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RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Ocorrência c padrão espacial da atrofia dos
ramos do cafeeiro (Xylella fastidiosa) nas regiões Sul e Zona da Mata de
Minas Gerais. 2003. 88p. #Dissertação (Mestrado em Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras.

Opresente trabalho teve como objetivos estudar: aocorrência de X. fastidiosa
em cafeeiro nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas Gerais; aobtenção de
isolados destas áreas para preservação e estudos posteriores de virulência e
patogenicidade; aavaliação do progresso da atrofia dos ramos do cafeeiro ao
longo do tempo em Lavras, MG, bem como oarranjo espacial atual das plantas
afetadas, visando caracterizar a dinâmica da doença. As amostras coletadas
foram encaminhadas ao Laboratório de Bacteriologia da Universidade Federal
de Lavras e analisadas pela técnica de PCR. A presença de X. fastidiosa foi
detectada em amostras coletadas nos municípios de Lavras, Ijaci, Aguanil,
Cristais, Três Pontas, Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Viçosa,
Teixeiras, Coimbra, Manhuaçu, Manhumirim, Canaâ, Araponga e São Miguel
do Anta, tanto em plantas com sintomas como em plantas aparentemente sadias.
No município de Campo Belo, todas as amostras foram negativas quanto à
presença de X. fastidiosa. Foram obtidos 22 isolados provenientes de Lavras e 1
isolado de Varginha. Para o estudo da dinâmica espacial, foram aplicadas as
seguintes análises: seqüências ordinárias, índice VM e análise da dinâmica e
estrutura de focos. Emtodos os talhões avaliados, considerando-se a área como
um todo, foi observada uma tendência ao agrupamento ou formação de
reboleira. Nas avaliações individuais, alguns talhões apresentaram arranjo de
plantas doentes, aleatório ou casualizado. A distribuição de plantas com
distribuição aleatória foi evidente em lavouras mais novas, no início da
epidemia. Onúmero de focos diminuiu com oaumento da incidência da doença,
assim como o índice de compactação dos focos. Os focos apresentaram
tamanhos, em média, inferiores a três plantas até 18% de proporção de doença.
Em contrapartida, o percentual de focos unitários diminuiu conforme o aumento
na incidência.

*Comitê 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 m
coffee branches (ACB) was evaluated along with time in Lavras, MG, as well as;
the current spatial pattem ofthe affected plants in Southem and Zona da Mata
region of Minas Gerais, with an objective to characterize the dynamics of the
disease in these áreas. The collected samples were analyzed by PCR techmque
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, Ijaci, Aguanil, Cristais, Três Pontas, Campos Gerais, Varginha,
Nepomuceno, Alfenas, Viçosa, Teixeiras, Coimbra, Manhuaçu, Manhuminm,
Canaâ, Araponga and São Miguel do Anta with symptoms ofhealthy 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. After evaluating the large planting
field, it was observed that the spatial panem of ACB was aggregative. But
individual evaluation in some fields showed aleatory pattern of the plant disease,
which was evident in newer áreas, 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 ofunitary foci decreases the growth 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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CAPITULO 1

Ocorrência e padrão espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro
(Xylella fastidiosa) nas regiões Sul eZona da Mata de Minas Gerais



1 INTRODUÇÃO GERAL

Xylella fastidiosa éo agente etiológico da atrofia dos ramos do cafeeiro
(ARC). Desde 1995, quando pesquisadores do Instituto Agronômico de
Campinas (1AC) ecolaboradores descreveram amoléstia várias pesquisas foram
iniciadas, dentre elas, oestudo da ocorrência edistribuição da doença no campo.
Ofato de ser o mesmo patógeno da clorose variegada dos citros (CVC) e da
escaldadura das folhas da ameixeira enfatizou ainda mais a necessidade de
pesquisas, tendo em vista o prejuízo causado a estas culturas.

No Brasil, a bactéria encontra-se disseminada nas principais regiões
produtoras de café dos estados de Minas Gerais, Espírito Santo, São Paulo,
Paraná e Bahia, tanto na espécie Coffea arábica como em C. canephora.
Híbridos interespecíficos também apresentam a infecção pela bactéria.

No Paraná, 80% das áreas amostradas foram positivas quanto àpresença
da bactéria, tanto em plantas com sintomas da doença como em plantas
aparentemente sadias. Em todos os estados amostrados, foi observada maior

concentração da bactéria em plantas com idade superior a 10 anos. Entretanto,
mudas com 3-4 pares de folhas foram positivas quanto à presença da bactéria,
indicando que a bactéria pode irpara o campo através demudas infectadas.

Os sintomas visuais da doença caracterizam-se: depauperamento
generalizado da planta, folhas cloróticas, pequenas e deformadas e ramos com

intemódios curtos. Os primeiros relatos da doença caracterizam a queima de
bordos das folhas como associados à ocorrência de X. fastidiosa, daí o nome

"Requeima do cafeeiro". No entanto, tem sido observado maior relação entre a
presença de intemódios curtos nos ramos e a presença de X. fastidiosa em
cafeeiro.



Aconcentração de X. fastidiosa no extrato do xilema varia muito entre
os ramos coletados da mesma planta e mesmo entre as diferentes partes do
mesmo ramo. No entanto, uma concentração mais elevada da bactéria foi
encontrada, em maior proporção, nas partes mais novas e nas proximidades da
parte do ramo com entrenós curtos (Takatsu et ai., 2001).

As espécies de cigarrinhas transmissoras da bactéria para o cafeeiro
alimentam-se preferencialmente de brotações novas (Ferreira, 2000).
Dilobopterus costalimai, Oncometopia facialis e Acrogonia terminalis são
descritas como os principais vetores de Xylellafastidiosa para ocitros etambém
são freqüentemente encontradas em lavouras cafeeiras. Estes insetos têm como
hábito alimentar a sucção da seiva do xilema, transmitindo a bactéria, estocada
no aparelho bucal. Todavia, aeficiência de transmissão de Xfastidiosa por estas
cigarrinhas em citros tem sido considerada baixa, variando de 1% a 17%,
dependendo do inseto (Lopes et ai., 2000). Do mesmo modo, foi observada
baixa eficiência de transmissão de X. fastidiosa para cafeeiro pela espécie

Dilobopterus costalimai (Marucci et ai-, 2001).
O comportamento desta bactéria no cafeeiro não foi caracterizado

detalhadamente, tanto em relação à sua distribuição no campo, bem como à sua

relação com outras estirpes de X.fastidiosa. Toda pesquisa até omomento girou
em torno das causas relacionadas com a culturados citros.

Os relatos de grandes perdas em citros, não eqüivalem aos danos

causados em cafeeiro, neste caso, inferiores. O fato de a bactéria colonizar

plantas de cafeeiro e não expressar sintomas mostra que este organismo pode
estar em associação com o cafeeiro há muito tempo e até a suposição desetratar

de um organismo endofítico.

No Brasil, apesar das epidemias catastróficas em citros, poucos estudos

foram realizados em relação à epidemiologia da doença para a cultura do café.

Na literatura não há referência sobre o padrão de distribuição da doença no



campo, isto é, se em reboleira (focos), regular ou casualizado. Para a CVC,
Laranjeira et ai. (1998) encontraram focos bem definidos da doença. Métodos de
análise das características espaciais das epidemias foram desenvolvidos há
poucos anos (Campbel & Madden, 1990) e atenção especial foi dada a

epidemias cujas avaliações são baseadas na incidência, como aquelas causadas
por vírus, fitoplasma, bactérias e fungos sistêmicos (Madden &Hughes, 1995).
Embora existam várias técnicas para avaliação do padrão espacial de doenças,
citam-se aanálise de "ordinary runs" (Madden et ai., 1982), aautocorrelação,
espacial (Gottwald et ai., 1992) eaanálise dinâmica eestrutura de focos baseada

na observação dos mapas da epidemia (Nelson, 1996). Este último foi testado

para duas epidemias de CVC (Nelson, 1996; Laranjeira et ai., 1998). Nelson
(1996) encontrou que o número de focos tendeu a aumentar até a incidência

atingir 22% e, apartir daí, houve coalescência dos focos, enquanto Laranjeira et
ai. (1998) encontraram um valor de 30% para a mesma variável. Segundo os
autores, os focos têm padrõesisodiamétricos.

Deste modo, os objetivos deste trabalho foram verificar a ocorrência da

atrofia dos ramos do cafeeiro, cujo agente etiológico é abactéria X. fastidiosa,
nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas Gerais, obter isolados da bactéria

provenientes dessas regiões e determinar o padrão espacial das plantas doentes
no campo.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

2.1 Atrofia dos ramos do cafeeiro

Aatrofia dos ramos do cafeeiro (ARC), também denominada requeima

do cafeeiro ou amarelinho (Lima etai., 1996), foi relatada pela primeira vez na
cultivar Mundo Novo (Coffea arábica), em 1995, por Paradela Filho et ai., nas

regiões de Macaubal eSão José do Rio Preto, no estado de São Paulo.
Oagente etiológico da doença, é mesma bactéria da clorose variegada

dos citros (CVC) ou amarelinho, Xylellafastidiosa. Abactéria étransmitida para
o cafeeiro pelas cigarrinhas sugadoras do xilema Dilobopterus costalimai,
Oncometopiafacialis eAcrogonia terminalis, que são também vetores da CVC,
(Roberto et ai., 1996). Para a espécie D. costalimai já foi comprovada
experimentalmente atransmissão de um isolado de cafeeiro para mudas de café,
após um período de incubação de seis meses, porém, com uma baixa taxa de
eficiência, deaproximadamente 6% (Marucci etai., 2001).

Estudos recentes constataram a presença da bactéria em algumas das

principais regiões produtoras do país, como Sul de Minas Gerais, São Paulo,
Paraná, Bahia (Ishida et ai., 2001; Carvalho et ai., 2000; Lima et ai., 1996;
Paradela Filho et ai., 1995) e variedades de café Coffea arábica, como Mundo

Novo e Catuaí bem como C. canephora (Santos, 1998). No entanto, ocorre

diferença na porcentagem de plantas infectadas, sendo que na região Sul de
Minas Gerais menos de50% das áreas amostradas apresentaram a ocorrência da

ARC (Ishida et ai., 2001).

Os sintomas mais característicos relacionados com a concentração

bacleriana nos tecidos vasculares do cafeeiro são o encurtamento dos entrenós,

folhas pequenas, verde claras ou amareladas, com característica semelhante à



deficiência de Zn, redução no crescimento da planta e, às vezes, requeima dos
bordos eápice das folhas mais velhas (Coopercitrus, 1997).

Com o avanço das pesquisas foi observada alta correlação entre a
concentração de X.fastidiosa no xilema eoencurtamento de intemódios, apesar
de se ter constatado, em alguns casos, entrenós curtos com baixa concentração
ou mesmo sem a presença da bactéria. Os sintomas de amarelecimento e

crestamento das folhas, observados por Lima et ai. (1998) seis meses após a
inoculação de mudas de café, não são freqüentes a ponto de caracterizar a
doença (Takatsuet ai., 2001).

Os sintomas característicos da relação hospedeiro-patógeno foram
obtidos por Queiroz-Voltan, et ai. (1998). Internamente, ocorre deposição de
"goma" nos vasos do xilema, assim como divisões anormais no mesófilo,

xilema, floema e córtex do pecíolo e do caule. Externamente, a planta revela

encurtamento dos entrenós, produzindo frutos menores e agrupados e área foliar

reduzida. Com o agravamento da doença ocorre a senescência foliar precoce na
base dos ramos, resultando em um pequeno número defolhas no ápice.

Em cafeeiro, a bactéria tem sido encontrada no xilema de diferentes

partes, como raízes, caule, ramos plagiotrópicos e ortotrópicos e folhas (Ribas et

ai.. 1998). A presença da bactéria também foi observada em frutos e sementesde

cafeeiro, entretanto, a transmissão via sementes não tem sido constatada.

Contudo, mudas nos estágios de 3 a 4 pares de folhas, produzidas em condições

não protegidas contra o ataque de insetos apresentaram a ocorrência da bactéria

(Yorinori et ai., 2000).

