se taxas de
progresso da doenga sdo varidveis ao longo do tempo. As épocas de maior
progresso corresponderam aos periodos de maior crescimento vegetativo das
plantas e as de menor progresso corresponderam as épocas de ocorréncia de
déficit hidrico e menor desenvolvimento das plantas. Antes deste trabalho,
Palazzo & Carvalho (1992) e Gottwald et al. (1992) avaliaram o progresso da

CVC no tempo e a incidéncia anual de plantas doentes, respectivamente.
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Laranjeira (1997) e Palazzo & Carvalho (1992) apontaram como épocas
de maior progresso da CVC a primavera e o verio. Com essas informagdes os
autores sugeriram que os sintomas observados seriam fruto de infecgdes
anteriores. Desta forma, primavera e verdo além de serem as épocas de maior
expressio dos sintomas, também corresponderiam aos periodos de maior
probabilidade de infecgéo. Estes resultados corroboram os de Pereira (2000), que
verificou maior nimero de infecgbes bem sucedidas quando as inoculagdes eram
realizadas na primavera e verdio, ao contririo das inoculagdes realizadas nd_
outono e inverno. Nunes (1999) encontrou resultados semelhantes aos de
Gottwald et al. (1993), porém suas avaliagdes foram bimestrais. Esses autores
néo reportaram periodos de maior progresso em determinadas épocas do ano.

Para o estudo do padrio espacial da CVC, Laranjeira (1997) realizou as
seguintes andlises: seqiiéncias ordinérias, vizinhos mais préximos, areas
isopatas, lei de Taylor modificada, indice de dispersdo e analise da dinamica e
estrutura de focos.

A andlise do padrdo espacial da doenca pode fornecer informagio vital
sobre a dispersdo dos patégenos e também pode ser a chave sobre seus
mecanismos de sobrevivéncia (Davis & Browmn, 1996). Tais informagdes
podem ser extraidas, sejam de cardter puramente académico, sejam com grande
carga de praticidade (Laranjeira, 1997).

Segundo Laranjeira (1997), a anélise de seqiiéncias ordinarias permite
constatar agrupamentos dentro de linhas de plantio ou em sentido perpendicular
a elas. Assim, € possivel relacionar (indiretamente) o padrio espacial encontrado
a praticas de manejo adotadas nos locais estudados.

Um foco de doenga ¢ um local de concentragio de plantas doentes ou
lesdes discretas, sendo considerada uma fonte primédria de infeccdo ou
coincidindo com uma é&rea originalmente favorivel ao estabelecimento da '

doenga e tendendo a influenciar o “padrio posterior da doenga” (Nelson, 1996).
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Similarmente, um “grupo” de doenca pode ser definido como o numero de
plantas doentes agrupadas. Desse modo, os dois termos sdo sinénimos quando
usados em relagio a epidemia de planta doente. De qualquer modo, uma
distingdo importante é feita entre estes dois termos: a) foco da doenga, que pode
constituir de uma planta doente ou b) considerando um grupo doente contendo
mais do que uma planta doente.

A disposigio espacial da doenga dentro de um campo tem conseqiiéncias
sobre a taxa de desenvolvimento e extenséo da distribuico espacial da epidemia
posterior, e, consequentemente, sobre o impacto da doenga na produgao
(Ferrandino, 1996). O ponto inicial da maioria destas anélises de estrutura
espacial é a verificagdo de alguma medida do desvio do comportamento espacial
aleatério (Ferrandino, 1998). Caracterizar o padrio espacial de uma doenga ¢
verificar se ha uma distribuigdo aleatoria ou agregada. Assim, se tivermos um
conjunto ++---+-+-+---+++, em que + represente uma planta doente e - uma
sadia, pode-se dizer que esse conjunto possui 9 seqiiéncias ordinéarias (Campbell
& Madden, 1990). Pode-se considerar, para anélise, que uma linha seja a
continuagao da anterior (Campbell & Madden, 1990) e, deste modo, calcular o
numero de seqiiéncias ordinérias.

Em pomares de laranja avaliados pelo nimero de seqiiéncias ordinarias
foi demonstrada a pequena proporgdo de linhas de plantio com agregagdo

significativa de plantas com sintomas da CVC.
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CAPITULO 2

Ocorréncia de Xylella fastidiosa em cafeeiro nas regides Sul e Zona da Mata

de Minas Gerais



1 RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Ocorréncia de Aylella fastidiosa em cafeeiro nas
regides Sul de Minas Gerais e Zona da Mata.. In: . Ocorréncia e padrio
espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro (Xylella Jastidiosa) nas regides Sul
e Zona da Mata de Minas Gerais. 2003.p. 27-50. Dissertagio (Mestrado em
Fitopatologia)-Universiadade Federal de Lavras, Lavras.’

No Brasil, a atrofia dos ramos do cafeeiro foi relatada pela primeira vez em café
em 1995, por Paradela Filho e colaboradores no estado de Sao Paulo. Estudos
recentes constalaram a presenga da bactéria em lavouras de Minas Gerais,
Parana e Bahia. No entanto, levantamentos sisteméticos, com métodos exatos de
diagnose ndo foram realizados. Assim, este trabalho teve como objetivo o
levantamento da ocorréncia de X. fastidiosa associada ao cafeeiro nas regides
Sul e Zona da Mata de Minas e a obtengio de isolados destas ireas para
preservagdo e estudos posteriores de viruléncia e patogenicidade. Para o
levantamento foram visitados 10 municipios da regido Sul, sendo coletadas 30
amostras por municipio € 8 municipios da Zona da Mata sendo coletadas 23
amostras por municipio. As amostras coletadas foram encaminhadas ao
Laboratério de Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras e analisadas
pela técnica de PCR. A presenca de X. fastidiosa foi detectada em amostras
coletadas nos municipios de Lavras, ljaci, Aguanil, Cristais, Trés Pontas,
Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Vigosa, Teixeiras, Coimbra,
Manhuagu, Manhumirim, Cana3, Araponga e Sdo Miguel do Anta, tanto em
plantas com sintomas como em plantas aparentemente sadias. Amostras
provenientes do municipio de Campo Belo apresentaram resultado negativo.
Foram obtidos 22 isolados provenientes de Lavras e 1 isolado de Varginha MG.
A ocorréncia de X. fastidiosa em cafeeiro foi menor que 50% nas duas regides
amostradas. A maior percentagem de amostras infectadas foi detectada em
cafeeiros com mais de 10 anos de idade. Com base nos resultados obtidos
conclui-se que a bactéria encontra-se disseminada nos cafezais das regides Sul e
Zona da Mata de Minas Gerais.

" Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza — UFLA (orientador), Edson
Ampélio Pozza e Alessandra de Jesus Boari (co-orientadores)- UFLA.
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2 ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Occurrence of Xylella fastidiosa in coffee plants in
the Southern and Zona da Mata region of Minas Gerais. In: . Occurrence
and standard spatial pattern of atrophy in coffee branches (Xylella
fastidiosa) in the Southern and Zona da Mata region of Minas Gerais.
2003.p. 27-50. Dissertation (Master Program in Phytopathology)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras. :

In coffee (Coffea arabica), Xylella fastidiosa Was reported for the first time at
Sao Paulo state in 1995. After this, the atrophy in coffee branches was reported

in Minas Gerais, Paran4 and Bahia states. This aimed to evaluate the occurrence

of Xylella fastidiosa associated to coffee plants in the Southern and Zona da
Mata region of Minas Gerais. For the survey 10 municipal districts of the South

area were visited, being collected 30 samples by municipal district and 8

municipal districts of the Zona da Mata being collected 23 samples. The samples

collected were analyzed by the technique of PCR in the Laboratory of
Bacteriology at the Universidade Federal de Lavras, MG, Brazil. Presence of X.
fastidiosa was detected in samples collected from Lavras, ljaci, Aguanil,
Cristais, Trés Pontas, Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Vigosa,

Teixeiras, Coimbra, Manhuagu, Manhumirim, Canad, Araponga and Sao Miguel

do Anta, in plants with symptoms as in plants seemingly healthy. X. fastidiosa
was not detected in samples from Campo Belo. The occurrence of X. fastidiosa
in coffee plants was smaller than 50% in the two areas. A larger number of
infected samples was detected in coffee plants with more than 10 years. The

bacteria is disseminated in coffee plantations in the Southern and Zona da Mata

region of Minas Gerais.

* Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (adviser), Edson
Ampélio Pozza and Alessandra de Jesus Boari (co-advisers) - UFLA.
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3 INTRODUCAO

O primeiro relato da ocorréncia de Aylella fastidiosa em cafeeiro data de
1995, no estado de Sio Paulo (Paradela Filho et al., 1995). Atualmente, a
presenca da bactéria em cafeeiro j4 foi constatada nos principais estados
produtores do pais: Parané, Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Bahia, Goiés e Distrito Federal (Lima et al., 1996; Matiello & Almeida:
1998; Ueno & Uesugi., 2002). )

No estado do Parané, a ocorréncia de X, Jastidiosa em cafeeiro foi
constatada em todas as regies produtoras. Na regiio Norte deste estado, cerca
de 80% das plantas em lavouras comerciais, com intervalo de idade das plantas
de 16 a 20 anos, estdo infectadas pela bactéria (Carvalho et al., 2000). De acordo
com esses mesmos aultores, cafeeiros com idade abaixo de S anos, a
porcentagem de plantas infectadas é menor, cerca 36%.

Setenta porcento das amostras de plantas com mais de 10 anos de idade
analisadas no Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba apresentaram resuitado
positivo (Takatsu et al., 2001), enquanto no Distrito Federal e Entomo foram
positivas para infecgdo por X. fastidiosa. Em 95% das amostras coletadas foi
detectada, por meio de microscopia ética, a presenga de um grande nimero de
células de X. fastidiosa no conteudo xilematico (Ueno & Uesugi, 2002).

