CONSTATACAO DE Xylella fastidiosa EM PECIOLOS E HIPOCOTILOS DE
CAFEEIRO COM SINTOMAS DE MANCHA MANTEIGOSA

Report of Xylella fastidiosa in petioles and hypocotyls of coffee plants with
symptoms of Buttery spot
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RESUMO

A mancha manteigosa tem afetado um grande nimero de plantas de cafeeiro em condi¢des de campo. Sua causa tem sido atribuida
a Colletotrichum gloeosporioides, entretanto a sintomatologia da doenga na folha ndo tem sido reproduzida. Neste estudo, relata-se pela
primeira vez a associagdo de Xylella fastidiosa, agente da atrofia dos ramos de cafeeiro, com peciolo de folhas e hipocétilos obtidos a partir
de sementes de plantas com sintomas da mancha manteigosa, através de estudos ultra-estruturais em Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV), bem como por PCR (Polymerase Chain Reaction). Para o estudo foram realizados trés ensaios. No primeiro,
coletaram-se folhas com sintomas de mancha manteigosa e assintomaticas em duas localidades as quais foram preparadas para MEV. No
segundo, peciolos de 40 plantas sintomdticas e 40 assintomadticas foram coletados no campo experimental de café da UFLA. Os Peciolos
das folhas foram cortados e macerados para extragdo do DNA e analisados por PCR. Quatro peciolos de cada uma destas amostras
(plantas com e sem sintomas) também foram preparados para MEV. Em um terceiro ensaio, sementes obtidas de plantas com sintomas
de mancha manteigosa, foram semeadas em bandejas de isopor contendo substrato Plantmax®. As bandejas permaneceram em camara de
crescimento e aos 30, 60 e 90 dias, apds a semeadura, foram coletados hipocétilos para preparacio e observagdo em MEV. Inicialmente
uma bactéria semelhante a Xylella foi encontrada nos vasos do xilema de plantas sintomdticas das duas localidades estudadas. Pela andlise
por PCR constatou-se X. fastidiosa em 34% das plantas com sintoma da doenca e 9,3% nas sem o sintoma da mancha manteigosa.
Peciolos de plantas Xylella positivas por PCR apresentaram obstrug¢do dos vasos do xilema pelas bactérias. Das quatro plantas negativas
por PCR, apenas uma teve o peciolo com vasos obstruidos pela bactéria quando analisados em MEV. Em hipocétilos analisados em MEV
verificaram-se células bacterianas semelhantes a X. fastidiosa nos vasos do xilema aos 60 e 90 dias apés semeadura. Esse € o primeiro
relato da associacdo de X. fastidiosa a peciolos e hipocétilos de cafeeiros expressando sintomas de mancha manteigosa.

Termos para indexacdo: Mancha manteigosa, Xylella fastidiosa, microscopia eletronica de varredura, PCR.

ABSTRACT

Buttery spot has greatly affected coffee plants in field conditions. Its cause has been attributed to Colletotrichum gloeosporioides.
However, its symptoms in leaves have not been reproduced. In this study we reported for the first time the presence of X. fastidiosa, causal
agent of the coffee atrophy in petiole and hypocotyls from coffee plants with buttery spot through PCR and ultrastructural studies by
scanning electron microscopy (SEM). In this study three trials were developed. In the first we collected leaves from plant with and without
buttery spot symptoms in two places which were prepared for SEM. In the second petioles of 40 symptomatic and 40 asymptomatic
leaves were collected in a coffee experimental field of Federal University of Lavras. Petiole from these leaves were cut and macerated for
DNA extraction and analyzed by PCR. Four petioles of each sample (plants with and without symptoms) were prepared for SEM. In a third
trial, seeds from plants with battery spot were sowed in foam trays with Plantimax® substrate. The trays stayed in a growth chamber and
after 30, 60 and 90 days of the germination hypocotyls were collected for preparation and observation in SEM. Initially a bacterium similar
to X. fastidiosa was found in vessels of symptomatic plants studied. Through the analysis by PCR we verified X. fastidiosa in 34% of
plants with the disease symptoms and 9,3% in those without symptom of buttery spot. Petioles of positives Xylella plants by PCR
presented obstruction of vessels of xylem by bacteria. Out of four PCR-negatives plants, one had petioles with vessels clogged by
bacteria when analyzed by SEM. In analyzed hypocotyls with SEM were observed bacterial cells like X. fastidiosa in xylem vessels at
60 and 90 days. This is the first report of the colonization of X. fastidiosa in coffee plant petiole and hypocotyls of seeds of plants
expressed buttery spot symptoms.