Segundo Nunes et ai. (2001), hospedeiros assintomáticos de X.

fastidiosa, podem ser fonte de inóculo para a alimentação de cigarrinhas e

posterior transmissão para o cafeeiro. Neste trabalho, isolados de X. fastidiosa

do cafeeiro foram inoculados em espécies invasoras de lavouras cafeeiras e

analisadas pelo teste sorológico, DAS-ELISA. Foi possível identificar X.



fastidiosa nas espécies Arachispinloi (amendoim-rasteiro). Catharanthus roseus
(vinca), Brachiaria decumbens (capim-braquiária), Nicotiana tabacum - TNN
(fumo), AT. turkishin, N. clevelandii.

2.2 O fitopatógenoXylellafastidiosa

Xylella fastidiosa foi primeiramente isolada de videira (Davis et ai.,
1978). Neste relato, oagente etiológico da doença de Pierce foi considerado um
organismo do tipo Rickettisia, sendo mais tarde caracterizada como uma bactéria
limitadaao xilema (XLB)(Hopkins, 1989)

Em 1987, Wells et ai. caracterizaram a bactéria como tendo a forma de
bastonete, com 0,25 a 0,35 pm de diâmetro por 0,9 a 3,5 um de comprimento
(forma alongada) e parede celular enrugada. É estritamente aeróbia,
apresentando crescimento ótimo entre 26°C e28°C, em pH entre 6,5 e6,9, além
de conteúdo G+C(guanina +citosina) de 51 a 53 mol%. Essas características
sistemáticas levaram à exclusão da bactéria do grupo das Rickettisia e a sua
inclusão no grupo das Xanthomonas spp., como espécie única. Entretanto,
trabalhos recentes têm indicado variabilidade genética entre os isolados de X.
fastidiosa suficiente para justificar uma separação no nível infra-subespecífico
(Wells etai., 1987; Hopkins, 1989; Chen etai., 1992).

Xy]e\hfastidiosa éoagente etiológico de várias doenças de importância
econômica no mundo, entre elas o mal de "Pierce" em videira (Hopkins &

Mollenhauer, 1973; Davis et ai., 1978), a alfafa anâ (Goheen et ai., 1973), a
escaldadura das folhas da ameixeira (Raju et ai., 1982) e a "phony peach

disease" em pêssego (Wells et ai., 1983). No Brasil, a bactéria é responsável
pela escaldadura das folhas da ameixeira (Kitajima et ai., 1981), clorose
variegada dos citros (CVC) (Rossetti &De Negri, 1990) eatrofia dos eramos do
cafeeiro (Paradela Filho etai., 1996; Beretta etai., 1996; Lima etai., 1996).



A bactéria pode estar presente em plantas assintomáticas no campo,
incluindo 28 famílias de mono e dicotiledôneas (Hopkins, 1988). Quando
patogênica, pode bloquear o movimento de água e a translocação de seiva no
interior do xilema (Gravena et ai., 1997), porém, apresenta-se distribuída de
forma irregular nesses vasos (Hill &Purcell, 1995).

De acordo com Alves et ai. (2001), ofumo (Nicotiana tabacum) pode ser
utilizado como hospedeiro alternativo para X. fastidiosa, pois sintomas foram
observados, 30 dias após ainoculação em plantas podadas a 15 cm do substrato.,
Os autores descreveram a variedade Havana como a melhor indicadora para
expressar sintomas característicos e com maior vigor. Entretanto, neste mesmo

trabalho, foi observada a reversão dos sintomas após adubação das plantas com
NPK mais sulfato de amônio.

Em relação à concentração do inóculo, verificou-se que doses acima de

10 UFC/mL são apropriadas para testes de patogenicidade de X. fastidiosa. A
espécie Nicotiana tabacum expressou os sintomas mais rapidamente do que N.
clevelandii (Lopes et ai., 2002). O fumo também foi estudado como fonte de

transmissão pela cigarrinha Ferrariana trivittata para plantas suscetíveis (Lopes
& Souza, 2001). X. fastidiosa também pode ter outros hospedeiros naturais,

como, Catharanthus roseus, Hibiscus shizopetalus e Quercus leavis (Teixeira et

ai.,2001; Kitajima et ai.,2000; Baranard et ai., 1998).

Mehta et ai. (2000) utilizando as técnicas de RAPD e SDS-PAGE de

proteínas, caracterizaram cinco grupos principais de hospedeiros de X.

fastidiosa: 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 ai. (2000) com isolados de X.

fastidiosa dediferentes 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 possível

distinguir os isolados pela diversidade genética 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, amêndoa e"ragweed", eas de elmo e
ameixeira. Além disso, os autores verificaram diferença entre os isolados de
citros de alguns de cafeeiros após restrição do produto amplificado pelos
oligonucleotídeos 272-lint e272-2int com aenzima C/o/(Quin et ai., 2001).

Estudo envolvendo trinta linhagens de X. fastidiosa isoladas de plantas

de citros, cafeeiro, videira, ameixeira, amoreira, elmo e vinca pela amplificação
de seqüências repetitivas presentes no genoma bacteriano, permitiu distinguir os
seguintes grupos de amostras bacterianas: isolados obtidos de videira eamoreira,
ameixeiras e elmo, cafeeiro e três grupos formados por amostras isoladas de
plantas de citros. Osequenciamento dos "773" dos genes codificadores de 16-
23S rRNAs distinguiu três grupos entre os isolados provenientes de videira e
amoreira, citros ecafeeiro, elmo, vinca eameixeira (Ciapina, 2001).

Carvalho et ai. (2001) estudaram acaracterização genética de isolados de
X.fastidiosa de cafeeiro de três regiões do estado do Paraná por eletroforese em
campo pulsado. Verificaram anão existência de correlação entre perfil genético
eorigem geográfica dos isolados. No entanto, grande variabilidade genética foi
verificada entre os isolados de videira, ameixeira e citros, sugerindo que haja

especificidade entre a bactéria ea planta hospedeira.
De acordo com Lopes (2001), as linhagens àeX.fastidiosa de citros e de

café são distintas, apresentando diferentes mecanismos de patogenicidade em

fumo e, possivelmente, em citros e café. Entretanto, Lima et ai. (1998)
comparando linhagens de X. fastidiosa dos citros e do cafeeiro, utilizando os
"primers" 272-2 eCVC-1, observaram que os produtos de amplificação via PCR
foram indiferentes para os isolados de cafeeiro e citros, apesar dos "primers"



serem específicos para X. fastidiosa dos citros, havendo a mesma amplificação
nos dois grupos.

As estirpes de X. fastidiosa do cafeeiro apresentam certo nível de

variabilidade genética entre elas nesta cultura, não éclonal (Leite et ai., 2001).
Esses resultados de diversidade genética, bem como a ocorrência da bactéria

endemicamente, em todas as regiões cafeeiras do Brasil, sugerem que X.
fastidiosa já se encontra presente em associação com ocafeeiro há muito tempo
(Takatsu et ai., 2001) antes mesmo da CVC do citros (Picchi, 2002). Adetecção
de fluxo gênico entre osgrupos de X. fastidiosa de citros do Sul do Brasil e de

café pode estar relacionada com a proximidade geográfica das duas culturas.

Historicamente apesar da CVC ter sido diagnosticada primeiramente
(Rossetti et ai., 1990), as áreas onde hoje se encontram os pomares de citros,
foram no passado, ocupadas por cafeeiros. As poucas plantas de café que hoje se
encontram nestas áreas estão altamente afetadas sendo que os vetores para CVC

são freqüentemente encontrados alimentando-se em plantas de café (Paradela
Filho et ai., 1997).

2.3 Transmissão de X.fastidiosa por insetosvetores

X. fastidiosa é 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, observações preliminares indicaram o mesmo sistema de transmissão

da bactéria (Paradela Filho et ai., 1999).

Os primeiros levantamentos de cigarrinhas em cafeeiro (Tabela 1),

relatam a ocorrência das espécies Dilobopterus costalimai, Oncometopiafacialis
e Acrogonia terminalis, principais vetores da Clorose Variegada dos Citros

(CVC) (Giustolin etai., 1998; Marucci etai., 2001; Santa-Cecília etai., 2000).
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TABELA 1Espécies de cigarrinhas encontradas em lavouras cafeeiras no Sul de
Minas Gerais e São Paulo

Espécie

Macugonalia spp.

Ferriana tríviata (Signoret)

Diedrociphala continua (Sakakibara e
Cavichioli,1982)

Dilobopterus costalimai (Young)
Bucephalogonia xantlwphis (Bcrg)

Parathona gratiosa (Blanchard, 1840)

Oncometopiafacialis (Signoret)
Macugonalia leucomelas (Walker)

Erythrogonia spp.

Acrogonia sp.

Deltacephalinea sp.

Dilobopterus costalimai (Young)
Oncometopiafacialis (Signoret)

Bahita sp.

oi*Local

Varginha, MG

Lavras, MG

Bebedouro, SP

•Fonte: San Juan ei al.(!999); Ferreira et ai. (2000) e Giustolin et al.(1998), adaptados de
Carvalho & Mendes (2001).

Estes mesmos autores também verificaram a presença de outro vetor,

Bucephalogonia xantlwphis, porém, em pequeno número no cafczal, apesar de
sua importância na citricultura. Estas espécies pertencem à subordem
Homoptera, famílias Cicadellidae e Cercopidae (Purcell &Hopkins, 1996). A
transmissão de X. fastidiosa para cafeeiro por D. costalimai já foi relatada

experimentalmente, entretanto, com baixa eficiência de transmissão (= 6%)
(Marucci et ai., 2001). Cigarrinhas não identificadas da família Cicadidae,
coletadas em várias regiões cafeeiras do Paraná eque também se alimentam do
xilema, foram positivas quanto àpresença de X. fastidiosa, quando avaliadas por
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nested PCR. Dorísiana vindes (Homoptera) euma Cicadidae não identificada,
transmitiram X. fastidiosa para mudas de cafeeiro após um período de incubaçào
de seis meses (Paião et ai., 2002). Neste mesmo trabalho, as espécies Dorísiana
drewseni, D. vindes, Cariam matura e Carineta sp. (Homoptera) foram
positivas quanto à presença deX.fastidiosa.

Em análise da flutuação populacional de D. costalimai, O. facialis e A.
terminalis, foi observada uma tendência de crescimento da população destes
insetos na primavera, com pico nos meses de verão e decréscimo no outono e

inverno. Segundo Santa-Cecília et ai. (2000), o aumento da população de
cigarrinhas vetores de X. fastidiosa foi evidentes no período chuvoso. Foram
avaliadas ainda lavouras cultivadas no limpo eoutras com apresença de plantas
daninhas, tendo ocorrido pouca variação entre o número de cigarrinhas em cada
área avaliada. No entanto, sabe-se que plantas invasoras ou matas podem ser
fontes derefúgio e/ou alimentação para estes insetos.

Ferreira et ai. (2000) observaram aocorrência de picos populacionais de
quatro espécies de cigarrinhas em cafeeiro de setembro a março, meses com

temperaturas médias entre 20° a 23°C, umidade relativa média entre 55% a 80%

e períodos de alta precipitação para a região de Lavras, MG, condições
favoráveis ao surgimentode brotações novas nos cafeeiros.

2.4 Métodos para detecção deX.fastidiosa

Os métodos para diagnose em plantas são ferramentas importantes na
identificação do patógeno e para estudos das relações planta-vetor e patógeno-
planta. Vários testes vêm sendo utilizados para a detecção de X. fastidiosa em

plantas e em vetores. Como o isolamento da bactéria é um processo laborioso,

envolvendo muito tempo para obtenção de massa bacleriana, cerca de 21 dias.

contaminações freqüentes e demora na expressão dos sintomas nos testes de

patogenicidade, outras técnicas como microscopia ótica e eletrônica, sorologia e
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biologia molecular, com autilização de "primers" específicos para abactéria,
estão sendo usadas.

Mizubuti et ai. (1994) detectaram aocorrência de uma bactéria do tipo X.
fastidiosa em citros na Zona da Mata de Minas Gerais, por meio de microscopia
eletrônica. Lima et ai. (1997) desenvolveram metodologia rápida para diagnose
da CVC, por meio da observação do extrato do xilema em microscópio ótico.
Para confirmação de X.fastidiosa como oagente etiológico da CVC, Beretta et
ai. (1991) utilizaram oteste DIBAcom anti-soro obtido contra abactéria do mal
de "Pierce" da videira eda "periwinkle wilt" da ameixeira. Rodrigues Neto et ai.
(1992) caracterizaram a bactéria utilizando eletroforese para proteínas totais.
Também foram utilizadas imunofluorescência (Rodrigues Neto et ai., 1993) e

westem blot (Harakawa et ai., 1994) para detecção de X.fastidiosa em material

com CVC.