A alta incidéncia de plantas amostradas de forma aleat6ria em diferentes
estados (Lima et al., 1996; Carvalho et al., 2000) pode sinalizar que a presenga
da bactéria em cafeeiro niio é recente; pelo contririo, deve ocorrer hd muito
lempo, sem causar danos visiveis a curto prazo. No entanto, a presenga da
bactéria no cafeeiro ndo causa perdas como no citros, mas sendo uma doenga do
sistema vascular, pode ser problemitica em anos com estiagem prolongada

(Takatsu et al., 2001).
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A presenga de X fastidiosé ja foi estudada em sete espécies e hibridos
especificos de cafeeiros tendo sido constatada em C. kapakata, C. stenophylla,
C. eugenioides e diversas cultivares de Coffea arabica, como Mundo Novo,
Catuai Amarelo, Catuai Vermelho, Icatu, lapar 59, Acaia, Tupi, Caturra
Bourbon (Carvalho et al., 2000) e C. canephora, Colilon e Robusta. Nas plantas
com pouco ou nenhum sintoma, a bactéria foi detectada somente
esporadicamente. A presenga da bactéria nio foi constatada nas espécie C.
racemosa ¢ C. dewevrei. Em relagéo aos hibridos interespecificos, C. arabica X
C dewevrei, C. arabica x C. eugenioides, C. arabica X C. canephora var.
robusta, C. arabica x C. racemosa todos apresentaram reagdo positiva para X.
Jastidiosa em pelo menos um dos testes relacionados (Ribas et al.,1998; Yorinori
et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de X
fastidiosa em cafeeiro em duas regides produtoras do estado de Minas Gerais, a
regido Sul e a da Zona da Mata e a obtengdo de isolados destas areas para

preservagio e estudos de viruléncia e patogenicidade posteriores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de amostras

O levantamento para se constatar a ocorréncia de X. fastidiosa foi
iniciado pela amostragem em dez municipios da regido Sul e oito da Zona da
Mata de Minas Gerais (Figuras | e 2).

O numero de municipios foi escolhido de acordo com a quantidade dc;
lavouras, extensao territorial e experiéncia dos técnicos da EPAMIG de Lavras,
MG, que jé realizaram levantamentos para estudos de outras varidveis nestas
éreas.

Em cada lavoura foi realizada amostragem tendenciosa, procurando-se
as plantas com sintomas, por meio de informagdes dos agricultores ou técnicos
da regido. Logo apés, foi realizado caminhamento em zig-zag (Campbell &
Madden, 1990), coletando-se ramos aleatoriamente de plantas com e sem
sintomas. De plantas assintométicas, foram coletados quatro ramos no ter¢o
médio da planta. Nas plantas sintométicas foram coletados os ramos com
sintomas tipicos da doenga, como intemédios curtos, e tufos de folhas nas
pontas.

Os dados referentes a lavoura, como cultivar plantada, estado
nutricional, préticas culturais adotadas pelo agricultor, idade e quadro
sintomatolégico das plantas, bem como outros dados da propriedade, foram
devidamente catalogados.

As amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas em sacos
plasticos dentro de caixas de isopor e transportadas para o Laboratério de
Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras, onde foi identificado o agente

etiolégico pela técnica da reagdo de PCR.
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Campos Gerais
Nepomuceno
Mlenas
Trés Pontas
varginhe

FIGURA 1 Posicio relativa dos municipios amostrados na regiao
sul de Minas Gerais

FIGURA 2 Posicao relativa dos municipios amostrados na
Zona da Mata de Minas Gerais
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4.1.2 Amostragem de folhas de cafeeiro em plantas com sintomas ¢ sem
sintomas da ARC, na regiio Sul de Minas Gerais

Foram coletadas amostras nos municipios de Lavras, Ijaci, Campo Belo,
Aguanil, Cristais, Trés Pontas, Varginha, Nepomuceno, Alfenas e Campos
Gerais. Por municipio, foram visitadas cinco lavouras. Em cada lavoura
realizou-se a amostragem tendenciosa, em busca de plantas com sintomas, em
parcelas com 2.400 plantas. Para a coleta das plantas sadias, sem sinlomas,l
realizou-se a amostragem sistemética. Assim, na 5° linha de plantio, contaram-séb'
dez plantas e, entre a 11° e 20° planta, foi coletada uma amostra; na 9° linha de
plantio contaram-se trinta plantas e, entre a 31° e 40° plantas foi coletada outra
amostra, na 18" linha de plantio contaram-se setenta plantas e entre a 71° e 80°
plantas foi coletada outra amostra. Por lavoura, coletou-se trés amostras com
sintomas da doenga e trés de plantas sadias. Cada municipio foi representado por

trinta amostras.

4.1.3 Amostragem de folhas de cafeeiro em plantas com sintomas e sem
sintomas da ARC, na Zona da Mata de Minas Gerais

Foram coletadas amostras nos municipios de Vigosa, Teixeiras,
Coimbra, Manhuagu, Manhumirim, Cana3, Araponga e Sio Miguel do Anta. Em
cada lavoura realizou-se a amostragem tendenciosa, em busca de plantas com
sintomas e a amostragem nio tendenciosa de plantas aparentemente sadias(a
coleta de plantas assintomaticas e sintomaticas foi realizada conforme descrito
em 4.1.2). O nimero de amostras por propriedade variou de acordo com o

tamanho do talhdo amostrado. Cada municipio foi representado por 23 amostras.
4.2 Extraciio do DNA genémico

No laboratério de bacteriologia do Departamento de Fitopatologia da .

UFLA, os peciolos de folhas de plantas de cafeeiro foram processados conforme
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descrito por Minsavage et al. (1994), adaptado por Pinto e Leite, (1999) para
cafeeiro. A partir do extrato diluido, 0 DNA total da bactéria foi extraido e
purificado, de acordo com o método de Ausubel et al. (1987). Assim, os peciolos
das folhas amostradas foram macerados em tampao succinato—-citrato-fosfato
contendo 5% de PVPP e 4cido ascérbico 0,1 M e diluidos na proporgio de
1:100. Do homogenizado foram retirados 100uL e colocados em tubos de
microcentrifuga com 900uL de agua destilada autoclavada (ada). Os tubos foram
centrifugados por 2 minutos a 11700 rpm. Em seguida, foi retirado o
sobrenadante e adicionado 1000 pL de ada, seguindo-se nova centrifugagéo.
Novamente o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido em 567 pL de
TE (tampéio 10 mM Tris-HC], pH 7,5; EDTA 1 mM, pH 8,0), adicionando-se
em seguida, 30 puL de SDS 10% e 3 pL de proteinase K (20 mg/mL) e agitando-
se vagarosamente. Os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 1 hora.
Ao conteudo dos tubos adicionaram-se 100 pL de NaCl 5M, seguindo-se de
agitagio em vortex. Novamente, adicionaram-se 80 pL de CTAB/NaCl (4,1g de
NaCl e 10 g de CTAB, em 100 mL de 4gua) seguindo-se de agitagdo em vortex.
Os tubos foram entdo incubados em banho-maria a 65°C por 10 minutos e, a
seguir,  temperatura ambiente, adicionaram-se 550 pL de cloroférmio: élcool
isoamilico, 24:1, seguindo-se de agitagdo manual por 10 minutos e centrifugagio
a 14000 rpm por 5 minutos. Apés este processo, a fase superior foi transferida
para um novo tubo, medindo-se o volume. Nesta etapa adicionaram-se 0,6
volume de élcool isopropilico e os tubos foram levados ao ultra frezeer a -80°C,
por 10 minutos. Novamente procedeu-se & centrifugagéo a 14.000 rpm por 20
minutos. Retirou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 70%,
seguindo-se de centrifugagdo a 14.000 rpm por 10 minutos. O pellet foi

ressuspendido em 50 pL de TE e armazenado a 4C.
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4.3 Reagiio de amplificaciio do DNA - PCR

A amplificagdo do DNA foi realizada com volumes de 25 pL, sendo 2,5
pL de Tampdo 10X, 1,5 pL de cloreto de magnésio, 1,0 uL de dNTPs, 0,75 pL
de cada primer, 5 pl de taq polimerase e 5 pL do DNA da amostra,
completando-se o volume com &gua ultrapura. Os primers utilizados foram os
descritos por Minsavage et al. (1994):

RST31 (5’-GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3")
RST33 (S’"CACCATTCGTATCCCGGTG-3),

os quais permitem a amplificagdo de um fragmento especifico de 733 pares de

'

base. O programa utilizado no termociclador, descrito por Minsavage et al.,
(1994) foi adequado as condigdes deste experimento, sendo 1 minuto a 94°C
para desnaturagdo, 1 minuto a 55°C para anelamento, 1 minuto e 30 segundos a

72°C para extenséo, por 30 ciclos e 5 minutos a 72°C para extenséo final.

4.4 Corrida em gel de agarose

A visualizagio do produto da PCR foi feita em gel de agarose a 0,9%,
diluido em tampao TBE (TBE 10 X 108g Tris 89mM, 55g é4cido boérico 89 mM,
e EDTA 0,5 M em pH 8,0) e corado com brometo de etideo.

4.5 Obtencio e conservagciio dos isolados de Xylella fastidiosa de cafeeiros

Os isolados foram obtidos de amostras coletadas durante o estudo da
ocorréncia de X. fastidiosa nas regiGes Sul e Zona da Mata de Minas Gerais.
Todas os isolados foram obtidos de peciolos de folhas de cafeeiro, segundo
metodologia de Almeida et al. (2001). Das folhas de cafeeiro foram retirados o
peciolo e parte da nervura central. Cada amostra foi representada por um peciolo
de 0,05 a 0,10 g de tecido. Este material foi desinfestado superficialmente por
meio de banhos sucessivos de dois minutos em cinco recipientes contendo, .

respectivamente, é4lcool 70%, hipoclorito de sédio 2% e dagua destilada
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autoclavada (trés vezes). Apés secagem sobre papel de filtro autoclavado, estes
fragmentos foram macerados em 2 mL de tampio fosfato salino (PBS). Uma
aliquota de 100 pL da suspenséo obtida foi diluida em 900 pL de PBS e, desta
diluigao, uma aliqﬁota de 20 pL foi plaqueada em meio de cultura PW (Davis et
al., 1981). As placas foram mantidas a 28°C, por 14 a 21 dias.