Index terms: Buttery spot, Xylella fastidiosa, Scanning electron microscopy, PCR.
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INTRODUCAO

A mancha manteigosa ¢ uma doenga do cafeeiro
(Coffea arabica L.) que ocorre em alguns estados
brasileiros e foi estudada por vérios pesquisadores
(DORIZZOTO & ABREU, 1993; FERREIRA, 2004;
OROZCO, 2003). Colletotrichum gloeosporioides Penz.
tem sido referido como sendo o agente etiol6gico da doenga
(OROZCO, 2003). No entanto, trabalhos realizados com
esse patossistema nio conseguiram reproduzir os sintomas
foliares caracteristicos da doenga.

Em trabalhos preliminares utilizando a microscopia
eletronica de varredura (MEV) verificou-se uma alta freqiiéncia
de bactérias semelhantes a Xylella fastidiosa (WELLS et al.,
1987) obstruindo os vasos do xilema de peciolos de folhas
com sintomas da mancha manteigosa. Peciolos de folhas sdo
as partes das plantas mais utilizadas em trabalhos de
levantamento de Xylella, BARBOSA, 2003; BERETTA et al.,
1997; HOPKINS, 1981; LIMA et al., 1998; RAJU et al., 1982)
por ser a regido com maior acimulo da bactéria. X. fastidiosa
foi detectada pela primeira vez em cafeeiro, no qual causa a
atrofia dos ramos (PARADELA FILHO et al.), em 1995, no
estado de Sao Paulo. A doenca afeta desde mudas no viveiro,
de trés a quatro pares de folhas, até plantas adultas. Os
sintomas visuais sdo folhas pequenas, verdes claras ou
amareladas, com caracteristica semelhante a deficiéncia de
zinco, internddios curtos, redugdo do crescimento da planta,
folhas mais velhas podendo apresentar queima nos bordos e
no dpice. Com o ataque intenso ocorre senescéncia foliar
precoce e, posteriormente, morte de ramos, tanto da haste
principal como de ramos laterais, podendo ocorrer
definhamento e morte do cafeeiro PARADELA FILHO, 1998).
Admite-se ainda a ocorréncia de estresse hidrico devido a
colonizaco e entupimento dos vasos xilemadticos pela bactéria
(GOODWIN et al., 1988).

Objetivou-se neste trabalho verificar a presenca da
bactéria X. fastidiosa em peciolos de folhas de plantas de
café com mancha manteigosa através de estudos ultra-
estruturais em Microscépio Eletronico de Varredura e por
PCR, bem como em hipocétilos obtidos a partir de sementes
colhidas em plantas de cafeeiro, com sintomas da doenga.

MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do estudo foram realizados
trés ensaios:

Primeiro ensaio: constatacio da presenca de X. fastidiosa
em plantas de café com sintomas de mancha manteigosa.

Foram coletadas, aleatoriamente, folhas de plantas
de café da cv Catucai Vermelho, com sintomas tipicos de

mancha manteigosa, no campo experimental da UFLA e no
Municipio de Carmo de Minas — MG. As folhas foram
lavadas em dgua corrente, secas com papel de filtro e os
peciolos cortados, utilizando-se tesoura desinfetada com
dlcool 70%, (fragmentos de um centimetro) e preparados
para MEV.