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

A técnica de reação da polimerase em cadeia (PCR) (Mullis, 1990)

consiste numa amplificação enzimática realizada por um par de

oligonucleotídeos utilizados como iniciadores ("primers"), que, em poucas

horas, sintetizam milhões de cópias de uma seqüência nucleotídica específica. O
processo cíclico envolvido é constituído de três etapas: a) desnaturaçâo da fita
dupla de DNA; b) anelamento dos iniciadores à seqüência complementar de
cada fita simples do DNA desnaturado; c) extensão dos iniciadores pela DNA
polimerase ao longo de ambas as fitas em oposição, com a conseqüente
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duplicação da quantidade da seqüência do DNA (Batista, 1993; De Bôer et ai.,
1996).

Oprotocolo desenvolvido por Minsavage et ai. (1994) para detectar de
X. fastidiosa em tecido de plantas pela PCR foi utilizado na detecção da CVC
(Lemos, et ai. 1997) eda bactéria no cafeeiro (Lima et ai., 1998). Este protocolo
permite detectar X. fastidiosa em tecidos hospedeiros pelo uso de "primers"
específicos para esta bactéria. Teoricamente, este método permite detecção de 10
a100 bactérias por reação de amplificação. Minsavage et ai. (1994) conseguiram,
detectar, por meio deste método, apresença da bactéria em extratos de tecidos
de videira naturalmente infectados, assim como em amostras de tecidos
inoculados artificialmente.

Recentemente, atécnica de Nested-PCR foi utilizada para diagnose de X.
fastidiosa em cafeeiro em duas regiões do Paraná. Inicialmente foi amplificado
um fragmento de DNA de 733pb, com o uso dos "primers" RST31 e RST33,
sendo oproduto deste PCR utilizado como molde para asegunda amplificação,
utilizando os "primers" RST31 e RST33 internos à seqüência amplificada no
primeiro PCR. Ofragmento gerado possui aproximadamente 500pb. As regiões
Norte e Norte Pioneiro do Paraná apresentaram 48,4% e 53,84%,
respectivamente, de amostras com resultados positivos para a presença de X.
fastidiosa (Casagrande etai.,2002).

Paradela Filho et ai. (1996) detectaram a presença de X. fastidiosa em
plantas de café no estado de São Paulo, através de testes serológicos, DD3A,
ELISA, westem blote e PCR, inclusive em regiões onde a CVC ainda não foi
identificada.

Arachis pintoi, Catharanthus roseus. Brachiaria decumbens. Nicotiana

tabacum - TNN, N. turkishin e N. clevelandii foram caracterizados como

hospedeiros assintomáticos de X. fastidiosa do cafeeiro quando analisados por
DAS-ELISA (Nunes et ai., 2001).

14



Li et ai. (2001), avaliando atécnica de PCR na detecção de X.fastidiosa,
verificaram asua inibição quando aquantidade da bactéria foi maior que 20.000
unidades por reação. Aanálise do DNA parece ser ométodo mais adequado para
tipificação epara detecção específica, porque as diferenças que ocorrem com as
proteínas e com alguns antigenos, como os lipopolissacarídeos, não ocorrem
com oDNA de uma bactéria em função do estado ou do crescimento bacteriano.
Por isso, os resultados são mais reprodutíveis e se pode selecionar genes que

caracterizam cada espécie fitopatogênica (Lopez &Cambra, 1996).
Pinto & Leite (1999) otimizaram a técnica de PCR para detecção

específica de X. fastidiosa em cafeeiro, a partir de maceração do tecido em
tampão fosfato contendo 0,1 Mde ácido ascórbico ePVPP insolúvel ediluição
do extrato em 1:100, possibilitando a detecção específica de X. fastidiosa 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 científica.

2.5 Estudo do padrão espacial da atrofia dos ramos docafeeiro

Oestudo 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 dinâmica espacial e temporal de X. fastidiosa no campo foi

realizado por Laranjeira (1997), para CVC, no qual verificou-se taxas de
progresso da doença são variáveis ao longo do tempo. As épocas de maior
progresso corresponderam aos períodos de maior crescimento vegetativo das
plantas e as de menor progresso corresponderam às épocas de ocorrência de
déficit hídrico e menor desenvolvimento das plantas. Antes deste trabalho,

Palazzo & Carvalho (1992) e Gottwald et ai. (1992) avaliaram o progresso da

CVC no tempo e a incidência anual de plantas doentes, respectivamente.
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Laranjeira (1997) ePalazzo &Carvalho (1992) apontaram como épocas
de maior progresso da CVC a primavera eoverão. Com essas informações os
autores sugeriram que os sintomas observados seriam fruto de infecções
anteriores. Desta forma, primavera e verão além de serem as épocas de maior
expressão dos sintomas, também corresponderiam aos períodos de maior

probabilidade de infecção. Estes resultados corroboram os de Pereira (2000), que
verificou maior número de infecções bem sucedidas quando as inoculações eram
realizadas na primavera e verão, ao contrário das inoculações realizadas no

outono e inverno. Nunes (1999) encontrou resultados semelhantes aos de

Gottwald et ai. (1993), porém suas avaliações foram bimestrais. Esses autores

não reportaram períodos de maior progresso em determinadas épocas do ano.

Para o estudo do padrão espacial da CVC, Laranjeira (1997) realizou as
seguintes análises: seqüências ordinárias, vizinhos mais próximos, áreas
isópatas, lei de Taylor modificada, índice dedispersão e análise da dinâmica e
estrutura de focos.

A análise do padrão espacial da doença pode fornecer informação vital

sobre a dispersão dos patógenos e também pode ser a chave sobre seus

mecanismos de sobrevivência (Davis & Browmn, 1996). Tais informações
podem ser extraídas, sejam de caráter puramente acadêmico, sejam com grande
cargade praticidade (Laranjeira, 1997).

Segundo Laranjeira (1997), a análise de seqüências ordinárias permite
constatar agrupamentos dentro de linhas de plantio ou emsentido perpendicular

a elas. Assim, é possível relacionar (indiretamente) opadrão espacial encontrado

a práticas de manejo adotadas nos locais estudados.

Um foco de doença é um local de concentração de plantas doentes ou

lesões discretas, sendo considerada uma fonte primária de infecção ou

coincidindo com uma área originalmente favorável ao estabelecimento da

doença e tendendo a influenciar o "padrão posterior da doença" (Nelson, 1996).

16



Similarmente, um "grupo" de doença pode ser definido como o número de
plantas doentes agrupadas. Desse modo, os dois termos são sinônimos quando
usados em relação a epidemia de planta doente. De qualquer modo, uma
distinção importante éfeita entre estes dois termos: a) foco da doença, que pode
constituir de uma planta doente ou b) considerando um grupo doente contendo
mais do que uma planta doente.

Adisposição espacial da doença dentro de um campo tem conseqüências
sobre a taxa de desenvolvimento eextensão da distribuição espacial da epidemia
posterior, e, consequentemente, sobre o impacto da doença na produção
(Ferrandino, 1996). O ponto inicial da maioria destas análises de estrutura
espacial éaverificação de alguma medida do desvio do comportamento espacial
aleatório (Ferrandino, 1998). Caracterizar o padrão espacial de uma doença é
verificar se há uma distribuição aleatória ou agregada. Assim, se tivermos um

conjunto ++--+-+-+--++++, em que + represente uma planta doente e - uma
sadia, pode-se dizer que esse conjunto possui 9seqüências ordinárias (Campbell
& Madden, 1990). Pode-se considerar, para análise, que uma linha seja a

continuação da anterior (Campbell &Madden, 1990) e, deste modo, calcular o

número de seqüências ordinárias.

Em pomares de laranja avaliados pelo número de seqüências ordinárias
foi demonstrada a pequena proporção de linhas de plantio com agregação

significativa de plantas comsintomas daCVC.
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CAPITULO 2

Ocorrência àeXylellafastidiosa cm cafeeiro nas regiões Sul e Zona da Mata

de Minas Gerais



1 RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Ocorrência de Xylella fastidiosa em cafeeiro nas
regiões Sul de Minas Gerais eZona da Mata.. In: .Ocorrência epadrão
espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro (Xylella fastidiosa) nas regiões Sul
e Zona da Mata de Minas Gerais. 2003.p. 27-50. Dissertação (Mestrado em
FitopatoIogia)-Universiadade Federal deLavras, Lavras.'

No Brasil, a atrofia dos ramos do cafeeiro foi relatada pela primeira vez em café
em 1995, porParadela Filho e colaboradores no estado de São Paulo. Estudos
recentes constataram a presença da bactéria em lavouras de Minas Gerais,
Paraná eBahia. No entanto, levantamentos sistemáticos, com métodos exatos dê
diagnose não foram realizados. Assim, este trabalho teve como objetivo o
levantamento da ocorrência de X. fastidiosa associada ao cafeeiro nas regiões
Sul e Zona da Mata de Minas e a obtenção de isolados destas áreas para
preservação e estudos posteriores de virulência e patogenicidade. Para o
levantamento foram visitados 10 municípios da região Sul, sendo coletadas 30
amostras por município e 8 municípios da Zona da Mata sendo coletadas 23
amostras por município. As amostras coletadas foram encaminhadas ao
Laboratório de Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras e analisadas
pela técnica de PCR. A presença de X. fastidiosa foi detectada em amostras
coletadas nos municípios de Lavras, Ijaci, Aguanil, Cristais, Três Pontas,
Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Viçosa, Teixeiras, Coimbra,
Manhuaçu, Manhumirim, Canaâ, Araponga e São Miguel do Anta, tanto em
plantas com sintomas como em plantas aparentemente sadias. Amostras
provenientes do município de Campo Belo apresentaram resultado negativo.
Foram obtidos 22 isolados provenientes deLavras e 1 isolado de Varginha MG.
A ocorrência de X. fastidiosa em cafeeiro foi menor que50% nas duas regiões
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 noscafezais dasregiões Sul e
Zona da Mata de Minas Gerais.

*Comitê Orientador: Ricardo Magela de Souza - UFLA (orientador), Edson
Ampélio Pozza e Alessandra de JesusBoari (co-orientadores)- UFLA.

28



2 ABSTRACT

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

In coffee (Coffea arábica), Xylella fastidiosa was reported for the first time at
São Paulo state in 1995. After this, the atrophy in coffee branches was reported
in Minas Gerais, Paraná 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
área were visited, being collected 30 samples by municipal distnct and 8
municipal districts ofthe 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, Aguaml,
Cristais, Três Pontas, Campos Gerais, Varginha, Nepomuceno, Alfenas, Viçosa,
Teixeiras, Coimbra, Manhuaçu, Manhumirim, Canaâ, Araponga and São 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 áreas. A larger number of
infected samples was detected in coffee plants with more than 10 years. The
bactéria isdisseminated 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 INTRODUÇÃO

Oprimeiro relato da ocorrência de Xylella fastidiosa em cafeeiro data de
1995, no estado de São Paulo (Paradela Filho et ai., 1995). Atualmente, a
presença da bactéria em cafeeiro já foi constatada nos principais estados
produtores do país: Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espírito
Santo, Bahia, Goiás e Distrito Federal (Lima et ai., 1996; Matiello &Almeida,
1998; Ueno & Uesugi., 2002).

No estado do Paraná, a ocorrência de X. fastidiosa em cafeeiro foi
constatada em todas as regiões produtoras. Na região Norte deste estado, cerca
de 80% das plantas em lavouras comerciais, com intervalo de idade das plantas
de 16 a20 anos, estão infectadas pela bactéria (Carvalho et ai., 2000). De acordo
com esses mesmos autores, cafeeiros com idade abaixo de 5 anos, a

porcentagem de plantas infectadas é menor, cerca36%.

Setenta porcento das amostras de plantas com mais de 10 anos de idade

analisadas no Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba apresentaram resultado
positivo (Takatsu et ai., 2001), enquanto no Distrito Federal e Entorno foram

positivas para infecção por X. fastidiosa. Em 95% das amostras coletadas foi

detectada, por meio de microscopia ótica, a presença de um grande número de

células àeX.fastidiosa no conteúdo xilemático (Ueno & Uesugi, 2002).

