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REUMO

A bactériaXylellafastidiosa possui umaamplagamade plantas
hospedeiras que inclui espécies de pelo menos 28 familias de mono e
dicotiledbneas. Em cafeeiro (Coffea spp.), a ocorréncia dessa bactéria
foi relatada previamente em cultivares da espécie Coffea arabica.
Estudos foram realizados para determinar a presenca de X. fastidiosa
em diferentes espécies e hibridos interespecificos de cafeeiro. As
amostragens foram realizadas em dois anos consecutivos. As espécies
de cafeeiro examinadas foram: C. kapakata, C. canephora, C.
racemosa, C. arabica, C. dewevrei, C. stenophylla e C. eugenioides.
Também foram incluidos neste estudo hibridos interespecificos de C.
arabica: C. arabica x C. dewevrei, C. arabica x C. eugenioides, C.
arabica x C. racemosa e C. arabica x C. robusta. Foram coletadas
amostras de ramos plagiotropicos de diferentes plantas para cada

espécieehibrido. A deteccdo deX. fastidiosa nasamostrasfoi readlizada
utilizando os testes serol6gicos de DAS-ELISA e imunofluorescéncia
indireta. A bactériafoi detectadanas sete espécies e nos quatro hibridos
de cafeeiro examinados. Entretanto, as plantas aparentemente ndo
apresentavam sintomas de infecgdo por X. fastidiosa. A espécie C.
arabica apresentou amaior proporgao de amostras positivas e maiores
valores de absorbancia no teste de DAS-ELISA. Em contraste, as
espécies C. racemosa e C. dewevrei foram as que apresentaram
menores proporgdes de amostras positivas para presenca de X.
fastidiosa, como também menores valores de absorbancia no teste de
DAS-ELISA.

Palavras-chave adicionais: café, DAS-ELISA, imunofluo-
rescéncia indireta, hospedeiro.

ABSTRACT

Detection of Xylella fastidiosa in coffee germplasm

The bacterium Xylellafastidiosa hasalargehost range, including
species of 28 different mono and dicotiledoneous plant families. On
coffee (Coffea spp.), X. fastidiosa was previously reported only
on the species Coffea arabica. Studieswere carried out to determine
the presence of X. fastidiosa in different species and interspecific
hybrids of coffee. The species of coffee included in this study were
the following: C. kapakata, C. canephora, C. racemosa, C. arabica,
C. dewevrei, C. stenophylla and C. eugenioides. The interespecific
hybrids of C. arabica examined were the following: C. arabica x C.
dewevrei, C. arabicax C. eugenioides, C. arabicax C. racemosa and
C. arabica x C. robusta. Samples were collected from plagiotropic

branches of different plants for each species or hybrid. Four
replicates were examined for each coffee accession examined.
Detection of X. fastidiosa in the samples was determined by DAS-
ELISA and indirect immunofluorescence. The bacterium was
detected in all seven species and four hybrids of coffee studied.
However, the plants did not show any symptom of infection by
X. fastidiosa. The species C. arabica showed the highest proportion
of positive samples and the largest absorbance values in the DAS-
ELISA test. In contrast, the species C. racemosa and C. dewevrei
showed the lowest proportion of positive samples for the presence
of X. fastidiosa, aswell as, the lowest absorbance valuesin the DAS-
ELISA tedt.