Todos os materiais liquidos e recipientes utilizados no procedimento
foram autoclavados por 20 minutos a 12 1°C, para eliminagéo dos contaminantes.
Bisturi para corte e pinga para transferéncia dos tecidos foram flambados para
cada amostra. Todas as etapas foram executadas em camara de fluxo laminar.

As colonias obtidas foram analisadas por PCR segundo metodologia de
Ausubel et al. (1987) para confirmagio da identidade dos isolados de X.
Jastidiosa. Os isolados foram armazenados em tubos de microcentrifuga
contendo tamp@o para preservagao succinato-fosfato-citrato (SPC 1g succinato,
1,5g K,HPO,, 1g KH,PO, 1g citrato, 1L adgua destilada) pH 7,0, mais 30% de
glicerol. Uma suspensio bem concentrada das colonias bacterianas
ressuspendida em PBS (200 pL) foi transferida para tubos com tampao para

preservagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1 Deteccio de Xylella fastidiosa em amostras de folhas de cafeeiro
provenientes de plantas com sintomas e sem sintomas da ARC, na
regiio Sul de Minas Gerais

A presenga de X. fastidiosa foi detectada em amostras coletadas nos
municipios de Lavras, ljaci, Cristais Trés Pontas, Campos Gerais, Varginha,
Nepomuceno e Alfenas, em plantas com € sem sintomas (Tabela 2). Néo foi
verificada a ocorréncia da bactéria nas amostras provenientes do municipio de:
Campo Belo.

As cultivares amostradas no levantamento foram Mundo Novo, Catuai
Vermelho e Acaid. As plantas apresentaram intervalo de idade de 5 a 40 anos
(Tabela 3). Das 300 amostras analisadas, 76 apresentaram resultados positivos
para a presenca de X. fastidiosa pelo teste de PCR (Tabela 2), representando
25,3% das amostras examinadas. Dessas 300 amostras, 72% apresentaram
intervalo de idade entre 16 e 25 anos (Tabela 3).

Foram obtidos 22 isolados (Figura 3) do municipio de Lavras e 1 isolado
de Varginha (Tabela 4). Os isolados foram obtidos de plantas da cultivar Catuai

Vermelho, com idade de 5 a 12 anos.
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TABELA 2 Levantamento da ocorréncia de Xylella fastidiosa em amostras de
cafeeiros provenientes da regido Sul de Minas Gerais e analisadas
pela técnica de PCR (30 amostras por municipio).

Amostras positivas Propriedades

Municipio Amostras com Amostras sem Total de Amostras

sintomas sintomas propriedades. Positivas
Lavras 0 1 5 1
Tjaci 9 3 5 3
Campo Belo 0 0 5 0
Aguanil 1 0 5 1
Cristais 6 3 5 4
Trés Pontas 10 2 5 4
Campos Gerais 4 1 5 1
Varginha 4 9 5 3
Nepomuceno 2 11 5 3
Alfenas 5 5 5 2

TABELA 3 Intervalo de idade de plantas positivas por PCR, nos municipio de
Lavras, ljaci, Cristais Trés Pontas, Campos Gerais, Varginha,
Nepomuceno e Alfenas, Minas Gerais.

Intervalo de idade (anos) N~ de amostras % amostras positivas por PCR

0a$s 26 19
6als 88 36
16a25 112 49

Mais de 25 74 64

39



M 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18

Kb
73

Kb
733

FIGURA 3 (A) Gel de agarose de produtos amplificados por PCR do DNA
de X. fastidiosa extraido de peciolos de folhas do cafeciro.
Amostras 2 controle positivo, 5, 6, 8, 11, 12, 16, 17, provenientes
de Araponga MG. (B) Amostras 3, 4, 5, 9, 10, 11, 12,
provenientes de Lavras MG. (C) Reacio de PCR de colénias de
AX. fastidiosa, isolados, Inga, VA1 5.100, E 2.5. (D) Coldnias de
X. fastidiosa, 1solado VA1 5.100 em meio de cultura PW.
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TABELA 4 Isolados de X. fastidiosa de cafeeiro com sintomas da atrofia dos
ramos do cafeeiro, da regido Sul de Minas Gerais.

Isolado Municipio Variedade l1dade
E 1.88 - Lavras Catuai 8
E 7.94 Lavras Catuai 8
E1.13 Lavras Catuai 8
E 2.85 Lavras Catuai 8
E 3.82 Lavras Catuai 8
E 1.67 Lavras Catuai 8
El2 Lavras Catuai 8
El4 Lavras Catuai 8
E2.15 Lavras Catuai 8
G11.44 Lavras Catuai 10
G 10.56 Lavras Catuai 10
G3.99 Lavras Catuai 10
G 1.60 Lavras Catuai 10
G 6.35 Lavras Catuai 10
G 8.8l Lavras Catuai 10
G 648 Lavras Catuai 10
G3.55 Lavras Catuai 10
ARA3B Lavras Catuai 10
ARA3A Lavras Catuai 10
INGA Lavras Catuai 12
M1.10 Lavras Catuai 5
M4.l Lavras Catuai 5
VAl 5.100 Varginha Catuai 10
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5.2 Detecgiio de Xylella fastidiosa em amostras de folhas de cafeeiro
provenientes de plantas com sintomas e sem sintomas da ARC, na
Zona da Mata de Minas Gerais

Foi detectada a presenca de Xylella fastidiosa em amostras coletadas nos
municipios de Vigosa, Teixeiras, Coimbra, Manhuagu, Manhumirim, Cana,

Araponga e Sdo Miguel do Anté, tanto em plantas com sintomas como em

plantas aparentemente sadias (Tabela 5). Todas as plantas avaliadas foram dz;

cultivar Catuai Vermelho, com intervalos de idade diferentes (Tabela 6). Das.,

184 amostras analisadas nos municipios de Araponga, S.M. do Anta, Canai,

Manhuagu e Manhumirim, 57% das amostras positivas apresentaram intervalo

de idade entre 9 e 15 anos (Tabela 6).

TABELA 5 Levantamento da ocorréncia de Xylella fastidiosa, pela técnica de
PCR, em cafeciro de amostras provenientes da regido da Zona da

Mata de Minas Gerais.
Amostras Propriedades

Municipio Amostras Amostras Total de Amostras

com sintomas sem sintomas propriedades  positivas
Vigosa 3 3 5 4
Manhuagu 2 2 5 3
Manhumirim 1 7 1
Teixeiras 2 4 6 4
Coimbra 1 1 3 2
Araponga 7 2 5 5
Canad 6 1 4 3
Sdo Miguel do Anta 4 3 8 7
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TABELA 6 Intervalo de idade de plantas positivas por PCR, nos municipio de
Araponga, S.M. do Anta, Canad, Manhuagu e Manhimirim, Vigosa,
Teixeiras e Coimbra na Zona da Mata de Minas Gerais

Intervalo de idade (anos) N” de amostras % amostras positivas por PCR

O0a3 10 10
4a8 40 15
9als 86 28
16 a25 32 25
Mais de 25 14 2]

Tentativas de estabelecer culturas puras da bactéria X. fastidiosa a partir
das plantas amostradas ndo foram bem sucedidas. Nenhum isolado foi obtido da
regiao da Zona da Mata.

Em todas as amostras avaliadas tanto na regido Sul como na Zona da
Mata, a porcentagem de amostras positivas por PCR foi inferior a 50%. Com
intervalo de idades das plantas de 8 a 25 anos. Lavouras abaixo de 5 anos
representam apenas 20% das amostras positivas.

Hopkins (1989) relatou que, para algumas espécies hospedeiras de X.
fastidiosa, a bactéria pode ser considerada um patogeno fraco ou oportunista.
Talvez este fato relacione-se 4 baixa porcentagem de amostras positivas
encontradas nas regides Sul e na Zona da Mata de Minas Gerais. Algumas
estirpes podem colonizar os vasos do xilema de plantas que nao apresentaram
sintomas da doenca. No entanto, estas estirpes podem causar danos se a planta
estiver debilitada, como, por exemplo, outras doengas e pragas em associagao,
em senescéncia, com deficiéncia mineral, corte de raizes durante o cultivo,
superprodugao e, principalmente, estresse hidrico (Paradela Filho et al., 1999).

Pereira (2000) observou tendéncia de aumentos populacionais de X.

fastidiosa em plantas citricas nos meses mais frio (outono e inverno) e com
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menores taxas pluviométricas no periodo de margo de 1999 a julho de 2000. O
contrario foi observado nos meses mais quentes e chuvosos (primavera e verdo).

No entanto, a média populacional de X. Jastidiosa nao foi diferente
estatisticamente no periodo de fevereiro a junho de 1999. A tendéncia de
aumento populacional no outono-inverno e redugio na primavera-verio também
foi observada por Leite et al. (1997), estudando a flutuagdo populacional de X
Jfastidiosa em ameixeira. Esta observagio foi tanto em isolamento em meio de

cultura BCYE quanto em testes sorolégicos de DAS-ELISA. De acordo com
Leite et al. (1997), o aumento da populagio bacteriana nos tecidos das plantas

hospedeiras, em geral, coincide, normalmente, com o aparecimento de sintomas

da doenga.