A alta incidência de plantas amostradas de forma aleatória em diferentes

estados (Lima et ai., 1996; Carvalho et ai., 2000) pode sinalizar que a presença
da bactéria em cafeeiro não é recente; pelo contrário, deve ocorrer há muito

tempo, sem causar danos visíveis a curto prazo. No entanto, a presença da

bactéria no cafeeiro não causa perdas como no citros, mas sendo uma doença do

sistema vascular, pode ser problemática em anos com estiagem prolongada
(Takatsu et ai., 2001).
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Apresença de X. fastidiosa já foi estudada em sete espécies ehíbridos
específicos de cafeeiros tendo sido constatada em C. kapakata, C. stenophylla.
C. eugenioides e diversas cultivares de Coffea arábica, como Mundo Novo,
Catuaí Amarelo, Catuaí Vermelho, Icatu, lapar 59, Acaiá, Tupi, Caturra
Bourbon (Carvalho et ai., 2000) e C. canephora, Colilon eRobusta. Nas plantas
com pouco ou nenhum sintoma, a bactéria foi detectada somente
esporadicamente. Apresença da bactéria não foi constatada nas espécie C.
racemosa e C. dewevrei. Em relação aos híbridos interespecíficos, C. arábica x
C dewevrei, C. arábica x C. eugenioides. C. arábica x C. canephora var.
robusta, C. arábica x C. racemosa todos apresentaram reação positiva para X.
fastidiosa em pelo menos um dos testes relacionados (Ribas et ai.,1998; Yorinori
et ai., 2000).

O presente trabalho teve como objetivo verificar a ocorrência de X.
fastidiosa em cafeeiro em duas regiões produtoras do estado de Minas Gerais, a
região Sul e a da Zona da Mata e a obtenção de isolados destas áreas para
preservação eestudos de virulência epatogenicidade posteriores.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Coleta de amostras

O levantamento para se constatar a ocorrência de X. fastidiosa foi
iniciado pela amostragem em dez municípios da região Sul e oito da Zona da
Mata de Minas Gerais (Figuras 1e 2).

Onúmero de municípios foi escolhido de acordo com aquantidade de
lavouras, extensão territorial eexperiência dos técnicos da EPAMIG de Lavras,
MG, que já realizaram levantamentos para estudos de outras variáveis nestas
áreas.

Em cada lavoura foi realizada amostragem tendenciosa, procurando-se
as plantas com sintomas, por meio de informações dos agricultores ou técnicos
da região. Logo após, foi realizado caminhamento em zig-zag (Campbell &
Madden, 1990), coletando-se ramos aleatoriamente de plantas com e sem
sintomas. De plantas assintomáticas, foram coletados quatro ramos no terço
médio da planta. Nas plantas sintomáticas foram coletados os ramos com

sintomas típicos da doença, como intemódios curtos, e tufos de folhas nas
pontas.

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

As amostras foram devidamente identificadas, acondicionadas em sacos

plásticos dentro de caixas de isopor e transportadas para o Laboratório de

Bacteriologia da Universidade Federal de Lavras, onde foi identificado oagente
etiológico pela técnica da reação de PCR.
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FIGURA 1Posição relativa dos municípios amostrados na região
sul de Minas Gerais

FIGURA 2 Posição relativa dos municípios amostrados na
Zona da Mata de Minas Gerais
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4.1.2 Amostragem de folhas de cafeeiro em plantas com sintomas c sem
sintomas da ARC, na região Sul deMinas Gerais

Foram coletadas amostras nos municípios de Lavras, Ijaci, Campo Belo,
Aguanil, Cristais, Três Pontas, Varginha, Nepomuceno, Alfenas e Campos
Gerais. Por município, 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 sintomas,
realizou-se aamostragem sistemática. Assim, na 5o linha de plantio, contaram-se
dez plantas e, entre a 1Ia e 20a planta, foi coletada uma amostra; na 9a linha de

plantio contaram-se trinta plantas e, entre a 31a e 40a plantas foi coletada outra

amostra, na 18a linha de plantio contaram-se setenta plantas e entre a 71" e 80a

plantas foi coletada outra amostra. Por lavoura, coletou-se três amostras com

sintomas da doença etrês de plantas sadias. Cada município 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 municípios de Viçosa, Teixeiras,

Coimbra, Manhuaçu, Manhumirim, Canaã, Araponga e São Miguel doAnta. Em

cada lavoura realizou-se a amostragem tendenciosa, em busca de plantas com

sintomas e a amostragem não tendenciosa de plantas aparentemente sadias(a

coleta de plantas assintomáticas e sintomáticas foi realizada conforme descrito

em 4.1.2). O número de amostras por propriedade variou de acordo com o

tamanho do talhão amostrado. Cada município foi representado por23 amostras.

4.2 Extração do DNA genômico

No laboratório de bacteriologia do Departamento de Fitopatologia da

UFLA, os peciolos de folhas de plantas decafeeiro foram processados conforme
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descrito por Minsavage et ai. (1994), adaptado por Pinto e Leite, (1999) para
cafeeiro. A partir do extrato diluído, o DNA total da bactéria foi extraído e
purificado, de acordo com ométodo de Ausubel et ai. (1987). Assim, os peciolos
das folhas amostradas foram macerados em tampão succinato-eitrato-fosfato
contendo 5% de PVPP e ácido ascórbico 0,1 M e diluídos na proporção de

1:100. Do homogenizado foram retirados lOOpL e colocados em tubos de

microcentrífuga com 900pL de água destilada autoclavada (ada). Os tubos foram
centrifugados por 2 minutos a 11700 rpm. Em seguida, foi retirado o

sobrenadante e adicionado 1000 uL de ada, seguindo-se nova centrifugação.

Novamente o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido em 567 pL de

TE (tampão 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; EDTA 1 mM, pH 8,0), adicionando-se

em seguida, 30 pLdeSDS 10% e 3 pL de proteinase K(20 mg/mL) e agitando-

sevagarosamente. Os tubos foram incubados em banho-maria a37 Cpor 1hora.

Ao conteúdo dos tubos adicionaram-se 100 pL de NaCI 5M, seguindo-se de

agitação em vortex. Novamente, adicionaram-se 80 pL de CTAB/NaCl (4,lgde

NaCI e 10g de CTAB, em 100 mLde água) seguindo-se de agitação em vortex.

Os tubos foram então incubados em banho-maria a 65°C por 10 minutos e, a

seguir, à temperatura ambiente, adicionaram-se 550 pL de clorofórmio: álcool

isoamílico, 24:1, seguindo-se deagitação manual por 10minutos e centrifugação

a 14000 rpm por 5 minutos. Após este processo, a fase superior foi transferida

para um novo tubo, medindo-se o volume. Nesta etapa adicionaram-se 0,6

volume de álcool isopropílico e os tubos foram levados ao ultra frezeer a -80 C,

por 10 minutos. Novamente procedeu-se à centrifugação a 14.000 rpm por 20

minutos. Retirou-se o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 70%,

seguindo-se de centrifugação a 14.000 rpm por 10 minutos. O pellet foi

ressuspendido em 50 pL de TE earmazenado a4°C
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4.3 Reação de amplificação do DNA - PCR

A amplificação do DNA foi realizada com volumes de25 pL, sendo 2,5

pL deTampão 10X, 1,5 pL de cloreto de magnésio, 1,0 pL 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 água ultrapura. Os primers utilizados foram os

descritos por Minsavage et ai. (1994):

RST31 (5'-GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC-3')

RST33 (5'CACCATTCGTATCCCGGTG-3'),

os quais permitem a amplificação de um fragmento específico de 733 pares de

base. O programa utilizado no termociclador, descrito por Minsavage et ai.,

(1994) foi adequado às condições deste experimento, sendo 1 minuto a 94°C

para desnaturação, 1 minuto a 55°C para anelamento, 1 minuto e 30 segundos a

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

4.4 Corrida em gel de agarose

A visualização do produto da PCR foi feita em gel de agarose a 0,9%,

diluído em tampão TBE (TBE 10 X 108gTris 89mM, 55g ácido bórico 89 mM,

e EDTA 0,5 M em pH 8,0) e corado com brometo de etídeo.

4.5 Obtenção e conservação dos isolados àe Xylella fastidiosa de cafeeiros

Os isolados foram obtidos de amostras coletadas durante o estudo da

ocorrência de X. fastidiosa nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas Gerais.

Todas os isolados foram obtidos de peciolos de folhas de cafeeiro, segundo

metodologia de Almeida et ai. (2001). Das folhas de cafeeiro foram retirados o

pecíolo e parte da nervura central. Cada amostra foi representada por um pecíolo

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, álcool 70%, hipoclorito de sódio 2% e água destilada
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autoclavada (três vezes). Após secagem sobre papel de filtro autoclavado, estes
fragmentos foram macerados em 2 mL de tampão fosfato salino (PBS). Uma
alíquota de 100 pL da suspensão obtida foi diluída em 900 pL de PBS e, desta
diluição, uma alíquota de 20 pL foi plaqueada em meio de cultura PW (Davis et
ai., 1981). As placas foram mantidas a28°C, por 14 a21 dias.

Todos os materiais líquidos e recipientes utilizados no procedimento

foram autoclavados por 20 minutos a121°C, para eliminação dos contaminantes.
Bisturi para corte e pinça para transferência dos tecidos foram flambados para
cada amostra. Todas as etapas foram executadas em câmara de fluxo laminar.

As colônias obtidas foram analisadas por PCR segundo metodologia de

Ausubel et aL (1987) para confirmação da identidade dos isolados de X.
faslidiosa. Os isolados foram armazenados em tubos de microcentrífuga
contendo tampão para preservação succinato-fosfato-citrato (SPC lg succinato,

l,5g K2HP04, lg KH2PO4. lg citrato, 1L água destilada) pH 7,0, mais 30% de
glicerol. Uma suspensão bem concentrada das colônias bacterianas
ressuspendida em PBS (200 pL) foi transferida para tubos com tampão para

preservação.

37



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Detecção de Xylella faslidiosa em amostras de folhas de cafeeiro

provenientes de plantas com sintomas e sem sintomas da ARC, na

região Sul de Minas Gerais

A presença de X. fastidiosa foi detectada em amostras coletadas nos

municípios de Lavras, Ijaci, Cristais Três Pontas, Campos Gerais, Varginha,

Nepomuceno e Alfenas, em plantas com e sem sintomas (Tabela 2). Não foi

verificada a ocorrência da bactéria nas amostras provenientes do município de1

Campo Belo.

As cultivares amostradas no levantamento foram Mundo Novo, Catuaí

Vermelho e Acaiá. As plantas apresentaram intervalo de idade de 5 a 40 anos

(Tabela 3). Das 300 amostras analisadas, 76 apresentaram resultados positivos

para a presença de X. fastidiosa pelo teste de PCR (Tabela 2), representando

25,3% das amostras examinadas. Dessas 300 amostras, 72% apresentaram

intervalo de idade entre 16e 25 anos (Tabela 3).

Foram obtidos22 isolados (Figura 3) do municípiode Lavras e 1 isolado

de Varginha (Tabela 4). Os isolados foram obtidos de plantas da cultivarCatuaí

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

Amostras positivas Propriedades

Município Amostras com

sintomas

Amostras sem

sintomas

Total de

propriedades.
Amostras

Positivas

Lavras 0 1 5 1

Ijaci 9 3 5 3

Campo Belo 0 0 5 0

Aguanil 1 0 5 1

Cristais 6 3 5 4

Três 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 município de
Lavras, Ijaci, Cristais Três Pontas, Campos Gerais, Varginha,
Nepomuceno e Alfenas, MinasGerais.