A bactériaXylellafastidiosaWellset al. (Wellset al.,
1987) possui ampla gama de hospedeiros que inclui espécies
de pelo menos 28 familias de plantas mono e dicotileddneas
(Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996). Apesar de muitas
plantas hospedeiras ndo apresentarem sintomas quando
infetadas por X. fastidiosa, €l aspodem servir como hospedeiros
alternativos paraabactéria, constituindo em fontesdeinéculo
paraaocorrénciade doencas em plantas cultivadas (Hopkins,
1989; Leiteet al., 1997). Além disso, estabactériacausadoencas
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deimporténciaeconémicaem diversas plantas cultivadascomo
afafa(Medicagosatival.), ameixeira (PrunussalicinaLindl),
citros (Citrus spp.), pessegueiro [ Prunus persicae (L..) Batsch]
evidera (MtisviniferaL.) (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins,
1996). A ocorréncia de doencas causadas por X. fastidiosa ja
foi reportadanas Américasdo Norte, Central edo Sul (Hopkins,
1989; Leite, 2002). NaAméricado Sul, X. fastidiosatem sido
relatada causando a escaldadura da folha em ameixeira e a
clorose variegada em citros na Argentina, Brasil e Paraguai
(Leite, 2002). A bactéria também foi constatada causando
doencaem CatharanthusroseusL. no Estado do Parana(Ueno
etal., 1998).
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O mecanismo de patogeni cidade da bactéria sugere que
0s sintomas produzidos por estresse hidrico sjam causados
devido aoclusdo de vasos do xilema por agregados dabactéria,
gomas e tiloses, podendo também estar associada a presenca
defitotoxinas e desbal ango hormonal (Hopkins, 1989; Purcell
& Hopkins, 1996). Além dapresencadegomanoxilema, também
tém sido observadas divisdes celulares anormais no xilema,
floemae cortex do caule, bem como no mesdfilo e no cortex da
regido danervurafoliar (Queiroz-Voltanet al., 1998).

Xylella fastidiosa étransmitidapor material propagativo
€ por insetos vetores, particularmente cigarrinhas da familia
Cicadellidae (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996).
Cigarrinhas presentes na cultura do cafeeiro (Coffea spp.)
normal mente pertencem asfamilias Cicadidag, Aethalionidaee
Cicadellidae (Gallo et al., 1988). Além disso, levantamentos
realizados no Estado do Paranarevelaram apresencade mais
de 100 diferentes espécies de cigarrinhas em cafeeiros, sendo
gue pelo menos 80% dessas espécies pertencem a familia
Cicadellidae (Lovatoet al., 2001).

Xylella fastidiosa foi relatada pela primeira vez
ocorrendo em cafeeiro (Coffea arabica L.) dacultivar Mundo
Novo no Estado de S&o Paulo em 1995 (Paradelaet al ., 1995).
Cafeeiros infetados pela bactéria apresentavam ramos com
internddios curtos, folhas cloréticas, pequenas e deformadas,
abscisdo foliar e secaderamos (Paradelaet al., 1995). Sintomas
de queima de bordas de folhas também tém sido associados
com ainfecgéo de cafeeiro por X. fastidiosa (Limaet al., 1996).

A presenca da bactéria associada ao cafeeiro tem sido
relatada nas diferentes regides produtoras de café, dos
principai s Estados produtores, como S&0 Paulo, Minas Gerais,
Paran, Espirito Santo e Bahia (Paradelaet al., 1995; Limaet
al., 1996; Ueno & L eite, 1996). Entretanto, essesrelatostém se
restringido as cultivares da espécie C. arabica. O presente
estudo teve por objetivo investigar apresencade X. fastidiosa
em diferentes espécies e hibridos interespecificos de Coffea e
determinar a susceptibilidade desse germoplasma ainfeccdo
pelabactéria.

Neste estudo foram examinadas plantas de espécies de
cafearo e hibridosinterespecificos de C. arabica com aproxima-
damente 20 a 23 anos e 13 anos de idade, respectivamente,
pertencentes a Colecdo de Germoplasma de Cafeeiro do
Instituto Agrondmico do Parand - IAPAR. A Colegdo estd
estabelecida em solo do tipo latossolo roxo na Estacdo
Experimental do |APAR, Londrina, PR, situada nalatitude de
23°30°S, longitudede51° 32'W edtitudede 746 mm.sl., com
as seguintes médias climéticas anuais. temperatura 20,3 °C,
umidade relativa 69% e precipitacdo 1.727,5 mm. Foram
examinadas sete espéciesde cafeeiro: C. arabica, C. canephora
Pierre, C. dewevrel de Wildy Durand, C. eugenioidesMoore,
C. kapakata (A. Chev.) Bridson, C. racemosa Lour. e C.
stenophyllaG. Don e quatro hibridos, C. arabicax C. dewewrdi,
C. arabica x C. eugenioides, C. arabicax C. racemosa e C.
arabica x C. robusta. AsavaliacBesforam realizadasem dois
anos consecutivos. Foram col etadas quatro amostras de ramos
plagiotrépicos com aproximadamente 0,4 a0,6 cm dedidmetro
de plantas diferentes para cada espécie e hibrido, com quatro
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repeticoes, sendo que cada repeticdo foi constituida de uma
plantadiferente.