Preparacio e observacio das amostras em microscopio
eletrénico de varredura

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Andlise Ultra-estrutural (LME)
no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal
de Lavras, MG.

Os peciolos foram colocados em microtubos com
capacidade para 1,5mL, contendo fixador Karnovisksy
até cobrir as amostras e levados para geladeira por um
periodo minimo de 24 horas. Apds, esses foram retirados
do fixador e transferidos para glicerol 30% por 30 minutos.
Em seguida, imersos em recipiente pldstico contendo
nitrogénio liquido e cortados com bisturi sobre uma
placa de metal, imersa em um recipiente plastico,
também contendo nitrogénio liquido. Seccionados
transversalmente, as amostras (aproximadamente 15
seccdes) foram colocadas em microtubos contendo dgua
destilada. Posteriormente, foram imersas em tetroxido de
6smio 1% em tampdo por duas horas a temperatura
ambiente. Subseqiientemente as amostras foram lavadas
com 4gua destilada por trés vezes e desidratadas em uma
série de acetona (25%, 50%, 75%, 90% — 10 minutos cada
e 100%, por trés vezes de 10 minutos). Em seguida, levadas
ao aparelho de ponto critico Balzers CPD 030, para
substitui¢do da acetona por CO, com o objetivo de
completar a secagem. Sem umidade, as amostras foram
cuidadosamente montadas em “Stubs” (cilindro de
aluminio com 12mm de didmetro, coberto com fita de
carbono para aderéncia das amostras) e submetidas a
metalizacdo com ouro, no vaporizador Balzers SCD 050,
para aumentar a condutividade dos elétrons no momento
das andlises com MEV Leo Evo 40.

Segundo ensaio: analise do peciolo de folhas com sintomas
de mancha manteigosa por PCR e MEV

As folhas para andlise por PCR foram coletadas na
lavoura da UFLA, a mesma daquelas analisadas em MEV.
Coletaram-se 40 folhas de plantas com e 40 sem sintomas
de mancha manteigosa, sendo 5 folhas de cada planta, as
quais foram acondicionadas em sacos de papel,
identificadas e levadas para o Laboratério de Diagnose e
Controle de Enfermidades de Plantas do Departamento de
Fitopatologia da UFLA.
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Analise dos peciolos por PCR

Para a extracdo do DNA em peciolos, seguiu-se a
metodologia descrita por Minsavage et al. (1994), adaptada
por Pinto & Leite Jiinior (1999) para cafeeiro. A visualizacdo
do produto da PCR foi feita em gel de agarose a 0,9%,
diluido em tampao TBE 0,5X (Solugdo estoque 10X 108g
Tris 89 mM, 55g 4cido bérico 89 mM, e EDTA 0,5 M em pH
8,0), corado com brometo de etidio. Para as amostras
positivas foi repetida a reacdo de PCR para confirmacao
do resultado.

Anadlise das amostras dos peciolos por PCR e MEV

Quatro peciolos de cada uma das amostras (plantas
com e sem sintomas) utilizados na analise de PCR, também
foram preparados para MEV, seguindo metodologia
descrita acima.

Terceiro ensaio: observacao dos tecidos de hipocétilos
obtidos de sementes de plantas, com mancha manteigosa,
em MEV.

Para obtencdo dos hipocétilos, sementes de plantas
com sintomas da doenca foram coletadas nos Campos
Experimentais de Café da UFLA e do IAPAR, Londrina, PR
e em Carmo de Minas. Essas foram plantadas em bandejas
de isopor contendo substrato Plantmax® e mantidas
protegidas em camara de crescimento a 27 + 2°C por 120
dias e umidade relativa, variando de 70 a 85%. Aos 30 dias
foram coletados cinco hipocétilos de cada lote com 2 cm
de comprimento e fixados para andlise em microscopio
eletronico de varredura conforme metodologia descrita
acima para os peciolos. Outras coletas foram realizadas
aos 60 e 90 dias quando ja havia se formado o primeiro e
segundo pares de folhas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatacao da presenca de X. fastidiosa em plantas de
café com sintomas de mancha manteigosa.