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

0a5 26

6 a 15 88

16 a 25 112

Mais de 25 74

39

19

36

49

64



3 14 15 16 17 18

FIGURA 3 (A) Gel de agarose de produtos amplificados por PCR do DNA
de X. faslidiosa extraído de peciolos de folhas do cafeeiro.
Amostras 2 controle positivo, 5. 6, X, II. 12, 16, 17, provenientes
de Araponga MG. (B) Amostras 3, 4. 5. 9. 10, 11, 12,
provenientes de Lavras MG. (C) Reação de PCR de colônias de
X. fastidiosa, isolados, Ingá. VAI 5.100. E 2.5. (D) Colônias de
X.fastidiosa, isolado VAI 5.100 cm meio de cultura PW.
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TABELA 4 :Isolados de X. fastidiosa de cafeeiro com sintomas aa atn
ramos do cafeeiro, da região Sul deMinas Gerais.

oi ia uus

Isolado Município Variedade Idade

E1.88 Lavras Catuai 8

E7.94 Lavras Catuaí 8

E 1.13 Lavras Catuai 8

E2.85 Lavras Catuaí 8

E3.82 Lavras Catuaí 8

E1.67 Lavras Catuaí 8

E1.2 Lavras Catuaí 8

E1.4 Lavras Catuaí 8

E2.15 Lavras Catuaí 8

G 11.44 Lavras Catuai 10

G 10.56 Lavras Catuai 10

G3.99 Lavras Catuaí 10

G1.60 Lavras Catuaí 10

G6.35 Lavras Catuai 10

G8.81 Lavras Catuaí 10

G6.48 Lavras Catuaí 10

G3.55 Lavras Catuai 10

ARA3B Lavras Catuaí 10

ARA 3 A Lavras Catuai 10

INGÁ Lavras Catuaí 12

M 1.10 Lavras Catuaí 5

M4.1 Lavras Catuai 5

VAI 5.100 Varginha Catuai 10
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5.2 Detecção 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 presença deXylellafastidiosa emamostras coletadas nos

municípios de Viçosa, Teixeiras, Coimbra, Manhuaçu, Manhumirim, Canaâ,

Araponga e São Miguel do Anta, tanto em plantas com sintomas como em
i

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

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

184 amostras analisadas nos municípios de Araponga, S.M. do Anta, Canaã,

Manhuaçu e Manhumirim, 57% das amostras positivas apresentaram intervalo

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

TABELA 5 Levantamento da ocorrência de Xylella fastidiosa, pela técnica de
PCR, em cafeeiro de amostras provenientes da região da Zona da
Mata de Minas Gerais.

Amostras Propriedades
Município

Amostras

com sintomas

Amostras

sem sintomas

Total de

propriedades
Amostras

positivas

Viçosa 3 3 5 4

Manhuaçu 2 2 5 3

Manhumirim 1 7 1

Teixeiras 2 4 6 4

Coimbra 1 1 3 2

Araponga 7 2 5 5

Canaã 6 1 4 3

São Miguel do Anta 4 3 8 7
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TABELA 6 Intervalo de idade de plantas positivas por PCR, nos município de
Araponga, S.M. do Anta, Canaã, Manhuaçu e Manhimirim, Viçosa,
Teixeiras c Coimbra na Zona da Mata de Minas Gerais

Intervalo de idade (anos) N de amostras % amostraspositivas por PCR

0a3 10 10

4a8 40 15

9a 15 86 28

16 a 25 32 25

Mais de 25 14 21

Tentativas de estabelecer culturas puras da bactéria X. fastidiosa a partir

das plantas amostradas não foram bem sucedidas. Nenhum isolado foi obtido da

região da Zona da Mata.

Em todas as amostras avaliadas tanto na região 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, à bactéria pode ser considerada um patógeno fraco ou oportunista.

Talvez este fato relacione-se à baixa porcentagem de amostras positivas

encontradas nas regiões Sul e na Zona da Mata de Minas Gerais. Algumas

estirpes podem colonizar os vasos do xilema de plantas que não apresentaram

sintomas da doença. No entanto, estas estirpes podem causar danos se a planta

estiver debilitada, como, por exemplo, outras doenças e pragas em associação,

em senescéncia, com deficiência mineral, corte de raízes durante o cultivo,

superprodução e, principalmente, estresse hídrico (Paradela Filho et ai., 1999).

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

faslidiosa em plantas cítricas nos meses mais frio (outono e inverno) e com
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menores taxas pluviométricas no período de março de 1999 a julho de 2000. O

contrário foi observado nos meses mais quentes echuvosos (primavera e verão).
No entanto, a média populacional de X. faslidiosa não foi diferente

estatisticamente no período de fevereiro a junho de 1999. A tendência de

aumento populacional nooutono-inverno e redução na primavera-verão também

foi observada por Leite et ai. (1997), estudando a flutuação populacional de X.
fastidiosa em ameixeira. Esta observação foi tanto em isolamento em meio de

cultura BCYE quanto em testes sorológicos de DAS-ELISA. De acordo com

Leite et ai. (1997), o aumento da população bacteriana nos tecidos das plantas
hospedeiras, em geral, coincide, normalmente, com o aparecimento de sintomas
da doença.

Após o relato, em 1995, da associação de X. faslidiosa com cafeeiro, no

ano agrícola de 1998, em função das más condições ambientais, com períodos

secos e temperaturas elevadas, sintomas de depauperamento foram observados

com maior intensidade em várias lavouras e em várias regiões cafeeiras.

Técnicos do MAA/SDR/PROCAFÉ, juntamente com técnicos de outras

instituições, iniciaram um levantamento em várias regiões do país (Matiello &

Almeida, 1998). Quatro anos após, este trabalho teve como objetivo realizar o

levantamento de X. faslidiosa no cafeeiro nas regiões Sul e Zona da Mata de

Minas Gerais. Em função das condições climáticas nestes últimos anos ocorreu

recuperação destas plantas. Este fato foi relatado pela maioria dos produtores

entrevistados. A sintomatologia para coleta das amostras foi associada a plantas

que cm 1998 apresentaram o sintoma referido. As relações ambientais, como

nutrição das plantas e períodos secos prolongados pode tomar evidentes os

sintomas da ARC no campo (Takatsu, 2001), fato que não se repetiu nos anos de

1999 a 2002.

No levantamento realizado por Matiello et ai. (1998) a doença foi

identificada em cafeeiros no Paraná, na região Norte Velho e Novo, em São
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Paulo; Minas Gerais, regiões Sul, Oeste, Triângulo, Alto Paranaíba, 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 Rondônia, Zona Caçoai.

Matiello et ai. (1998) avaliaram 25% das propriedades que compõem a

amostra de previsão de safra cafeeira nas regiões Sul/Oeste e Zona da Mata de

Minas Gerais. Em 82,5% das propriedades das regiões Sul e Oeste de Minas

Gerais foi constatada a presença de X. fastidiosa no cafeeiro, através do exame

do exsudato do pecíolo foliar. Na região da Zona da Mata, em 78,9% das

propriedades, foi constatada a presença àeX. fastidiosa nocafeeiro.

No estado do Paraná, a ocorrência de X. fastidiosa em cafeeiro foi

constatada por PCR em todas as regiões produtoras, com cerca de 80% das

plantas, com intervalo de idade entre plantas de 16 e 20 anos, infectadas

(Carvalho et ai., 2000). Em cafeeiros 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 Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba,

apresentaram 70% deplantas positivas (Takatsu et ai., 2001).

A maceração do material vegetal utilizando almofariz e pistilos

promoveu ruptura dos vasos de xilema de forma uniforme na maioria das

amostras processadas, permitindo a liberação de células de X. fastidiosa na

suspensão restante. No entanto, durante o isolamento, grande parte do

experimento foi perdido em função de contaminações, provavelmente

acarretadas por microorganismos endofíticos presentes nas amostras. Este fato

foi relatado por Almeida (1999) e Laçava (2000), que optaram por diluições em

número de 10, para reduzir a incidência de contaminantes.

45



O meio PW (Davis et ai., 1981) foi eficiente para o isolamento de X.

fastidiosa 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 & PurcelI (1995) para o

isolamento em tecidos cítricos utilizando os seguintes meios de cultura, PW,

PWg, BCYE, concluindo que os três meios de cultura testados promoveram

crescimento bacteriano, porém com diferenças na eficiência de isolamento,,

diâmetro de colônias e período de incubação. O meio BCYE promoveu

crescimento mais lento, colônias menores e menor eficiência de isolamento do

queoPWePWG.
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6 CONCLUSÕES

Xylella fastidiosa esta disseminada nos cafeeiros das regiões Sul eZona

da Mata de Minas Gerais.

Há presença da bactéria em plantas com sintomas característicos da
atrofia dosramos docafeeiro e em plantas aparentemente sadias.

A ocorrência de X. fastidiosa em cafeeiro foi inferior a 50 % nas duas

regiões amostradas.

Amaior percentagem de amostras infectadas foi detectada em cafeeiros

com mais de 10 anos de idade.
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CAPITULO 3

Análise do padrão espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro nas regiões Sul
e Zona da Mata de Minas Gerais



1 RESUMO

BARBOSA, Juliana Franco. Análise do padrão espacial da atrofia dos ramos do
cafeeiro nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas Gerais. In: .
Ocorrência e padrão espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro (Xylella
fastidiosa) nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas Gerais. 2003. p.51-86.
Dissertação (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-
distribuição espacial da doença em duas regiões do estado de Minas Gerais: Sul
e Zona da Mata. Por meio deavaliação desintomas visuais, foram mapeados, de
três em três meses, três talhões de café da cultivar Catuaí Vermelho em duas
regiões do município de Lavras, MG.O arranjo dasplantas afetadas foi avaliado
em novetalhões, distribuídos nosmunicípios de Lavras, Varginha, Elói Mendes,
Araponga e Canaã, MG. Para o estudo da dinâmica espacial, foram aplicadas as
seguintes análises: seqüências ordinárias, índice de dispersão e análise de
dinâmica e estrutura de focos. Em todosos talhões avaliados, considerando-se a
área como um todo, foi observada uma tendência ao agrupamento ou formação
dereboleira. Nas avaliações individuais, alguns talhões apresentaram arranjo de
plantas doentes aleatório ou casualizado. A distribuição de plantas com padrão
aleatório foi evidenteem lavouras maisnovas, no início da epidemia. O número
de focos cresceu com o aumento da incidência da doença. Os focos
apresentaram tamanhos, em média, inferiores a três plantas. Em contrapartida, o
percentual de focos unitários diminuiu conforme o aumento na incidência.

' Comitê 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 ofMinas Gerais. In: . Occurrence
and standard spatial pattern of atrophy in coffee branches(Aj>/e//a
fastidiosa) in the Southern and Zona da Mata region ofMinas Gerais. 2003.
p.51-86. Dissertation (Master Program in Phytopathologyj-Universidade Federal
deLavras, 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 pattern of the disease in two regions in Minas Gerais: South and Zona da
Mata. Progress was evaluated by means ofvisual symptoms, ofthree in three
months, in three áreas of coffee producing ofthe cultivar Catuaí Vermelho in
two regions at Lavras, MG, Brazil. The actual arrangement of the affected plants
was evaluated in nine regions, distributed in Lavras, Varginha, Elói Mendes,
Araponga and Canaâ, MG, Brazil. The spatial pattern was analysed by using:
ordinary runs, dispersion index, dynamics analysis and structure foci. It was
observed the spatial pattern ofACB as aggregated in ali fields evaluated. But
individual evaluation, some fields showed aleatory pattern of the plant disease.
The aleatory pattern of plants disease was evident in newer áreas, 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 INTRODUÇÃO

A cafeicultura no Brasil tem tido grande importância desde a sua

introdução, no século XVIII até hoje, não só pela geração de emprego nas
lavouras, armazéns e indústria, mas também pelo seu poder econômico. É uma

"commodity" importante, como fonte de divisa, por meio de sua exportação e/ou
comercialização interna.

A evolução dacafeicultura brasileira compreende períodos ou fases com

aumentos no plantio e na produção e outros com abandonos de lavouras e

redução nas safras (Matiello et ai., 2002). Nesta segunda fase, as perdas de

produtividade estão intimamente relacionadas com o ataque de pragas e as

doenças responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento normal das plantas.

Entre as doenças da cultura, a atrofia dos ramos do cafeeiro (ARC) foi

recentemente relatada. O agente etiológico é Xylella fastidiosa, uma bactéria

fastidiosa limitada ao xilema e transmitida por cigarrinhas Hemipteras

(Cicadellidae), da mesma forma como acontece com outras doenças causadas

pelomesmo patógeno (Lopes, 1999; Agrios, 1997).

A epidemiologia desta doença não é conhecida. Até o momento, quase

toda pesquisa é direcionada por suposições inferidas a partir do conhecimento

epidemiológico de outro patossislemas com essa bactéria, como a clorose

variegada dos citros (CVC).

O primeiro estudo mais detalhado sobre a dinâmica espacial e temporal

da distribuição de X. fastidiosa no campo foi realizado por Laranjeira (1997),

para CVC, no qual verificou-se a variação das taxas de progresso da doença ao

longo do tempo. A dinâmica espacial leva em consideração as características

espaciais das epidemias e permitem elaborar hipóteses biológicas e ambientais,

capazes dejustificar as associações entre patógenos e plantas doentes (Campbell

& Madden, 1990).
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Oponto inicial da maioria destas análises do padrão espacial é verificar

o desvio do comportamento espacial aleatório (Ferrandino, 1998).