Apos o relato, em 1995, da associagdo de X. fastidiosa com cafeeiro, no
ano agricola de 1998, em fungdo das mas condigdes ambientais, com periodos
secos e temperaturas elevadas, sintomas de depauperamento foram observados
com maior intensidade em varias lavouras e em vérias regides cafeeiras.
Técnicos do MAA!SDR;’PROCAFE, juntamente com técnicos de outras
institui¢des, iniciaram um levantamento em virias regides do pais (Matiello &
Almeida, 1998). Quatro anos apos, este trabalho teve como objetivo realizar o
levantamento de X. fasridiosa no cafeeiro nas regides Sul e Zona da Mata de
Minas Gerais. Em fung¢ao das condigdes climéticas nestes ultimos anos ocorreu
recupera¢do destas plantas. Este fato foi relatado pela maioria dos produtores
entrevistados. A sintomatologia para coleta das amostras foi associada a plantas
que em 1998 apresentaram o sintoma referido. As relagdes ambientais, como
nutri¢do das plantas e periodos secos prolongados pode tornar evidentes os
sintomas da ARC no campo (Takatsu, 2001), fato que néo se repetiu nos anos de
1999 a 2002.

No levantamento realizado por Matiello et al. (1998) a doenca foil

identificada em cafeeiros no Parand, na regidao Norte Velho e Novo, em Sio
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Paulo; Minas Gerais, regides Sul, ‘Oeste, Tridngulo, Alto Paranaiba, Zona da
Mata, Jequitinhonha e Vale do Rio Doce; Espirito Santo, no Sul, Centro Serrano
e na zona de café Conillon; Bahia, no extremo Sul, Planalto da Conquista e
Chapada da Diamantina, Rio de Janeiro, Zona Serrana, Centro e Norte
Fluminense; e Rondénia, Zona Cacoal.

Matiello et al. (1998) avaliaram 25% das propriedades que compdem a
amostra de previsio de safra cafeeira nas regides Sul/Oeste € Zona da Mata de
Minas Gerais. Em 82,5% das propriedades das regides Sul e Oeste de Minas
Gerais foi constatada a presenca de X. fastidiosa no cafeeiro, através do exame
do exsudato do peciolo foliar. Na regido da Zona da Mata, em 78,9% das
propriedades, foi constatada a presenca de X. fastidiosa no cafeeiro.

No estado do Parand, a ocorréncia de X. fastidiosa em cafeeiro foi
constatada por PCR em todas as regides produtoras, com cerca de 80% das
plantas, com intervalo de idade entre plantas de 16 e 20 anos, infectadas
(Carvalho et al., 2000). Em cafeciros com idade abaixo de 5 anos, a
porcentagem de plantas infectadas foi menor, 36%. Amostras de cafeeiro com
mais de 10 anos de idade, analisadas no Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba,
apresentaram 70% de plantas positivas (Takatsu et al., 2001).

A maceragio do material vegetal utilizando almofariz e pistilos
promoveu ruptura dos vasos de xilema de forma uniforme na maioria das
amosiras processadas, permitindo a liberagao de células de X. fastidiosa na
suspensdo restante. No entanto, durante o isolamento, grande parte do
experimento foi perdido em fungio de contaminagdes, provavelmente
acarretadas por microorganismos endofiticos presentes nas amostras. Este fato
foi relatado por Almeida (1999) e Lacava (2000), que optaram por dilui¢des em

ntmero de 10, para reduzir a incidéncia de contaminantes.
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O meio PW (Davis et al., 1981) foi eficiente para o isolamento de X,
Jastidiosa de tecido amostrado de cafeeiro. O meio BCYE (Leite Jr. & Leite,
1991) foi testado em ensaios preliminares, porém, sem sucesso.

Almeida (1999), em estudo comparativo de meios de cultura para isolar
X. fastidiosa, adaptou a metodologia descrita por Hill & Purcell (1995) para o
isolamento em tecidos citricos utilizando os seguintes meios de cultura, PW,I
PWg, BCYE, concluindo que os trés meios de cultura testados promoveram
crescimento bacteriano, porém com diferengas na eficiéncia de isolamemo,'.
didmetro de colénias e periodo de incubagio. O meio BCYE promoveu
crescimento mais lento, col6nias menores ¢ menor eficiéncia de isolamento do
que o PW e PWG .
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6 CONCLUSOES

Xylella fastidiosa esta disseminada nos cafeeiros das regides Sul e Zona
da Mata de Minas Gerais.

Ha presenga da bactéria em plantas com sintomas caracteristicos da
atrofia dos ramos do cafeeiro e em plantas aparentemente sadias.

A ocorréncia de X. fastidiosa em cafeeiro foi inferior a 50 % nas duas
regides amostradas.

A maior percentagem de amostras infectadas foi detectada em cafeeiros

com mais de 10 anos de idade.
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CAPITULO 3

Anilise do padrio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro nas regidges Sul
¢ Zona da Mata de Minas Gerais



1 RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Anilise do padrio espacial da atrofia dos ramos do
cafeeiro nas regides Sul e Zona da Mata de Minas Gerais. In:
Ocorréncia e padrio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro (XerIla
Jastidiosa) nas regites Sul e Zona da Mata de Minas Gerais. 2003. p.51-86.
Dlssertacao (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras. ,
O presente trabalho objetivou estudar tanto o progresso da atrofia dos ramos do
cafeeiro no tempo, como o arranjo das plantas afetadas, visando caracterizar a.
distribuicdo espacial da doenga em duas regides do estado de Minas Gerais: Sul
e Zona da Mata. Por meio de avaliagio de sintomas visuais, foram mapeados, de
trés em trés meses, trés talhdes de café da cultivar Catuaf Vermelho em duas
regides do municipio de Lavras, MG. O arranjo das plantas afetadas foi avaliado
em nove tathdes, distribuidos nos municipios de Lavras, Varginha, El6i Mendes,
Araponga e Canad, MG. Para o estudo da dindmica espacial, foram aplicadas as
seguintes andlises: seqiiéncias ordinrias, indice de dispersio e analise de
dinamica e estrutura de focos. Em todos os talhdes avaliados, considerando-se a
area como um tedo, foi observada uma tendéncia ao agrupamento ou formagio
de reboleira. Nas avaliagdes individuais, alguns talhes apresentaram arranjo de
plantas doentes aleatério ou casualizado. A distribuigio de plantas com padrio
aleatério foi evidente em lavouras mais novas, no inicio da epidemia. O nimero
de focos crescen com o aumento da incidéncia da doenga. Os focos
apresentaram tamanhos, em média, inferiores a trés plantas. Em contrapartida, o
percentual de focos unitarios diminuiu conforme o aumento na incidéncia.

' Comité Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (orientador), Edson -
Ampélio Pozza e Alessandra de Jesus Boari (co-orientadores) - UFLA.
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2 ABSTRACT

BARBOSA, Juliana Franco. Analysis of the spatial pattern of atrophy in coffee

branches in South and Zona da Mata of Minas Gerais. In: . Occurrence
and standard spatial pattern of atrophy in coffee branches(Xylella
fastidiosa) in the Southern and Zona da Mata region of Minas Gerais. 2003.
p.51-86. Dissertation (Master Program in Phytopathology)-Universidade Federal

de Lavras, Lavras.’

Aiming to evaluate the progress of the atrophy in coffee branches (ACB) in the
time, and also the arrangement of the affected plants, and to characterize the
spatial patiern of the disease in two regions in Minas Gerais: South and Zona da
Mata. Progress was evaluated by means of visual symptoms, of three in three
months, in three areas of coffee producing of the cultivar Catuai Vermelho in
two regions at Lavras, MG, Brazil. The actual arrangement of the affected plants
was evaluated in nine regions, distributed in Lavras, Varginha, El6i Mendes,
Araponga and Canad, MG, Brazil. The spatial pattern was analysed by using:
ordinary runs, dispersion index, dynamics analysis and structure foci. It was
observed the spatial patiem of ACB as aggregated in all fields evaluated. But
individual evaluation, some fields showed aleatory pattern of the plant disease.
The aleatory patten of plants disease was evident in newer areas, at the
beginning of the epidemic. Foci number reduced with the increase of the
incidence of the disease, well as foci compact index. Above 20%, there was
coalition of foci. In compensation, the percentile of unitary foci decreases with
the increase in the incidence disease.

* Guidance Committee: Ricardo Magela de Souza - UFLA (adviser), Edson
Ampélio Pozza and Alessandra de Jesus Boari (co-advisers)- UFLA.
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3 INTRODUGAO

A cafeicultura no Brasil tem tido grande importincia desde a sua
introdugdo, no século XVIII até hoje, nio sé pela geragio de emprego nas
lavouras, armazéns e indistria, mas também pelo seu poder econdmico. E uma
“commodity” importante, como fonte de divisa, por meio de sua exportagéo e/ou
comercializa¢io interna. '

A evolugio da cafeicultura brasileira compreende periodos ou fases coni.
aumentos no plantio e na produgdo e outros com abandonos de lavouras e
reducdo nas safras (Matiello et al., 2002). Nesta segunda fase, as perdas de
produtividade estdo intimamente relacionadas com o ataque de pragas e as
doengas responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento normal das plantés.

Entre as doengas da cultura, a atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC) foi
recentemente relatada. O agente etiologico é Xvlella fastidiosa, uma baciéria
fastidiosa limitada ao xilema e transmitida por cigarrinhas Hemipteras
(Cicadellidae), da mesma forma como acontece com outras doengas causadas
pelo mesmo patdgeno (Lopes, 1999; Agrios, 1997).

A epidemiologia desta doenga nio ¢é conhecida. Até o momento, quase
toda pesquisa ¢ direcionada por suposi¢des inferidas a partir do conhecimento
epidemiolégico de outro patossistemas com essa bactéria, como a clorose
variegada dos citros (CVC).

O primeiro estudo mais detalhado sobre a dinamica espacial e temporal
da distribui¢do de X. fastidiosa no campo foi realizado por Laranjeira (1997),
para CVC, no qual verificou-se a variagio das taxas de progresso da doenga ao
longo do tempo. A dinamica espacial leva em consideragio as caracleristicas
espaciais das epidemias e permitem elaborar hip6teses bioldgicas e ambientais,
capazes de justificar as associagdes entre patégenos e plantas doentes (Campbell
& Madden, 1990). '
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O ponto inicial da maioria destas andlises do padrio espacial é verificar
o desvio do comportamento espacial aleatério (Ferrandino, 1998).