Em todos os peciolos de plantas com sintomas de
mancha manteigosa tanto as coletadas no Campo
Experimental da UFLA quanto aquelas de Carmo de Minas,
foi verificada a presenca de bactéria em vasos do xilema,
(Figuras 1B e 1C) formando agregados. Essas células
bacterianas observadas em plantas sintomadticas
apresentavam forma de bastonete, alongadas, envolvidas
em substdncias extra-celulares (Figura 1B), com
caracteristicas similares a descrita para X. fastidiosa
(BRLANSKY et al., 1992). De acordo com Costerton &
Irvin (1981) a agregagdo da bactéria parece estar ligada &
liberac@o de substancias extra-celulares que assemelham-

se quimicamente aos polissacarideos que constituem o
glicocdlix, o qual € responsdvel pela adesdo de outras
células bacterianas as células vizinhas. Esta substincia
extra-celular, também chamada de goma fastidiana, (Figura
1B), provavelmente produzida pelas préprias células
(ALVES, 2003), também verificada em outros estudos (FRY
& MILHOLLAND, 1990; RAJU & WELLS, 1986), tem sido
importante para a identificac@o de X. fastidiosa em tecidos
do xilema de plantas.Células bacterianas ndo foram
constatadas em peciolos de plantas adultas, sem
sintomas da mancha manteigosa, nos campos amostrados
(Figura 1A).

Foram também observados dois ou mais individuos
alinhados longitudinalmente (Figura 1D) indicando que as
bactérias se alongam durante as divisdes celulares, o que
explica a observagdo de individuos bem maiores em relagéo
a outros da mesma coldnia. Lima et al. (1998) também
constataram esse fato em seus estudos sobre a clorose
variegada dos citros.

Andlise do peciolo de folhas com sintomas de mancha
manteigosa por PCR e MEV

Um dos métodos mais seguros para deteccdo de X.
fastidiosa é através da amplificacdo do seu DNA pela reagio
da polimerase em cadeia, METHA et al., 2000; POOLER &
HARTUNG, 1995). Os “primers” utilizados nesse estudo
amplificaram um fragmento de 733 pares de base (pb),
presente no controle positivo (folha de café com sintoma
de internddios e folhas curtas) e colonia pura de X.
fastidiosa, porém ausente nos controles negativos (planta
de cafeeiro sem sintomas de Xylella). Assim as amostras
que apresentaram o fragmento de 733 pb amplificado foram
consideradas positivas para X. fastidiosa.Verificou-se que
amostras tanto de plantas com sintomas como sem o
sintoma da mancha manteigosa foram positivas. Das 40
plantas com sintomas, 34% foram positivas para Xylella;
das plantas assintomadticas 9,3% revelaram-se positivas
(Figura 2A). As amostras positivas foram confirmadas em
outra reagdo (Figura 2B).

Paralelamente as coletas para andlise por PCR foram
escolhidos peciolos de oito folhas (4 sadias e 4 doentes),
ao acaso, para preparacdo para MEV objetivando a andlise
interna dos vasos do xilema e comparagdo com os
resultados da PCR. As amostras positivas para PCR, quando
analisadas ultraestruturalmente, confirmaram a presenca
da bactéria. Das quatro amostras negativas para PCR trés
ndo continham células bacterianas nos vasos do xilema,
quando analisada ao MEV; na outra amostra foram
constatadas células bacterianas nos vasos do xilema. O
fato de a bactéria estar presente em uma parte e ausente

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 32, n. 1, p. 42-47, jan./fev., 2008