Métodos de análise do padrão espacial das epidemias foram

desenvolvidos no final do século passado (Campbell &Madden, 1990). Atenção

especial foi dada aepidemias cujas avaliações são baseadas na incidência, como
aquelas causadas por vírus, fitoplasmas, bactérias efungos sistêmicos (Madden e
Hughes, 1995). Embora existam várias técnicas para avaliar opadrão espacial de
doenças, citam-se a análise de "ordinary runs" (Madden et ai., 1982),
autocorrelaçâo espacial (Gottwald et ai., 1992) e análise da dinâmica e estrutura

dos focos baseada na observação dos mapas da epidemia (Nelson, 1996). Este

último foi testado para duas epidemias da CVC (Nelson, 1996; Laranjeira etai.,
1998). Segundo Nelson (1996), o número de focos tendeu a aumentar até a

incidência atingir 22%, havendo, a partir daí, coalescência dos focos. Já

Laranjeira et ai. (1998) encontraram um valor de 30% para a mesma variável,
em epidemias de CVC. Os focos têm padrões isodiamétricos. O aumento no

número médio de plantas por foco seguiu um padrão exponencial e 83% dos

focos apresentaram menos dedez plantas (Laranjeira etai., 1998).

Com base nos dados referentes à presença da bactéria no cafeeiro, é

possível realizar o estudo do padrão espacial da doença que, até o momento, é

incipientee 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 dinâmica da

doença em duas regiões de Minas Gerais: Sul e Zona da Mata.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Caracterizaçãodos sintomas observadosno campo

Antes do início do levantamento das plantas com a ARC, foram

acompanhados os sintomas característicos dadoença nocampo, pois elespodem

serconfundidos com deficiência mineral e associação com outros patógenos. As

plantas avaliadas eram provenientes de uma lavoura localizada no Campus da

Universidade Federal de Lavras, MG,ondejá havia sidorelatada a ocorrência da

ARC por técnicos da EPAM1G. Asplantas foram avaliadas quanto à presença de

ramos com intemódios 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 presença da bactéria

nas plantas, 30 amostras foram coletadas em cadaáreae analisadas por PCR.

4.2 Coleta dos dados

O levantamento de plantas com ARC, pelo exame visual, foi iniciado

após o treinamento e caracterização dos sintomas no campo ( Item 4.1). Nas

áreas localizadas no município de Lavras, as avaliações foram feitas de três em

três meses, de junho a dezembro de 2002.

Para determinar o padrão atual da doença, foi realizada uma única

avaliação no mês de setembro de 2002, nas regiões Sul e Zona da Mata de Minas

Gerais (Figura 4). Foram amostradas as lavouras nas cidades de Lavras, Elói

Mendes e Varginha, no Sul de Minas Gerais e, na Zona da Mata, lavouras nas

cidades de Araponga e Canaã (Tabela 7).

Buscou-se selecionar talhões homogêneos de café da variedade Catuai

Vermelho, representativos de ambas as regiões produtoras em estudo. As plantas

de cada talhão apresentavam intervalos de idade diferentes. Foram coletadas as

coordenadas geográficas das lavouras, em cada município, com o emprego do

sistema de posicionamento geográfico GPS.
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As avaliações visuais, baseadas em sintomas nos ramos e folhas, foram
feitas em todas as épocas pela mesma pessoa. Para se confirmar a presença da
bactéria em cafeeiro foram realizadas coletas de 30 amostras, as quais foram
analisadas por PCR, seguindo-se o protocolo de Minsavage et ai. (1994),
modificado por Pinto &Leite Jr. (1999) para amostras de cafeeiro.

FIGURA 4 Posição relativa dos municípios (1) Canaã e Araponga, naZona daMata, e
(2) Lavras e (3) Varginha e Elói Mendes, na região Sul de Minas Gerais,
amostrados para análise do padrão espacial da atrofia dos ramos do
cafeeiro.

O mapeamento da área foi feito com base em dados binários (presença

ouausência de sintomas) anotados porcada planta. Para uma nova avaliação, as

plantas sintomáticas foram adicionadas aos mapas anteriores, obtendo-se, assim,
o número acumulado de plantas doentes e a sua posição. Foi considerado que

uma planta sintomática numa avaliação será sempre doente nos mapas seguintes,
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mesmo não apresentando sintomas em algumas das avaliações posteriores. Isso

foi feito em função da natureza sistêmica do patógeno (Laranjeira, 1997).

TABELA 7 Coordenadas geográficas dos municípios amostrados

Localização

Município Altitude (m) Latitude Longitude

Araponga 949 20° 39' 42°33'

Canaã 843 20°42' 42°34'

Elói Mendes 910 20°25' 45°29'

Lavras 934 21° 34' 44°57'

Varginha 948 20° 43' 45°09'

4.3 Áreas avaliadas

4.3.1.1 Região Sul de Minas Gerais

1) Município de Lavras

Talhão E01 - está localizada no campus da UFLA. A área experimental conta

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

por linha. Pertence a um talhão com cerca de 3.000 plantas da variedade Rubi

MG 1192, com 8 anos de idade e espaçamento 3 x 0,8. É margeada por um

talhão da variedade Mundo Novo, por um talhão da cultivar Catuaí Vermelho e

uma estrada vicinal. A área apresenta deficiência de zinco e boro, de acordocom

análise foliar, realizada por pesquisadores da EPAMIG.

Talhão MOl - está localizada no bairro rural Maranhão. A área experimental

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

amostradas por linha. Pertence a um talhão com cerca de 25 mil plantas da
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variedade Catuaí Vermelho, com 5 anos de idade e espaçamento 3 x 0,7. E

margeada por dois talhões da variedade Catuaí Vermelho, com 15 anos de idade
e uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliação, os tratos fitossanitários só se

fizeram necessários para o controle de plantas daninhas. As adubações foram
feitas com micronutriente e uréia uma única vez no ano, durante o mês de

dezembro/2002.

Talhão G01 - também está localizada no bairro rural Maranhão. A área

experimenta] conta com 1200 plantas, dispostas em 12 linhas de plantio e 100
plantas amostradas por linha. Pertence a um talhão com cerca de 33 mil pés da
variedade Catuaí Vermelho com 10 anos de idade e espaçamento 3 x 0,7. E

margeada por outros talhões da variedade Catuaí Vermelho com idades
superiores e uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliação, os tratos

fitossanitários só se fizeram necessários para o controle de plantas daninhas. As

adubações foram feitas com micronutriente e formulação NPK uma única vez no

ano, durante o mês de dezembro/2002.

2) Município de Elói Mendes

Talhão SR01 - a área experimental conta com 1200 plantas, dispostas em 12

linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhão com

cerca de 40 mil plantas da cultivar Catuaí Vermelho com 10 anos de idade e

espaçamento 3 x 1. É margeada por talhões da mesma cultivar de diferentes
idades e uma estrada vicinal. Nesta área já foi relatada a ocorrência da atrofia

dos ramos do cafeeiro em 1998, empregando-se a técnica de observação do

fluxo xilemático em microscópio ótico. Durante o ano de avaliação, os tratos

fitossanitários se fizeram necessários para o controle de plantas daninhas e

aplicações de fungicidas à base de cobre. As adubações foram feitas com

micronutriente e formulação NPK duas vezes no ano.
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Talhão SR02 - a área experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12

linhas de plantio e 100 plantas amostradas porlinha. Pertence a um talhão com

cerca de 25 mil plantas da cultivar Catuaí Vermelho com 5 anos de idade e

espaçamento 3 x 0,5. Émargeada por um talhão da mesma cultivar, porém, de
idade diferente, pastagem e uma estrada vicinal. Durante o ano de avaliação, os

tratos fitossanitários se fizeram necessários para o controle deplantas daninhas e

aplicações de fungicidas à base de cobre. As adubações foram feitas com

micronutriente e formulação NPK, duas vezes no ano.

3) Município de Varginha

Talhão 1S01 - a área experimenta] conta com 1.200 plantas, dispostas em 12

linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhão com

cerca de 25 mil plantas da cultivar Catuaí Vermelho com 12 anos de idade e

espaçamento 3 x 1. É margeada por talhões da mesma cultivar, porém de

diferentes idadese uma estrada vicinal.Nesta área já foi relatada a ocorrência da

atrofia dos ramos do cafeeiro em 1998, empregando-se a técnica de observação

do fluxo xilemático em microscópio ótico.

4.3.1.2 Zona da Mata de Minas Gerais

1) Município de Canaâ

Talhão MAOI - a área experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12

linhas de plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertence a um talhão com

cerca de 30 mil plantas da cultivar Catuai Vermelho com 5 anos de idade e

espaçamento 2,7 x 0,7. Émargeada por pastagem e uma estrada vicinal. Durante

o ano de avaliação, os tratos fitossanitários se fizeram necessários para o

controle de plantas daninhas e aplicações de fungicidas à base de cobre. As

adubações foram feitas com micronutriente e formulação NPK quatro vezes no

ano.
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2) Município de Araponga

No município de Araponga, foram analisadas duas áreas experimentais: BOI e
B02. Cada área experimental conta com 1.200 plantas, dispostas em 12 linhas de
plantio e 100 plantas amostradas por linha. Pertencem aum mesmo talhão, com
cerca de 100 mil plantas da cultivar Catuaí Vermelho com 16 anos de idade e
espaçamento 3 x 1,5 São margeadas por pastagens e uma estrada vicinal.
Durante o ano de avaliação, os tratos fitossanitários se fizeram necessários para

o controle de plantas daninhas e aplicações de fungicidas à base de cobre. As
adubações foram feitas com micronutriente e formulação NPK, quatro vezes no

ano.

4.4 Análise de "ordinary runs"

O arranjo espacial das plantas doentes em cada talhão e o período de

avaliação foi determinado pela análise de "ordinary runs" (Madden et ai., 1982),
com a qual foi investigada a existência de agregação entre plantas doentes

imediatamente dentro das linhas. Um "run" (V) é descrito como a sucessão de

uma ou mais plantas doentes ou sadias. Onúmero esperado de "run", o desvio
padrão de U, sob a hipótese de nulidade e o teste normal padrão Z, foram
calculados seguindo as seguintes equações:

E(U) = J +[2m (N-m)/NJ

S(U)= {[(2m (N-m)) 2m (N-m) - N)]/^ (N-l))fs

Z(U)=[U-E(U)]/S(U)]

em que méo número de plantas com sintomas e JVéo número total de

plantas por linhas combinadas. O teste normal padrão Z foi utilizado para
determinar a agregação de plantas doentes. Os valores de Z inferiores a -1,64

(P=0,05) indicaram rejeição da hipótese de nulidade (arranjo aleatório),em favor

da hipótese alternativa (arranjo agregado ou em reboleira). Os valores de E(U),
S(U) e Z(U) foram calculados no programa desenvolvido por MAFF1A, L.A.,
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baseado em Madden et ai. (1982). Com os resultados obtidos, foram calculadas

as porcentagens de linhas apresentando agregação entre plantas adjacentes
dentro de cada parcela.

4.5 índice de dispersão

Uma outra análise utilizada neste trabalho para inferir o grau de

agregação espacial na população de plantas sintomáticas foi a variância média

(VM) (Campbell & Madden, 1990). O índice VM foi calculado com os dados

avaliados, dividindo-se a variância pela média (VM=o2/p). Valores de VM<1

significam padrão espacial regular; VM=1, padrão casualizado e VM>1 a

agregação de plantas doentes.

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

A análise da dinâmica e estrutura de focos foi realizada considerando-se

os mapas da doença a partir das avaliações realizadas pela sintomatologia

(sintomas visuais) (Nunes, 1999; Nelson, 1996). Na demarcação de um foco,

uma planta doente adjacente a outra planta doente lateral ou longitudinalmente

foi considerada parte de um mesmo foco (Nelson, 1996). Ainda deacordo com a

metodologia deNelson (1996), foram determinados o número de focos (NF), o

número deplantas por foco (NPF), o número máximo de linhas (nl) e o número

máximode colunas (nc) ocupadaspor foco. Desta forma será calculado o índice

de forma de foco (IFF) e o índice decompactação porfoco (1CF), seguindo-se as

seguintes equações: ICF=NPF/(nl)(nc); IFF=nl/nc.