Métodos de analise do padrio espacial das epidemias foram
desenvolvidos no final do século passado (Campbell & Madden, 1990). Atencéo
especial foi dada a epidemias cujas avaliagdes sao baseadas na incidéncia, como
aquelas causadas por virus, fitoplasmas, bactérias e fungos sistémicos (Madden e
Hughes, 1995). Embora existam vérias técnicas para avaliar o padréo espacial de
doengas, citam-se a andlise de “ordipary runs” (Madden et al, 1982),
autocorrelagio espacial (Gottwald et al., 1992) e andlise da dinimica e estrutura
dos focos baseada na observagio dos mapas da epidemia (Nelson, 1996). Este
tiltimo foi testado para duas epidemias da CVC (Nelson, 1996; Laranjeira et al.,
1998). Segundo Nelson (1996), o nimero de focos tendeu a aumentar até a
incidéncia atingir 22%, havendo, a partir dai, coalescéncia dos focos. Ja
Laranjeira et al. (1998) encontraram um valor de 30% para a mesma varidvel,
em epidemias de CVC. Os focos tém padrdes isodiamétricos. O aumento no
nimero médio de plantas por foco seguiu um padrio exponencial e 83% dos
focos apresentaram menos de dez plantas (Laranjeira et al., 1998).

Com base nos dados referentes & presenca da bactéria no cafeeiro, €
possivel realizar o estudo do padrio espacial da doenga que, at¢ 0 momento, é
incipiente e desconhecido.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi estudar o progresso da
atrofia dos ramos do cafeeiro ao longo do tempo em Lavras, MG, bem como o
arranjo espacial atual das plantas afetadas, visando caracterizar a dindmica da

doenca em duas regides de Minas Gerais: Sul e Zona da Mata.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizagiio dos sintomas observados no campo

Antes do inicio do levantamento das plantas com a ARC, foram
acompanhados os sintomas caracteristicos da doenga no campo, pois eles podem
ser confundidos com deficiéncia mineral e associagio com outros patdgenos. As
plantas avaliadas eram provenientes de uma lavoura localizada no Campus de;
Universidade Federal de Lavras, MG, onde j4 havia sido relatada a ocorréncia dé_
ARC por técnicos da EPAMIG. As plantas foram avaliadas quanto a presenca de
ramos com intemddios curtos, folhas mal formadas, amarelecimento geral,
ramos com tufos de folhas nas pontas, sendo esses sintomas relatados como os
mais comuns por outros pesquisadores. Para confirmar a presenca da bactéria

nas plantas, 30 amostras foram coletadas em cada érea e analisadas por PCR.

4.2 Coleta dos dados

O levantamento de plantas com ARC, pelo exame visual, foi iniciado
apds o treinamento e caracterizagdo dos sintomas no campo ( Item 4.1). Nas
areas localizadas no municipio de Lavras, as avalia¢bes foram feitas de trés em
trés meses, de junho a dezembro de 2002.

Para determinar o padrio atual da doenga, foi realizada uma unica
avaliagdo no més de setembro de 2002, nas regides Sul e Zona da Mata de Minas
Gerais (Figura 4). Foram amostradas as lavouras nas cidades de Lavras, El6i
Mendes e Varginha, no Sul de Minas Gerais e, na Zona da Mata, lavouras nas
cidades de Araponga e Canai (Tabela 7).

Buscou-se selecionar talhdes homogéneos de café da variedade Catuai
Vermelho, representativos de ambas as regides produtoras em estudo. As plantas
de cada talhdo apresentavam intervalos de idade diferentes. Foram coletadas as
coordenadas geogréficas das lavouras, em cada municipio, com o emprego do

sistema de posicionamento geografico GPS.
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As avaliagdes visuais, baseadas em sintomas nos ramos e folhas, foram
feitas em todas as épocas pela mesma pessoa. Para se confirmar a presenga da
bactéria em cafeeiro foram realizadas coletas de 30 amostras, as quais foram
analisadas por PCR, seguindo-se o protocolo de Minsavage et al. (1994),

modificado por Pinto & Leite Jr. (1999) para amostras de cafeeiro.

FIGURA 4 Posicao relativa dos municipios (1) Canad e Araponga, na Zona da Mata, ¢
(2) Lavras e (3) Varginha e El6i Mendes, na regido Sul de Minas Gerais,
amostrados para anilise do padrio espacial da atrofia dos ramos do
cafeeiro.

O mapeamento da 4rea foi feito com base em dados binérios (presenga
ou auséncia de sintomas) anotados por cada planta. Para uma nova avaliagio, as
plantas sintométicas foram adicionadas aos mapas anteriores, obtendo-se, assim,
o namero acumulado de plantas doentes e a sua posigao. Foi considerado que

uma planta sintomética numa avaliagéo seri sempre doente nos mapas seguintes,
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mesmo nao apresentando sintomas em algumas das avaliagges posteriores. Isso

foi feito em fungiio da natureza sistémica do patégeno (Laranjeira, 1997).

TABELA 7 Coordenadas geograficas dos municipios amostrados

Localizagdo .
Municipio Altitude (m) Latitude Longitude
Araponga 949 20°39° 42°33°
Cana 843 20° 42 42°34°
El6i Mendes 910 20°25° 45°29°
Lavras 934 21°34 44° 57
Varginha 948 20° 43’ 45° 09’

4.3 Areas avaliadas

4.3.1.1 Regiao Sul de Minas Gerais

1) Municipio de Lavras

Talh@o EO1 - est4 localizada no campus da UFLA. A érea experimental conta
com 1.200 plantas, dispostas em 12 linhas de plantio e 100 plantas amostradas
por linha. Pertence a um talhdo com cerca de 3.000 plantas da variedade Rubi
MG 1192, com 8 anos de idade e espagamento 3 x 0,8. E margeada por um
talhdo da variedade Mundo Novo, por um talhio da cultivar Catuai Vermelho e
uma estrada vicinal. A érea apresenta deficiéncia de zinco e boro, de acordo com

analise foliar, realizada por pesquisadores da EPAMIG.
Talhdo MO - esta localizada no bairro rural Maranhio. A é4rea experimental

conta com 1.200 plantas, dispostas em 12 linhas de plantio e 100 plantas

amostradas por linha. Pertence a um talhdo com cerca de 25 mil plantas da
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variedade Catuai Vermelho, com 5 anos de idade e espagamento 3 x 0,7. E
margeada por dois talhdes da variedade Catuai Vermelho, com 15 anos de idade
e uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliagao, os tratos fitossanitérios s0 se
fizeram necessarios para o controle de plantas daninhas. As adubagdes foram
feitas com micronutriente e uréia uma unica vez no ano, durante 0 més de

dezembro/2002.

Talhio GOl - também esté localizada no bairro rural Maranhdo. A drea
experimental conta com 1200 plantas, dispostas em 12 linhas de plantio e 100
plantas amostradas por linha. Pertence a um talhdo com cerca de 33 mil pés da
variedade Catuai Vermelho com 10 anos de idade e espagamento 3 x 0,7. E
margeada por outros talhdes da variedade Catuai Vermelho com idades
superiores € uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliagdo, os tratos
fitossanitarios s6 se fizeram necessarios para o controle de plantas daninhas. As
adubagdes foram feitas com micronutriente e formulagao NPK uma (nica vez no

ano, durante o més de dezembro/2002.

2) Municipio de Eléi Mendes

Talhdo SROI - a area experimental conta com 1200 plantas, dispostas em 12
linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhéo com
cerca de 40 mil plantas da cultivar Catvai Vermelho com 10 anos de idade e
espacamento 3 x 1. E margeada por talhdes da mesma cultivar de diferentes
idades e uma estrada vicinal. Nesta drea ja foi relatada a ocorréncia da atrofia
dos ramos do cafeeiro em 1998, empregando-se a técnica de observacdo do
fluxo xilematico em microscopio 6tico. Durante o ano de avaliagéo, os tratos
fitossanitarios se fizeram necessarios para o controle de plantas daninhas e
aplicagdes de fungicidas 2 base de cobre. As adubagdes foram feitas com

micronutriente e formulagdo NPK duas vezes no ano.
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Talhao SR02 - a érea experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12
linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhio com
cerca de 25 mil plantas da cultivar Catuai Vermelho com 5 anos de idade e
espagamento 3 x 0,5. E margeada por um talhdo da mesma cultivar, porém, de
idade diferente, pastagem e uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliacdo, os
tratos fitossanitérios se fizeram necessarios para o controle de plantas daninhas e
aplicagdes de fungicidas a base de cobre. As adubagdes foram feitas con;

micronutriente e formulagio NPK, duas vezes no ano.

3) Municipio de Varginha

Talhdo 1S01 - a 4rea experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12
linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhiio com
cerca de 25 mil plantas da cultivar Catuai Vermelho com 12 anos de idade e
espagamento 3 x 1. E margeada por talhdes da mesma cultivar, porém de
diferentes idades e uma estrada vicinal. Nesta 4rea j4 foi relatada a ocorréncia da
atrofia dos ramos do cafeeiro em 1998, empregando-se a técnica de observagio

do fluxo xilemético em microscépio dtico.

4.3.1.2 Zona da Mata de Minas Gerais

1) Municipio de Canaa

Talhdo MAQ! - a area experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12
linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhiio com
cerca de 30 mil plantas da cultivar Catuai Vermelho com 5 anos de idade e
espagamento 2,7 x 0,7. E margeada por pastagem e uma estrada vicinal. Durante
o ano de avaliagdo, os tratos fitossanitdrios se fizeram necessérios para o
controle de plantas daninhas e aplicagcdes de fungicidas a base de cobre. As
adubagbes foram feilas com micronutriente e formulagdo NPK quatro vezes no .

ano.
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2) Municipio de Araponga

No municipio de Araponga, foram analisadas duas areas experimentais: BO1 e
B02. Cada 4rea experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12 linhas de
plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertencem a um mesmo talhdo, com
cerca de 100 mil plantas da cultivar Catuai Vermelho com 16 anos de idade e
espagamento 3 x 1,5 Sdo margeadas por pastagens € uma estrada vicinal.
Durante o ano de avaliagdo, os tratos fitossanitérios se fizeram necessarios para
o controle de plantas daninhas e aplicagdes de fungicidas a base de cobre. As
adubagdes foram feitas com micronutriente e formulagéo NPK, quatro vezes no

ano.