Constatagdo de Xylella fastidiosa em peciolos ... 45

Figura 1 — Eletromicrografia de varredura mostrando cortes de peciolos de folhas de plantas de cafeeiro com sintomas
de mancha manteigosa apresentando X. fastidiosa colonizando vasos do xilema. A) Peciolo de folha de planta sadia B)
Peciolo de folha de planta doente evidenciando obstrugdo dos vasos C) Células bacterianas envolvidas na goma
fastidiosa D) Células bacterianas em diferentes tamanhos evidenciando o alongamento durante o crescimento. E) X.
fastidiosa no xilema de hipocétilo de plantula de cafeeiro crescido de sementes de plantas com sintomas de mancha
manteigosa F) Detalhe de colonia bacteriana no xilema de hipocétilo.
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Figura 2 — A) Gel de agarose de produtos amplificados por PCR do DNA extraido de peciolos de folhas de cafeeiro: M)
marcador, 2) controle negativo — agua, 3) controle positivo — Xylella fastidiosa, 4, 5, 6,7, 8, 9, 11, 12) Plantas sadias,
10, 15, 17, 18, 19, 20, 21) Plantas com MM. B) Gel de agarose de produtos amplificados por PCR do DNA extraido do
peciolo de folhas de plantas de cafeeiro positivas no primeiro gel: 1 e 12) marcadores, 2 e 11) controles negativos, 3)
controle positivo e 4-10) plantas com MM positivas para X. fastidiosa em A. Banda 733 Kb.
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em outra na mesma planta, pode ser explicado por X.
fastidiosa ndo apresentar uma distribuicdo uniforme nos
vasos do xilema do peciolo, como observado por Alves et
al. (2004). Os resultados da presente pesquisa refor¢cam os
observados por Takatsu et al. (2001), que a concentrago
de X. fastidiosa no extrato do xilema varia muito entre os
ramos coletados da mesma planta e entre as diferentes
partes do mesmo ramo. Yorinori et al. (2003) observaram
distribui¢do ndo uniforme de X. fastidiosa nos tecidos da
mesma planta de café quando comparando dois métodos
de deteccgdo (imunofluorescéncia indireta e DAS-ELISA).
Isso pode colaborar para explicar os resultados da presente
pesquisa, revelados ap6s comparacdo entre os dois
métodos estudados.

Observacao dos tecidos de hipocétilos obtidos de sementes
de plantas com mancha manteigosa em MEV.

Nas andlises realizadas em hipocoétilos de plantulas
obtidos a partir de sementes de plantas, com sintomas de
mancha manteigosa, foram verificadas células bacterianas
semelhantes a X. fastidiosa em todas as amostras (Figuras
1E e 1F), demonstrando que essa bactéria também &
disseminada pelas sementes. Embora Yorinori et al. (2003)
tenham constatado a bactéria em frutos e plantulas de
cafeeiro plantadas em campo, esta € a primeira constatacdo
de transmissibilidade pela semente.

A associacgdo desses dois organismos, em cafeeiro,
expressando sintomas da mancha manteigosa ainda néo
havia sido relatada. Isso sugere que a mancha manteigosa
em folhas pode ter etiologia complexa ocasionada por C.
gloeosporioides e X. fastidiosa, os quais podem interagir
através de enzimas, toxinas ou metabolitos, mesmo tendo
sitios de colonizagdo diferentes. A presenca da bactéria
em tecidos com mancha manteigosa pode ainda ndo ter
sido detectada por causa dos métodos de isolamento
utilizados até o momento, pois X. fastidiosa necessita de
meio de cultura especial e o estudo ultra-estrutural de
plantas com mancha manteigosa ainda ndo ter sido
realizado. Portanto, esse trabalho € pioneiro com relacio
a constatacdo X. fastidiosa associada a mancha
manteigosa, sugerindo-se estudos posteriores nessa linha
de pesquisa.

CONCLUSOES

Xylella fastidiosa esti presente no xilema de
peciolos de folhas de café com sintomas de mancha
manteigosa;

X. fastidiosa é encontrada em hipocétilos de
plantulas obtidas a partir de sementes de plantas com
sintomas de mancha manteigosa.

Ha uma variacdo da colonizacdo de X. fastidiosa
em ramos e entre ramos de uma mesma planta de cafeeiro.
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