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

(NMPF)e a distribuiçãode freqüência de NPF.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Sintomas observados no campo

O sintoma mais evidente relacionado à X. fastidiosa colonizando os

vasos do cafeeiro foi a presença de ramos com intemódios curtos (Figura 5).

Este fato foi relatado por Paradela Filho etai. (1995), sendo observada em casos

severos, a presença de, no mínimo, o dobro do número de intemódios nos ramos,

quando comparados com os ramos normais. Ramos de cafeeiro com intemódios
curtos, quando analisados para a presença de X. faslidiosa por microscopia
eletrônica e PCR, corresponderam à maior concentração da bactéria na planta

Takatsu et aí. (2001).

5.2 Padrão espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro

Segundo Campbell & Madden (1990), há duas variações na análise de

seqüências ordinárias. Na primeira delas, a aleatoriedade do padrão espacial foi

testada em cada linha de plantio, determinando-se a proporção de linhas com

agregação significativa. Na segunda variação, a agregação foi testada

considerando-se a área como um todo.

Para todos os talhões avaliados, considerando-se a área como um todo,

foi observada uma tendência á agregação ou formação de reboleira. Nas

avaliações individuais, alguns talhões apresentaram índices inferiores a -1,64.

5.2.1 Região Sul de Minas Gerais

5.2.1.1 Município de Lavras

A proporção da ARC aumentou ao longo do tempo nos talhões E01 e

G01, assim como a porcentagem de agregação das plantas no campo. No talhão

MOl, não foi observada variação na proporção de doença e nem no padrão

espacial da doença nas três avaliações (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
faslidiosa, intemódioscurtos e queda prematura
das folhas.
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O padrão das plantas doentes no campo foi agregado pelo cálculo de
variância média (VM). Os valores de VM foram superiores a 1 em todos os

talhões nas três avaliações (Tabelas 8).

TABELA 8. Porcentagem de linhas com padrão agregado ou casualizado para a
atrofia dos ramos do cafeeiro, determinada pelas análises de
"ordinary runs" e índice VM, em três talhões da cultivar Catuaí
Vermelho (E01, MOl, G01), em três avaliações, em Lavras, MG.

Proporção índice

"Ordinary runs"

Datada
Linhas :om agregação Linhas com padrão

avaliação de doença VM (%) casualizado (%)

Eor

17/06/02 49 3,5 83,3 16,7

13/09/02 52 2,7 91,7 8,3

18/12/02 52 2,7 91,7 8,3

MOl

18/06/02 15 2,77 41,7 58,3

14/09/02 15 2,77 41.7 58,3

18/12/02 15 2,77 41,7 58,3

G01

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

"Talhão de 1.200 plantas sendo 100 plantas/12 linhas
bccCalculado conforme Madden et a .(1982)

Nas três avaliações durante o ano de 2002, foi constatada a

predominância do arranjo agregado de plantas doentes no talhão E01 (Figura 6).

Nesta área, há deficiência generalizada de zinco c boro, de acordo com

os técnicos da EPAM1G, responsáveis pela lavoura. Como os sintomas de

deficiência são muito relacionados com a sintomatologia da ARC, tal ocorrência
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pode estar intensificando ossintomas da doença. Segundo Paradela Filho et ai.

(1999), fatores como a presença de pragas e outras doenças, a deficiência

mineral, ocorte das raízes durante os tratos culturais, a senescência de plantas e,
principalmente o estresse hídrico, predispõem o hospedeiro a expressar os
sintomas da ARC.

A alta incidência de plantas sintomáticas neste talhão foi comprovada

pela técnica de PCR. Na primeira avaliação, realizada em junho de 2002, 70%

das amostras analisadas foram positivas quanto à presença da bactéria no

cafeeiro. Neste talhão também já foi relatada a presença das cigarrinhas:

Dilobopterus costalimai, Bucephalogonia xanthophis, Parathona gratiosa,

Oncometopiafacialis, Macugonalia leucomelas e Erythrogonia spp. (Ferreira et
ai., 2000).

Como a lavoura é margeada por talhões de cafeeiro de outras idades e

cultivares e por uma restinga, estas plantas podem estar servindo como escape

para as cigarrinhas. No início das brotaçôes novas do cafeeiro estas cigarrinhas

voltam à lavoura e disseminam a bactéria para novas plantas. O início das

brotaçôes novas coincide com o período de maior flutuação das cigarrinhas,

primavera e verão (Ferreira et ai., 2000;Santa Cecília et ai., 2001).

Este fato é relativamente comum para a CVC nos talhões de citros em

quehápresença de gradientes dadoença, iniciando-se a partir de outros plantios

ou de locais com vegetação nativa (Laranjeira, 1997). A transmissão de X.

fastidiosa pelas cigarrinhas foi mais eficiente quando realizadas na primavera e

verão (Pereira, 2000).
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Linhas

| 2 3 4 5 6 7 S 9 10 11 12

1 ' avaliação' 17/06/02

12 345678 91011 12

2 "avaliação/13/09/02 3"avaliaçâo'l8/l2/02

FIGURA 6 Mapas de distribuição espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro, em
ires épocas do ano de 2002 (junho\setembro\dezembro). no talhão
E01. Cada quadrado claro representa uma planta sadia e cada quadro
escuro uma planta doente: 100planlas\121inhas.
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Na segunda avaliação, realizada em setembro, não foi observado

aumento na severidade dos sintomas. Porém, a proporção de doença aumentou

em 3% (Figura 6). Nesta época, as plantas estavam florescendo e os ramos com

intemódios curtos estavam com brotos bem viçosos. Na terceira avaliação, não

foi observado aumento na proporção de doença.

O maior progresso da CVC na primavera e no verão sugere que os

sintomas observados seriam fruto de infecções anteriores. Dessa forma,

primavera e verão, além de serem as épocas de maior expressão dos sintomas,,

também corresponderiam aos períodos de maior probabilidade de infecção

(Laranjeira, 1997; Palazzo & Carvalho, 1992).

No talhão G01, também no município de Lavras, a porcentagem de

plantas distribuídas aleatoriamente e agregadas foi a mesma (Figura 7). Nesta

área foram observadas reboleiras de plantas com sintoma de murcha

generalizada e até plantas mortas. Um estudo simultâneo de fusariose no

cafeeiro está sendo realizado com resultados ainda não publicados (Almeida,

2003). Os isolados de X. fastidiosa, ARA 3A e ARA 3B (Tabela 4 - capítulo 2)

foram isolados de plantas com sintomas de fusariose. Destas mesmas plantas

foram isoladas espécies de Fusaríum (Almeida, 2003). A sintomatologia de

murchae morte de plantasnão é característica da ARC, podendo estar ocorrendo

um complexo entre esses patógenos. A patogenicidade da bactéria e do fungo

em cafeeiro e o quadro sintomatologia) resultante da interação ainda não está

esclarecida.

Matiello & Almeida (1998) observaram o escurecimento nos vasos do

cafeeiro associados à presença de X.fastidiosa. Deste modo, relacionaram uma

possível interação com Fusaríum, pois esse sintoma ocorre em infecções

causadas por este fungo.
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Linha

I 2.3 4SS67

I'avaliação/18/06/02 2 ' avaliação/14/09/02

1 2 345 67 89 10 11 12

3'avaliação/18/12/02

FIGURA 7 Mapas de distribuição espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro
em três épocas do ano de 2002 (junho\setembro\dezembro), n
talhão GOL Cada quadrado claro representa uma planta sadia e
cada quadro escuro uma planta doente: 100plantas\12linhas.
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No talhão MOl (Figura 8), as plantas doentes estavam distribuídas

aleatoriamente. Este fato pode estar relacionado com o início de uma epidemia.
O talhão é margeado por outras lavouras de mesma idade e uma pequena

restinga. Apesar dessas plantas servirem de escape para as cigarrinhas, é

provável haver pouco inóculo no campo. Esta observação corrobora com a de

Carvalho et ai. (2000), cafeeiros com idade abaixo de 5 anos, aporcentagem de
plantas infectadas é de 36% no estado do Paraná.

Na avaliação seguinte, poucas plantas sintomáticas foram acrescentadas

à planilha (Tabela 8). Estas plantas muitas vezes não estavam localizadas

próximo às plantas anteriormente marcadas, indicando que o patógeno não está

sendo disseminado de planta a planta, mas sim em função do movimento do

vetor. Para citros, Laranjeira (2002) relatou a existência de áreas com maior

concentração de plantas doentes em uma gleba, porém, o aparecimento dessas

plantas não se deu de maneiraorganizada.

5.2.1.2 Município de Elói Mendes e Varginha, MG

No município de Elói Mendes, MG, nos talhões SR01 e SR02, com

plantas de 10e 5 anos de idade, predominou o arranjo das plantas doentes em

reboleira (Figura 9). No talhão 1S01, no município de Varginha, MG, com

plantas de 12anos,o padrão da doença foi casualizado (Tabela 9).

O padrão das plantas doentes no campo foi agregado pelo cálculo de

variância média (VM). Os valores de VM foram superiores a 1 em todos os

talhões avaliados (Tabelas 9).
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TABELA 9 Porcentagem de linhas com padrão agregado ou casualizado
determinada pelas análises de "ordinary runs" e índice VM, para a
atrofia dos ramos do cafeeiro, em três talhões da cultivar Catuaí
Vermelho (SR01, SR02, ISOI), nosmunicípios de Elói Mendes e
Varginha, MG.

Proporção
de doença

índice

VM

"Ordinary runs'*

Talhão Linhas com

agregação (%)
Linhas com padrão

casualizado (%) '

SR01a

SR02

ISOI

16

3,25

14

11,76

3,34

4,83

66,7

66,7

41,7

33,3

33,3

58,3

"Talhãode 1200 plantas, sendo 100plantas/12 linhas
bCalculado conforme Madden etai. (1982)

Considerando-se o talhão SR02, com 3% de incidência, como sendo o

início de uma epidemia, a agregação de plantas corrobora com Laranjeira

(2002), em observações na cultura da laranja.

No talhão IS01, com 12 anos de idade, 58% das plantas estavam

distribuídas aleatoriamente. Entretanto, vale ressaltar quenesta lavoura algumas

plantas foram podadas em 2000. Desta forma, na coleta de dados para o padrão

da doença, foram analisadas plantas não podadas e brotaçôes. A poda contribui

para a recuperação do cafeeiro por um período de três anos, até que a bactéria

voltea colonizar asbrotaçôes (Takatsu et ai.,2001). Assim, algumas plantas não

podadas neste período expressaram o sintoma da ARC e as brotaçôes ainda

permaneceram sem sintomas, justificando o padrão aleatório destas plantas. As

análises porPCR que apresentaram resultado negativo em relação à presença de

X. fastidiosa nestasbrotaçôes confirmam o estudo de Takatsu et ai. (2001).
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Linhas

123 45 6 7 89101112 12 3 4 5 6 7 8 9101112 I 2 3 4 5 6 7 8 9 10II 12

Talhão SR01 Talhão SR02 Talhão 1S03

FIGURA 9 Mapas de distribuição espacial da atrofia dos ramos do
cafeeiro, município de Varginha, MG. Cada quadrado claro
representa uma planta sadia e cada quadro escuro planta
doente: 100plantas\l21inhas.

73



Plantas marcadas na planilha como sintomáticas também apresentaram

resultados negativos por PCR. Este fato pode ser explicado pela variação sazonal

da bactéria durante o ano (Pereira, 2000). Outra observação seria o fato da

diluição das amostras analisadas em função dos compostos fenólicos docafeeiro

inibirem a reação de PCR. Esta diluição pode ter interferido no resultado final

das amostras com número de células bacterianas no xilema muito baixo. A

distribuição da bactéria na planta é irregular, conforme constatado por Coletta

Filho et ai. (1997) em laranjeira, e este seria outro fator da dificuldade de,
detecção em algumas amostras.

5.2.2 Região da Zona da Mata de Minas Gerais

Para todos os talhões avaliados, considerando-se 1.200 plantas e uma

fileira, ou seja, a área como um todo foi observada uma tendência ao

agrupamento ou formação de reboleira. Nas avaliações individuais

(lOOplantas/fileira em 12 fileira), alguns talhões apresentaram padrão
casualizado.