4.4 Analise de “ordinary runs”

O arranjo espacial das plantas doentes em cada talhdo e o periodo de
avaliacdo foi determinado pela anilise de “ordinary runs” (Madden et al., 1982),
com a qual foi investigada a existéncia de agregagdo entre plantas doentes
imediatamente dentro das linhas. Um “run” (U) ¢é descrito como a sucess3o de
uma ou mais plantas doentes ou sadias. O nimero esperado de “run”, o desvio
padrio de U, sob a hipStese de nulidade e o teste normal padrio Z, foram
calculados seguindo as seguintes equagdes:

E (U) = 1+ [2m (N-m)/N]

S(U)= {{(2m (N-m)) 2m (N-m) ~ N)JAN' (N-1))}"**

Z(Uy=[U-E(U))/s(U)]

em que m é o nimero de plantas com sintomas e N é o nimero total de
plantas por linhas combinadas. O teste normal padraio Z foi utilizado para
determinar a agregagdo de plantas doentes. Os valores de Z inferiores a -1,64
(P=0,05) indicaram rejei¢do da hip6tese de nulidade (arranjo aleatério),em favor
da hipotese alternativa (arranjo agregado ou em reboleira). Os valores de E(U),

S(U) e Z(U) foram calculados no programa desenvolvido por MAFFIA, L.A.,
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baseado em Madden et al. (1982). Com os resultados obtidos, foram calculadas
as porcentagens de linhas apresentando agregagdo entre plantas adjacentes

dentro de cada parcela.

4.5 indice de dispersdo

Uma outra anilise utilizada neste trabalho para inferir o grau de
agregacéo espacial na populacdo de plantas sintomaticas foi a varidncia médiz;
(VM) (Campbell & Madden, 1990). O indice VM foi calculado com os dadoé
avaliados, dividindo-se a variincia pela média (VM=c"/p). Valores de VM<I1
significam padrio espacial regular; VM=1, padrio casualizado e VM>] a

agregacio de plantas doentes.

4.6 Dindmica e estrutura dos focos da atrofia dos ramos do cafeeiro

A anélise da dindmica e estrutura de focos foi realizada considerando-se
os mapas da doenca a partir das avaliagdes realizadas pela sintomatologia
(sintomas visuais) (Nunes, 1999; Nelson, 1996). Na demarcagio de um foco,
uma planta doente adjacente a outra planta doente lateral ou longitudinalmente
foi considerada parte de um mesmo foco (Nelson, 1996). Ainda de acordo com a
metodologia de Nelson (1996), foram determinados o nimero de focos (NF), o
numero de plantas por foco (NPF), o niimero méximo de linhas (nl) e o nimero
méximo de colunas (nc) ocupadas por foco. Desta forma sera calculado o indice
de forma de foco (IFF) e o indice de compactagdo por foco (ICF), seguindo-se as
seguintes equagoes: ICF=NPF/(nl)(nc); IFF=nl/nc.

Para cada método foi calculado o nimero médio de plantas por foco

(NMPF) ¢ a distribuigao de fregiiéncia de NPF.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintomas observados no campo

O sintoma mais evidente relacionado & X. fastidiosa colonizando os
vasos do cafeeiro foi a presenca de ramos com internodios curtos (Figura 5).
Este fato foi relatado por Paradela Filho et al. (1995), sendo observada em casos
severos, a presenga de, no minimo, o dobro do nimero de internddios nos ramos,
quando comparados com os ramos normais. Ramos de cafeeiro com internédios
curtos, quando analisados para a presenca de X. fastidiosa por microscopia
eletronica e PCR, corresponderam a maior concentragdo da bactéria na planta
Takatsu et al. (2001).

5.2 Padriio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro

Segundo Campbell & Madden (1990), hé duas variagdes na analise de
seqiiéncias ordinarias. Na primeira delas, a aleatoriedade do padro espacial foi
testada em cada linha de plantio, determinando-se a propor¢do de linhas com
agregagio significativa. Na segunda variagdo, a agregagdo foi testada
considerando-se a drea como um todo.

Para todos os talhdes avaliados, considerando-se a drea como um todo,
foi observada uma tendéncia 4 agregagdo ou formagdo de reboleira. Nas

avaliagdes individuais, alguns talhdes apresentaram indices inferiores a -1,64.

5.2.1 Regido Sul de Minas Gerais
5.2.1.1 Municipio de Lavras

A propor¢do da ARC aumentou ao longo do tempo nos talhdes EOl e
GO1, assim como a porcentagem de agregagio das plantas no campo. No talhdo
MO1, nio foi observada variagio na propor¢do de doenga e nem no padrio

espacial da doenga nas trés avaliagdes (Tabela 8).
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FIGURA 5 (A) Progresso dos sintomas em planta de café
infectada por Xylella fastidiosa. (B) Sintomas
nos ramos de cafeeiro infectado por Xylella
Jastidiosa, internodios curtos e queda prematura
das folhas.
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O padrio das plantas doentes no campo foi agregado pelo célculo de
variancia média (VM). Os valores de VM foram superiores a 1 em todos 0s

talhdes nas trés avaliagdes (Tabelas 8).

TABELA 8. Porcentagem de linhas com padrao agregado ou casualizado para a
atrofia dos ramos do cafeeiro, determinada pelas anélises de
“ordinary runs” e indice VM, em trés talhdes da cultivar Catuai
Vermelho (E01, M01, GO1), em trés avaliagdes, em Lavras, MG.

“Ordinary runs™®

Datada Proporgio  Indice®

avaliagio de doenga M Linhas com agregagdo Linhas com padrao

(%) casualizado (%)
E01°
17/06/02 49 3% 83,3 16,7
13/09/02 52 277 91,7 8,3
18/12/02 52 2,7 91,7 8,3
MO1
18/06/02 15 2,77 41,7 58,3
14/09/02 15 2,77 41,7 583
18/12/02 15 2,77 41,7 58,3
GO0l
18/06/02 11 5,45 41,7 58,3
14/09/02 13 3,26 50 50
18/12/02 13 3,26 50 50

?Talhio de 1.200 plantas, sendo 100 plantas/12 linhas
beccalculado conforme Madden et al. (1982)

Nas trés avaliacdes durante o ano de 2002, foi constatada a
predominéncia do arranjo agregado de plantas doentes no talhdo EO01 (Figura 6).
Nesta area, ha deficiéncia generalizada de zinco e boro, de acordo com
os técnicos da EPAMIG, responsaveis pela lavoura. Como os sintomas de

deficiéncia sio muito relacionados com a sintomatologia da ARC, tal ocorréncia

65



pode estar intensificando os sintomas da doenga. Segundo Paradela Filho et al.
(1999), fatores como a presenca de pragas e outras doengas, a deficiéncia
mineral, o corte das raizes durante os tratos culturais, a senescéncia de plantas e,
principalmente o estresse hidrico, predispdem o hospedeiro a expressar os
sintomas da ARC.

A alta incidéncia de plantas sintométicas neste talhdo foi comprovada
pela técnica de PCR. Na primeira avaliagdo, realizada em junho de 2002, 70'%;
das amostras analisadas foram positivas quanto a presenca da bactéria no~_
cafeeiro. Neste talhdo também ji foi relatada a presenca das cigarrinhas:
Dilobopterus costalimai, Bucephalogonia xanthophis, Parathona gratiosa,
Oncometopia facialis, Macugonalia leucomelas e Erythrogonia spp. (Ferreira et
al., 2000).

Como a lavoura é margeada por talhdes de cafeeiro de outras idades e
cultivares e por uma reslinga, estas plantas podem estar servindo como escape
para as cigarrinhas. No inicio das brotagdes novas do cafeeiro estas cigarrinhas
voltam & lavoura e disseminam a bactéria para novas plantas. O inicio das
brotagdes novas coincide com o periodo de maior flutuacio das cigarrinhas,
primavera e verdo (Ferreira et al., 2000; Santa Cecilia et al., 2001).

Este fato € relativamente comum para a CVC nos talhées de citros em
que ha presenca de gradientes da doenga, iniciando-se a partir de outros plantios
ou de locais com vegetagao nativa (Laranjeira, 1997). A transmissdo de X,
Jastidiosa pelas cigarrinhas foi mais eficiente quando realizadas na primavera e

verdo (Pereira, 2000).
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FIGURA 6 Mapas de distribui¢io espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro, em
trés épocas do ano de 2002 (junho\setembro‘dezembro), no talhdo
EO01. Cada quadrado claro representa uma planta sadia e cada quadro
escuro uma planta doente: 100plantas\12linhas.



Na segunda avaliagdo, realizada em setembro, nido foi observado
aumento na severidade dos sintomas. Porém, a proporgio de doenga aumentou
em 3% (Figura 6). Nesta época, as plantas estavam florescendo e os ramos com
internédios curtos estavam com brotos bem vigosos. Na terceira avaliagdo, ndo
foi observado aumento na proporgéo de doenga.

O maior progresso da CVC na primavera e no verdo sugere que os
sintomas observados seriam fruto de infecgdes anteriores. Dessa forma:
primavera e verdo, além de serem as épocas de maior expressdo dos sinldmas;_
também corresponderiam aos periodos de maior probabilidade de infecgdo
(Laranjeira, 1997; Palazzo & Carvalho, 1992).