Para deteccdo de X. fastidiosa nas diferentes espécies
e hibridosinterespecificos de cafeeiro foram utilizados os testes
seroldgicosde ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”)
e imunofluorescéncia indireta. O procedimento do teste de
ELISA empregado foi 0 DAS-ELISA (“Double Antibody
Sandwich”) (Clark et al., 1986). O teste de DAS-ELISA foi
realizado basicamente conforme descrito por Leiteet al. (1997).
As amostras foram consideradas positivas ou suspeitas para
apresenca de X. fastidiosa quando a média dos valores de
absorbanciaa410 nmfoi pelo menostrés vezes maior do que
os val ores médios obtidos para o control e tampéo de extracdo
(Clark & Adams, 1977).

Parao teste deimunofluorescénciaindiretafoi utilizado
0 protocolo descrito por De Boer (1990) com algumas
modificagdes. Foram adicionados 30 m de agua destiladaem
cada vaso das 1&minas de imunofluorescéncia e a seguir 0s
ramos foram cortados em segmentos pequenos e espremidos
com alicate sobre agotade aguano vaso. A seivado ramofoi
misturada de forma que a amostra ficasse homogénea. As
amostras foram fixadas nas |&minas por secagem, utilizando
secador de cabelos. A seguir, as amostras foram tratadas com
etanol 96% por 10 min. O anticorpo especifico paraX. fastidiosa
(Leiteetal., 1997) foi diluido a1:500 em PBS + 0,2% deleite
desnatado (agente bloqueador). Foram adicionados 20 m do
anticorpo priméario diluido em cadavaso dalaminaeestasforam
incubadas em camara imida a 37 °C por 30 min. Aslaminas
foram lavadas com agua destilada por trésvezes e deixadasem
PBS por 30 min pararetirar o excesso deanticorpo primario. As
[&minas foram novamente secas com secador de cabelos. Em
seguida, 20 n do anticorpo secundario diluido (1:200 anticorpo
especifico para imunoglobulina de coelho conjugado com
corante fluorescente TRITC,; isotiocianato de tetrametilro-
daminaem PBS) + 0,2% de leite desnatado foi colocado em
cadavaso dalémina. Asamostras foram entdo incubadas em
condicdo de escuro em camaraimidapor 30 min. Aslaminas
foram lavadas com &gua destilada por trés vezes e colocadas
em PBS por 30 min para retirar o excesso de anticorpo
secundario. Aslaminas passaram novamente por processo de
secagem e em seguida, foram montadas com uma gota de
solugéio 90% deglicerol + 10% PBS sobre cadavaso dalémina
As laminas foram observadas em microscépio com |ampada
fluorescente em aumento de 400 vezes. As amostras foram
consideradas positivas quando foi possivel observar células
bacterianas fluorescentes.

As avaliagbes para determinar a presenca da bactéria
X. fastidiosa em diferentes espécies e hibridos interespecificos
de cafeeiro foram realizadas em dois anos consecutivos, 1998
e 1999 (Tabela 1). No primeiro ano de avaliacdo, apenas as
espécies C. racemosa e C. dewevrei ndo apresentaram
resultados positivos para presenca de X. fastidiosa, em
nenhuma das duas técnicas utilizadas (Tabela1). No segundo
ano, todas as espécies e hibridos examinados apresentaram
resultados positivos para presenca da bactéria pelo teste de
DAS-ELISA (Tabela 1). A espécie C. arabica foi a que
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apresentou os valores mais elevados de absorbancia no teste
de DAS-ELISA entre as sete espécies de Coffea examinadas
(Tabela 1). Além disso, todas as amostras de C. arabica
examinadas apresentaram resultados positivos para presenca
de X. fastidiosa (Tabela 1). Em contraste, as demais espécies
n&o apresentaram resultados positivos para todas as amostras
(Tabela1). Asespécies C. racemosa e C. dewevrel foram as
gue apresentaram menores propor¢des de amostras positivas,
como também menores valores de absorbancia no teste de
DAS-ELISA no ano de 1999, da mesma forma que C.
stenophylla em 1998 (Tabela 1).