5.2.2.1 Município de Araponga, MG

Os talhões BOI e B02 (Figura 10) apresentaram padrões diferentes de

50% a 75% das plantas agregadas (Tabela 10). Com 18% de plantas doentes no

talhão BOI, 50% destas plantas estão distribuídas aleatoriamente no talhão e

50% estão em reboleira. Como os dois talhões avaliados pertencem à mesma

lavoura, ficou claro o progresso da doença. No início da epidemia sob baixa

incidência de plantas doentes, o padrão tende a ser casualizado.
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Linhas

1 2 345 678 910111

Talhão MAOI

12 3 4 5 6 7 8 910 11 12 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12

Talhão BOI Talhão B02

FIGURA 10 Mapas de distribuição espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro, em
três lavouras na região de Viçosa, MG. Cada quadrado claro
representa uma planta sadia e cada quadro escuro planta doente:
I00plantas\121inhas. _.



5.2.2.2 Município de Canaã, MG

Esta aleatoriedade de plantas doentes ocorre soba incidência de 7,5%do

talhão MAOI. Passando para 45% de incidência, há agregação das plantas

doentes, corroborando com os 75% observados no talhão B02.

O padrão das plantas doentes no campo foi agregado pelo índice de

variância média VM. Os valores de VM foram superiores a 1 em todos os

talhões avaliados (Tabela 12).

TABELA 10 Porcentagem de linhas com padrão agregado ou casualizado
determinada pelas análises de"ordinary runs" e índice VM, para a
atrofia dos ramos do cafeeiro, em três talhões da cultivar Catuaí
Vermelho (BOI, B02, MAOI), na Zona da Mata de Minas Gerais

Talhão Proporção
doença

de índice
VM ~

"Ordinary runs'*

Linhas com

agregação (%)
Linhas com padrão
casualizado (%)

B01a

B02

MAOI

18

45

7,5

2,71

10,15

4,16

50

75

41,7

50

25

58,3

'Talhão de 1200 plantas, sendo 100 plantas/12 linhas
bCalculado conforme Madden ei ai. (1982)

A agregação de plantasdoentes foi comprovada também para a CVC por

meio da análise do índice de dispersão da doença (ip). Quando a incidência da

doença foi de 11%, baixa incidência da CVC, o padrão de distribuição da doença

foi casualizado (Roberto et ai., 2002).

Foi observada a ocorrência de Meloidogyne sp. nas plantas do talhão

B02. A interação de X. fastidiosa com nematóides em cafeeiro já foi relatada

por Souza et ai. (1998). As amostras analisadas por PCR nestas áreasnão foram

positivas. Deste modo, os sintomas observados podem estar associados à
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presença do nematóide, intensificando os sintomas no campo. Porém, apresença
àeX. fastidiosa na área foi confirmada em avaliações anteriores (Capítulo 2).

5.3 Dinâmica e estrutura dos focos da atrofia dos ramos do cafeeiro na

região Sul de Minas Gerais e Zona da Mata

Na avaliação realizada nos municípios de Elói Mendes e Varginha, no

Sul Minas, os focos apresentaram tamanhos, emmédia, inferiores a três plantas

até 16% de incidência. Os focos também apresentaram tamanhos, em média,

inferiores a três plantas, até 18% de incidência, nos municípios de Araponga e

Canaã, na região da Zona da Mata de Minas Gerais (Tabela 11).

TABELA 11 Número de focos, número de plantas por foco e focos unitários
avaliados por sintomas visuais da ARC no Sul Minas Gerais e
Zona da Mata.

Sintomas

Talhão Proporção
de doença

NF3 Foco

unitário

NMPFb ICF IFF"

SR01 16 65 31 2,86 0,84 0,96

SR02 3,25 24 15 1,58 0,97 1,37

1S03 14 82 52 2,04 0,97 1,27

MAOI 7,5 54 36 1,7 0,90 1,06

BOI 18 69 24 3,17 0,83 1,49

B02 45 40 16 13,35 0,81 1,68

"Número de focos

''Número médio de plantas porfoco
'índicede compactação de foco
dÍndice de forma de foco
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No talhão SR01, com 16% de doença, foram observados 65 focos de

doença e 31 focos unitários. No talhão SR02, com incidência bem inferior,

3,25%, o número de focos foi bem menor. É evidente o aumento da incidência e

conseqüente aumento do número de focos. No entanto, como observado no

talhão B02 com incidência de 45%, o número de focos é bem menor em relação

ao observado no talhão BOI, com 18% de incidência.A maior incidência reflete

na coalescência de plantas doentesatribuídaa menores tamanhos de foco.

5.4 Dinâmica e estrutura dos focos da atrofia dos ramos do cafeeiro, ao

longo do tempo, na região Sul de Minas Gerais

Em todos os talhões avaliados ao longo do tempo verificou-se aumento

na proporção de plantas doentes. Com o aumento da incidência também foi

observada diminuição no ICF e aumento noIFF(Tabela 12).

A maior incidência, no talhão E01, caracterizou a coalescência das

plantas ao longo do tempo, corroborando com o menor número de focos na

segunda avaliação (Tabela 12). Com o aumento da incidência, ou seja, aumento

no número de plantas por foco, ocorreu coalescência das plantas doentes, uma

vez que o número de focos unitários diminuiu, assim como o número de focos.

Com o aumento do número de focos, ocorreu similar elevação no

número de focos unitários em talhões com baixa incidência. Com 13% de

incidência no talhão G01 na segunda avaliação, foi observado aumento no

número de focos e no número de focos unitários. Dessa forma, plantas isoladas

estão servindo como fonte de inóculo para as sadias. A coalescência dasplantas

doentes foi verificada a partir de 15% de incidência. O número de focos

diminuiu e o número de focos unitários também.

Os focos apresentaram tamanhos, na média, inferiores a três plantas, nas

três avaliações, com até 15% de incidência. Com metade das plantas doentes, o

número de plantas por foco foi superiora 25 plantas.
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Como os valores do indice de forma do foco (IFF)são superiores a 1, a

doença está se disseminando ao longo da linha de plantio, em função do
aumento no comprimento do foco em relação à largura. Os valores do índice de

compactação dos focos (ICF) foram menores com oaumento da incidência.

Tabela 12 Número de focos e número de plantas por foco e focos unitários
avaliados por sintomas visuais da ARC, em três avaliações no
municípiode Lavras, MG.

Sintomas

Datada Proporção de NF4 Foco unitário l^MPE* ICF m*

avaliação doença

E01a

17/06/02 49' 23 11 25,65 0,87 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

MOl

18/06/02 15 77 39 2,01 0,88 1,32

14/09/02 15 75 38 2,41 0,85 1,23

18/12/02 15 75 38 2,41 0,85 1,23

G01

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 valorrefere-se à primeira avaliação e assim, sucessivamente
"Valores médios observados nos nove talhões
'Número de focos

bNúmero médiode plantas porfoco
cíndice decompactação de foco
dÍndicede forma de foco
'ava. (avaliação)

79



Desse modo, adisseminação da doença não ocorre de forma homogênea
ao redor de uma primeira planta afetada, observando-se o menor índice de

compactação de foco no talhão E01 com maior incidência.

Os focos das plantas afetadas pela ARC são pequenos de acordo com o

NMPF, nas duas regiões. A mesma observação foi relatada para a cultura da

laranja (Nelson, 1996; Laranjeira, 1998). No padrão dos focos da CVC ocorreu

pico de número de focos ao redor dos 25% de incidência, havendo uma

diminuição progressiva até um foco por mil plantas, entre 60% e 70%

(Laranjeira, 1997). Em sua grande maioria, os focos têm formato isodiamétricos.

Para o índice de compactação de focos, Laranjeira et ai. (1998) relataram uma

diminuição acentuada nestes valores com o aumento da incidência.

Segundo Laranjeira et ai. (1998), os focos da CVC apresentaram

tamanhos, em média, inferiores a dez plantas até 30% de incidência. Neste

mesmo trabalho, foi observado que, no início da epidemia, os focos unitários

servem como fonte de inóculo. Com o progresso dos sintomas ocorre a

coalescência das plantas doentes e diminuição no número de focos.

Os valores médios do índice de compactação de foco (ICF) foram

praticamente iguais: 0,87 pela avaliação em todos os municípios e em três

avaliação em Lavras, MG. O comprimento maior do que a largura, apresentado

pelos focos, determinados por sintomas e verificado pelo do índice de forma de

foco (IFF), são bastante similares aos resultados obtidos por Nelson (1996),

Laranjeira (1998) e Nunes (1999). Estes autores observaram que, a partir de uma

incidência de 40%, ocorreu um aumento no IFF.

Nunes (1999) observou que o IFF apresentou valores diferentes quando

as plantas foram analisadas pelo DIBA em relação às avaliadas pela

sintomatologia. IFF menores, ou seja, focos com largura maior, foram

observados devido à detecção da bactéria em plantas assintomáticas. O número

de plantas doentes no foco foi maior por sintomas. Em cafeeiro aparentemente
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sadio também foi detectada a presença da bactéria (Ribas et ai., 1998; Ishida et

ai., 2001) vale ressaltar a importância da utilização de métodos mais sensíveis
para o estudo da epidemiologia da ARC, para maior eficiência na detecção da
incidência no campo.
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6 CONCLUSÕES

O sintoma mais evidente relacionado à X. fastidiosa colonizando os

vasos do cafeeiro foi a presença de ramos com intemódios curtos.

O padrão espacial das plantas doentes nas regiões avaliadas pode ser

caracterizado como agregado.

Lavouras mais novasapresentaram arranjo aleatório das plantas doentes

no campo.

Os valores do índice de compactação dos focos (ICF) foram menores

com o aumento da incidência.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Oprimeiro relato àe Xylellafastidiosa em cafeeiro foi feito em 1995, no

estado de São Paulo por Paradella Filho e colaboradores. Desde então, estudos

preliminares têm evidenciado a distribuição dessa bactéria por vários estados
produtores. Entretanto, estudos mais aprofundados sobre a associação e
distribuição do patógeno nas lavouras, evidenciando a real dimensão do

problema, ainda nãotinham sido feitos.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que X.

fastidiosa está disseminada nos cafeeiros das regiões Sul e Zona da Mata de
Minas Gerais, tanto em plantas com sintomas característicos da atrofia dos

ramos do cafeeiro quanto em plantas aparentemente sadias. Ossintomas típicos

observados foram a presença deintemódios curtos nos ramos, folhas cloróticas e

a formação de um tufo de folhas no ápice dos ramos. A avaliação visual dessas

plantas requer treinamento de acuraria e precisão do avaliador porque os

sintomas podem ser confundidos com a deficiência mineral, freqüentemente

observada nas lavouras. Neste sentido, as técnicas moleculares são ferramentas

usuais e importantes para auxiliar a diagnose.

A proporção de plantas com a presença da bactéria foi inferior a 50%,

sendorelativamente menorao que já foi publicado para outros estados.

A maior percentagem de amostras infectadas foi detectada emcafeeiros

com mais de 10 anos de idade.

A presença da bactéria em plantas aparentemente sadias sugere que a

bactéria, assimcomoconstatado paraalgumasespéciesfúngicas, poderiaser um

organismo endofítico no cafeeiro. Em condições de estresse ambiental, como

hídrico, nutricional e de temperatura, esse organismo agiria na fisiologia da

planta e os sintomas seriam expressos.
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O padrão espacial das plantas doentes nas regiões avaliadas foi

caracterizado como agregado, ou seja, formação de reboleiras, exceto para as

lavouras novas que apresentaram arranjo aleatório das plantas doentes no

campo. Este fato poderá corroborar com as práticas de manejo das lavouras,

intensificando-se os tratos culturais apenas nas áreas afetadas, diminuindo-se

assim os gastos do produtor.

Os objetivos desse trabalho foram criar subsídios para a adoção no

campo de medidas eficientes de manejo da lavoura e responder às principais

dúvidas dos produtores quanto à atrofia dos ramos do cafeeiro. Dessa maneira,

há a necessidade de se continuar esses estudos. A pesquisa realizada foi básica e

portanto alguns detalhes precisam ainda ser esclarecidos. Assim, o

acompanhamento das lavouras analisadas é primordial por causa do lento

desenvolvimento da bactéria e por ser o café uma cultura perene.

A cultura cafeeira é responsável pela geração de empregos nas lavouras,

armazéns e indústria. Éuma "commodity" importante, como fonte de divisa, por

meio de sua exportação e/ou comercialização interna. O fato de ser Xylella

fastidosa o mesmo patógeno 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 prejuízo causado nestas culturas.
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