No talhdo GO1, também no municipio de Lavras, a porcentagem de
plantas distribuidas aleatoriamente e agregadas foi a mesma (Figura 7). Nesta
drea foram observadas reboleiras de plantas com sintoma de murcha
generalizada e até plantas mortas. Um estudo simulténeo de fusariose no
cafeeiro estd sendo realizado com resultados ainda ndo publicados (Almeida,
2003). Os isolados de X. fastidiosa, ARA 3A e ARA 3B (Tabela 4 — capitulo 2)
foram isolados de plantas com sintomas de fusariose. Destas mesmas plantas
foram isoladas espécies de Fusarium (Almeida, 2003). A sintomatologia de
murcha e morte de plantas nao € caracteristica da ARC, podendo estar ocorrendo
um complexo entre esses patdgenos. A patogenicidade da bactéria e do fungo
em cafeeiro e o quadro sintomatolégico resultante da interagdo ainda nao esta
esclarecida.

Matiello & Almeida (1998) observaram o escurecimento nos vasos do
cafeeiro associados a presenca de X. fastidiosa. Deste modo, relacionaram uma
possivel interagdo com Fusarium, pois esse sintoma ocorre em infecgdes

causadas por este fungo.
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FIGURA 7 Mapas de distribuigdo espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro
em trés épocas do ano de 2002 (junho\setembro\dezembro), n
talhio GO1. Cada quadrado claro representa uma planta sadia e
cada quadro escuro uma planta doente: 100plantas\]2linhas.
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No talhdo MO1 (Figura 8), as plantas doentes estavam distribuidas
aleatoriamente. Este fato pode estar relacionado com o inicio de uma epidemia.
O 1alhdo é margeado por outras lavouras de mesma idade e uma pequena
restinga. Apesar dessas plantas servirem de escape para as cigarrinhas, é
provével haver pouco indculo no campo. Esta observagdo corrobora com a de
Carvalho et al. (2000), cafeeiros com idade abaixo de 5 anos, a porcentagem de
plantas infectadas ¢ de 36% no estado do Parana. '

Na avaliagdo seguinte, poucas plantas sintométicas foram acrescentadas-_
a planilha (Tabela 8). Estas plantas muitas vezes ndo estavam localizadas
proximo as plantas anteriormente marcadas, indicando que o patégeno nio esta
sendo disseminado de planta a planta, mas sim em fungdo do movimento do
vetor. Para citros, Laranjeira (2002) relatou a existéncia de éreas com maijor
concentragdo de plantas doentes em uma gleba, porém, o aparecimento dessas

plantas ndo se deu de maneira organizada.

5.2.1.2 Municipio de Eléi Mendes e Varginha, MG

No municipio de Eléi Mendes, MG, nos talhdes SRO1 e SR02, com
plantas de 10 e 5 anos de idade, predominou o arranjo das plantas doentes em
reboleira (Figura 9). No talhdo 1S01, no municipio de Varginha, MG, com
plantas de 12 anos, o padrdo da doenga foi casualizado (Tabela 9).

O padrao das plantas doentes no campo foi agregado pelo calculo de
variancia média (VM). Os valores de VM foram superiores a 1 em todos os

talhdes avaliados (Tabelas 9).
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FIGURA 8 Mapas de distribuigio espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro, em trés
épocas do ano de 2002 (junho\setembro\dezembro), no talhdo MOI. Cada
quadrado claro representa uma planta sadia e cada quadro escuro uma planta
doente: 100plantas\]2linhas.
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TABELA 9 Porcentagem de linhas com padrio agregado ou casualizado
determinada pelas anélises de “ordinary runs” e indice VM, paraa
atrofia dos ramos do cafeeiro, em trés talhdes da cultivar Catuai
Vermelho (SRO1, SR02, 1S01), nos municipios de El6i Mendes e

Varginha, MG.
“Ordinary runs™
Talhdo Proporgio  indice Linhas com Linhas com padrio
de doenga VM agregacio (%) casualizado (%) '
SRO1® 16 11,76 66,7 33,3
SR02 3,25 3,34 66,7 33,3
1S01 14 4,83 41,7 58,3

*Talh#o de 1200 plantas, sendo 100 plantas/12 linhas
®Calculado conforme Madden et al. (1982)

Considerando-se o talhdo SR02, com 3% de incidéncia, como sendo o
inicio de uma epidemia, a agregacdo de plantas corrobora com Laranjeira
(2002), em observagdes na cultura da laranja.

No talhdo JSOI, com 12 anos de idade, 58% das plantas estavam
distribuidas aleatoriamente. Entretanto, vale ressaltar que nesta lavoura algumas
plantas foram podadas em 2000. Desta forma, na coleta de dados para o padrio
da doenga, foram analisadas plantas ndo podadas e brotagdes. A poda contribui
para a recuperagao do cafeeiro por um periodo de trés anos, até que a bactéria
volte a colonizar as brotagdes (Takatsu et al., 2001). Assim, algumas plantas ndo
podadas neste periodo expressaram o sintoma da ARC e as brotagdes ainda
permaneceram sem sintomas, justificando o padrio aleatério destas plantas. As
andlises por PCR que apresentaram resultado negativo em relagdo a presenca de

X. fastidiosa nestas brotagdes confirmam o estudo de Takatsu et al. (2001).
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FIGURA 9 Mapas de distribuicio espacial da atrofia dos ramos do
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Plantas marcadas na planilha como sintomaticas também apresentaram
resultados negativos por PCR. Este fato pode ser explicado pela variagdo sazonal
da baciéria durante o ano (Pereira, 2000). Outra observagdo seria o fato da
dilui¢ao das amostras analisadas em fungio dos compostos fenélicos do cafeeiro
inibirem a reagdo de PCR. Esta diluigiio pode ter interferido no resultado final
das amostras com niimero de células bacterianas no xilema muito baixo. A
distribuicdo da bactéria na planta ¢ irregular, conforme constatado por Coletta'
Filho et al. (1997) em laranjeira, e este seria outro fator da dificuldade dé'

detecgdo em algumas amostras.

5.2.2 Regi@o da Zona da Mata de Minas Gerais )
Para todos os talhdes avaliados, considerando-se 1.200 plantas e uma
fileira, ou seja, a drea como um todo foi observada uma tendéncia ao
agrupamento ou formagio de reboleira. Nas avaliagoes individuais
(100plantas/fileira em 12 fileira), alguns talhdes apresentaram padrdo

casualizado.

5.2.2.1 Municipio de Araponga, MG

Os 1alhdes BO1 e B02 (Figura 10) apresentaram padrdes diferentes de
50% a 75% das plantas agregadas (Tabela 10). Com 18% de plantas doentes no
talhdo BOI, 50% destas plantas estdo distribuidas aleatoriamente no talhdo e
50% estao em reboleira. Como os dois talhdes avaliados pertencem & mesma
lavoura, ficou claro o progresso da doenga. No inicio da epidemia sob baixa

incidéncia de plantas doentes, o padrio tende a ser casualizado.
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5.2.2.2 Municipio de Canai, MG
Esta aleatoriedade de plantas doentes ocorre sob a incidéncia de 7,5% do

talhdo MAOI. Passando para 45% de incidéncia, hi agregagdo das plantas
doentes, corroborando com os 75% observados no talhdo B02. ‘

O padrdo das plantas doentes no campo foi agregado pelo indice de
varidncia média VM. Os valores de VM foram superiores a | em todos os

talhdes avaliados (Tabela 12).

TABELA 10 Porcentagem de linhas com padrio agregado ou casualizado
determinada pelas analises de “ordinary runs” e indice VM, para a
atrofia dos ramos do cafeeiro, em trés talhdes da cultivar Catuai

Vermelho (B01, B02, MAO1), na Zona da Mata de Minas Gerais

Talhdo Proporgio de Indice “Ordinary runs™
doenga M Linhas com Linhas com padrio
agregacao (%) casualizado (%)
BO1® 18 2,71 50 50
B02 45 10,15 75 25
MAO1 7,5 4,16 41,7 58,3

®Talhio de 1200 plantas, sendo 100 plantas/]2 linhas
YCalculado conforme Madden et al. (1982)

A agregacdo de plantas doentes foi comprovada também para a CVC por
meio da analise do indice de dispersdo da doenga (IB). Quando a incidéncia da
doenga foi de 11%, baixa incidéncia da CVC, o padrio de distribuicdo da doenca

foi casualizado (Roberto et al., 2002).
Foi observada a ocorréncia de Meloidogyne sp. nas plantas do talhdo

BO02. A interagio de X. fastidiosa com nemaldides em cafeeiro j4 foi relatada
por Souza et al. (1998). As amostras analisadas por PCR nestas areas ndo foram -
positivas. Deste modo, os sintomas observados podem estar associados &
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presenca do nematoide, intensificando os sintomas no campo. Porém, a presenca

de X. fastidiosa na area foi confirmada em avaliagdes anteriores (Capitulo 2).

5.3 Dinamica e estrutura dos focos da atrofia dos ramos do cafeeiro na
regido Sul de Minas Gerais e Zona da Mata
Na avaliagdio realizada nos municipios de Eléi Mendes e Varginha, no
Sul Minas, os focos apresentaram tamanhos, em média, inferiores a trés plantas
até 16% de incidéncia. Os focos também apresentaram tamanhos, em média,
inferiores a trés plantas, até 18% de incidéncia, nos municipios de Araponga e

Canai, na regidio da Zona da Mata de Minas Gerais (Tabela 11).

TABELA 11 Numero de focos, nimero de plantas por foco e focos unitarios
avaliados por sintomas visuais da ARC no Sul Minas Gerais e

Zona da Mata.
Sintomas
Talhio  Proporgio NF* Foco NMPF®  ICF IFF*
de doenga unitério
SRO1 16 65 31 2,86 0,84 0,96
SR02 3,25 24 15 1,58 0,97 1,37
1803 14 82 52 2,04 0,97 1,27
MAOI1 7,5 54 36 1,7 0,90 1,06
B0l 18 69 24 3,17 0,83 1,49
B02 45 40 16 13,35 0,81 1,68

*Nomero de focos

t'[\himem médio de plantas por foco
‘Indice de compactacio de foco
Yindice de forma de foco
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No talhdo SRO1, com 16% de doenga, foram observados 65 focos de
doen¢a e 31 focos unitdrios. No talhdo SR02, com incidéncia bem inferior,
3,25%, o numero de focos foi bem menor. E evidente o aumento da incidéncia e
consequente aumento do numero de focos. No entanto, como observado no
talhdo BO2 com incidéncia de 45%, o nimero de focos é bem menor em relagdo
ao observado no talhdo B01, com 18% de incidéncia. A maior incidéncia reﬂett?

na coalescéncia de plantas doentes atribuida a menores tamanhos de foco.

5.4 Dindmica e estrutura dos focos da atrofia dos ramos do cafeeiro, ao
longo do tempo, na regido Sul de Minas Gerais

Em todos os talhdes avaliados ao longo do tempo verificou-se aumento
na propor¢éo de plantas doentes. Com o aumento da incidéncia também foi
observada diminuicao no ICF e aumento no IFF (Tabela 12).

A maior incidéncia, no talhdo EOI, caracterizou a coalescéncia das
plantas ao longo do tempo, corroborando com o menor nimero de focos na
segunda avaliagdo (Tabela 12). Com o aumento da incidéncia, ou seja, aumento
no nimero de plantas por foco, ocorreu coalescéncia das plantas doentes, uma
vez que 0 numero de focos unitarios diminuiu, assim como o nimero de focos.

Com o aumento do numero de focos, ocorreu similar elevagio no
nuimero de focos unitirios em talhdes com baixa incidéncia. Com 13% de
incidéncia no talhdo GO1 na segunda avaliagio, foi observado aumento no
nimero de focos e no numero de focos unitarios. Dessa forma, plantas isoladas
estao servindo como fonte de indculo para as sadias. A coalescéncia das plantas
doentes foi verificada a partir de 15% de incidéncia. O nimero de focos
diminuiu e o nimero de focos unitarios também.

Os focos apresentaram tamanhos, na média, inferiores a trés plantas, nas
trés avaliagdes, com até 15% de incidéncia. Com metade das plantas doentes, o

nimero de plantas por foco foi superior a 25 plantas.
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Como os valores do indice de forma do foco (IFF) séo superioresa 1, a

doenga estd se disseminando ao longo da linha de plantio, em fungdo do

aumento no comprimento do foco em relagdo a largura. Os valores do indice de

compactagio dos focos (ICF) foram menores com o aumento da incidéncia.

Tabela 12 Numero de focos e nimero de plantas por foco e focos unitarios
avaliados por sintomas visuais da ARC, em trés avaliagdes no

municipio de Lavras, MG.

Sintomas
Datada  Proporgiode  NF° Focounitiio NMPF® ICF  IFF¢
avaliagdo doenca
EO01°
17/06/02 49' 23 1 25,65 087 1,85
13/09/02 52 20 7 31,45 0,88 1,97
18/12/02 52 20 7 31,45 0,88 1,97
MO1
18/06/02 15 77 39 2,01 0,88 1,32
14/09/02 15 75 38 2,4) 0,8 1,23
18/12/02 15 75 38 241 0,85 1,23
G0l
18/06/02 11 65 37 1,93 0,86 1,36
14/09/02 13 71 39 2,17 0,88 1,37
18/12/02 13 71 39 2,17 0,88 1,37

'Primeiro valor refere-se a primeira avaliagdo e assim, sucessivamente
Valores médios observados nos nove talhdes

“Nimero de focos

®Nimero médio de plantas por foco

‘Indice de compactagdo de foco

“Indice de forma de foco

“ava. (avaliagdo)
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Desse modo, a disseminagdo da doenga ndo ocorre de forma homogénea
ao redor de uma primeira planta afetada, observando-se o menor indice de
compactacio de foco no talhdo EO1 com maior incidéncia.

Os focos das plantas afetadas pela ARC sdo pequenos de acordo com o
NMPF, nas duas regides. A mesma observagdo foi relatada para a cultura da
laranja (Nelson, 1996; Laranjeira, 1998). No padrio dos focos da CVC ocorreu
pico de nimero de focos ao redor dos 25% de incidéncia, havendo um;a
diminuicdo progressiva até um foco por mil plantas, entre 60% e 70%_
(Laranjeira, 1997). Em sua grande maioria, os focos tém formato isodiamétricos.
Para o indice de compactagdo de focos, Laranjeira et al. (1998) relataram uma
diminuigdo acentuada nestes valores com o aumento da incidéncia. )

Segundo Laranjeira et al. (1998), os focos da CVC apresentaram
tamanhos, em média, inferiores a dez plantas até 30% de incidéncia. Neste
mesmo trabalho, foi observado que, no inicio da epidemia, os focos unitérios
servem como fonte de inéculo. Com o progresso dos sintomas ocorre a
coalescéncia das plantas doentes e diminuigio no nimero de focos.

Os valores médios do indice de compactagdo de foco (ICF) foram
praticamente iguais: 0,87 pela avaliagdo em todos os municipios e em trés
avaliagdo em Lavras, MG. O comprimento maior do que a largura, apresentado
pelos focos, determinados por sintomas e verificado pelo do indice de forma de
foco (IFF), sdo bastante similares aos resultados obtidos por Nelson (1996),
Laranjeira (1998) e Nunes (1999). Estes autores observaram que, a partir de uma
incidéncia de 40%, ocorreu um aumento no IFF.

Nunes (1999) observou que o IFF apresentou valores diferentes quando
as plantas foram analisadas pelo DIBA em relagdo as avaliadas pela
sintomatologia. IFF menores, ou seja, focos com largura maior, foram
observados devido a detecgdo da bactéria em plantas assintomaticas. O nimero _

de plantas doentes no foco foi maior por sintomas. Em cafeeiro aparentemente
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sadio também foi detectada a preseilca da bactéria (Ribas et al., 1998; Ishida et
al., 2001) vale ressaltar a importancia da utilizagao de métodos mais sensiveis
para o estudo da epidemiologia da ARC, para maior eficiéncia na detecgao da

incidéncia no campo.
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6 CONCLUSOES

O sintoma mais evidente relacionado a4 X, fastidiosa colonizando os

vasos do cafeeiro foi a presenca de ramos com internédios curtos.

O padrdo espacial das plantas doentes nas regides avaliadas pode ser

caracterizado como agregado.

Lavouras mais novas apresentaram arranjo aleatério das plantas doentes

no campo.

Os valores do indice de compactagio dos focos (ICF) foram menores

com o aumento da incidéncia.
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CONSIDERACOES FINAIS

O primeiro relato de Xylella fastidiosa em cafeeiro foi feito em 1995, no
estado de Sdo Paulo por Paradella Filho e colaboradores. Desde entdo, estudos
preliminares tém evidenciado a distribuicdo dessa bactéria por vérios estados
produtores. Entretanto, estudos mais aprofundados sobre a associagdo e
distribuicio do patdgeno nas lavouras, evidenciando a real dimensdo do
problema, ainda ndo tinham sido feitos.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que X.
fastidiosa estd disseminada nos cafeciros das regides Sul e Zona da Mata de
Minas Gerais, tanto em plantas com sintomas caracteristicos da atrofia dos
ramos do cafeeiro quanto em plantas aparentemente sadias. Os sintomas tipicos
observados foram a presenga de internédios curtos nos ramos, folhas cloréticas e
a formacdo de um tufo de folhas no dpice dos ramos. A avaliagdo visual dessas
plantas requer treinamento de acuricia e precisio do avaliador porque os
sintomas podem ser confundidos com a deficiéncia mineral, freqiientemente
observada nas lavouras. Neste sentido, as técnicas moleculares sdo ferramentas
usuais e importantes para auxiliar a diagnose.

A proporgio de plantas com a presenga da bactéria foi inferior a 50%,
sendo relativamente menor ao que ja foi publicado para outros estados.

A maior percentagem de amostras infectadas foi detectada em cafeeiros
com mais de 10 anos de idade.

A presenca da bactéria em plantas aparentemente sadias sugere que a
bactéria, assim como constatado para algumas espécies fingicas, poderia ser um
organismo endofitico no cafeeiro. Em condigbes de estresse ambiental, como
hidrico, nutricional e de temperatura, esse organismo agiria na fisiologia da

planta e os sintomas seriam eXpressos.
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O padrio espacial das plantas doentes nas regides avaliadas foi
caracterizado como agregado, ou seja, formagdo de reboleiras, exceto para as
lavouras novas que apresentaram arranjo aleatério das plantas doentes no
campo. Este fato poderd corroborar com as préticas de manejo das lavouras,
intensificando-se os tratos culturais apenas nas ireas afetadas, diminuindo-se
assim os gastos do produtor.

Os objetivos desse trabalho foram criar subsidios para a adogio nt;
campo de medidas eficientes de manejo da lavoura e responder &s principais
duvidas dos produtores quanto a atrofia dos ramos do cafeeiro. Dessa maneira,
hé a necessidade de se continuar esses estudos. A pesquisa realizada foi basica e
portanto alguns detalhes precisam ainda ser esclarecidos. Assim, o
acompanhamento das lavouras analisadas ¢ primordial por causa do lento
desenvolvimento da bactéria e por ser o café uma cultura perene.

A cultura cafeeira é responsavel pela geragido de empregos nas lavouras,
armazéns e indstria. E uma “commodity” importante, como fonte de divisa, por
meio de sua exportagdo e/ou comercializagdo interna. O fato de ser Xylella
Jastidosa o mesmo patégeno da clorose variegada dos citros (CVC) e da

escaldadura das folhas da ameixeira enfatiza ainda mais a necessidade de

pesquisas, tendo em vista o grande prejuizo causado nestas culturas.
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