Entre os hibridos interespecificos, os gendtipos C.
arabica x C. eugenioides e C. arabica x C. robusta apresen-
taram os valores mais elevados de absorbancia no teste de
DAS-ELISA parapresencade X. fastidiosa, como também as
mai ores proporcdes de amostras positivas nostestesde DAS-
ELISA eimunofluorescénciaparapresencadabactéria(Tabela
1). Por outro lado, o hibrido interespecifico C. arabica x C.
dewevrei apresentou 0s menores valores para incidéncia da
bactéria e absorbanciano teste de DAS-EL | SA realizados em
1998 (Tabelal).

As diferencas observadas entre as amostras de um
mesmo gendtipo nos testes seroldgicos de DAS-ELISA e
imunofluorescéncia para presencade X. fastidiosa podem ser
atribuidas adiversosfatores, como, por exemplo, adistribuicao
nao uniforme dabactérianostecidos daplanta (Hopkins, 1989;
Purcdll & Hopkins, 1996). A bactériaX. fastidiosanéo apresenta
colonizagdo uniforme dosvasosdo xilemadaplantahospedeira,
sendo encontrada normal mente na forma de agregados, que
tendem a se acumular em partes especificas daplanta (Purcell
& Hokpins, 1996). Outro fator a ser considerado esta
relacionado a amostragem de tecido vegetal para o teste de

DAS-ELISA, noqua normalmente é utilizado somente 1,5g de
tecido, possibilitando desta forma a ocorréncia de variagdes
nos resultados de deteccéo dabactéria. Em Ultimo caso, pode-
se considerar que as plantas poderiam realmente néo estar
infetadas pela bactériaX. fastidiosa.

Cabe ressaltar que o teste de imunofluorescéncia
indireta revelou maior sensibilidade na deteccdo de X.
fastidiosa do que o teste de DAS-ELISA. Isto pode ser
exemplificado pelos resultados obtidos no primeiro ano de
avaliacdo do germoplasmade cafeeiro, quando foram utilizadas
as duas técnicas para deteccdo da bactéria. Nestaavaliacéo, a
presenca de X. fastidiosa néo foi detectada somente nas
espécies C. dewevrei e C. racemosa pelo teste de
imunofluorescéncia, enquanto que pelo testede DAS-ELISA,
a bactéria ndo foi detectada em quatro acessos de cafeeiro
(Tabela 1). Este resultado ndo é surpreendente visto que o
teste de imunofluorescéncia esta entre as técnicas mais
sensiveis paradeteccao de bactérias, com nivel de sensibilidade
deaté 1.000 vezes superior ao testede DAS-ELISA (Saettler et
al.,1989).

De modo geral, os resultados obtidos indicam que as
diferentes espécies e hibridos de Coffea sdo hospedeiros de
X. fastidiosa. Estesresultados vém ampliar agamade plantas
hospedeiras de X. fastidiosa, que ja incluem centenas de
espécies de plantas mono e dicotileddnias distribuidasem pelo
menos 28 familias (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996).
Entretanto, as plantas de espécies e hibridos de cafeeiro
examinadas ndo apresentavam sintomas de alteragdes no
desenvolvimento em funcdo de infecgdo por X. fastidiosa. Os
sintomas normal mente associ ados ainfeccdo por X. fastidiosa
variam com a planta hospedeira e sdo os mais diversos
possiveis. Entre os sintomas mais comuns de doencas

TABELA 1 - Reacdo de espécies e hibridos interespecificos de cafeeiro (Coffea spp.) aos testes de DAS-ELISA e imunofluorescéncia indireta

para presenca de Xyldlla fastidiosa

Incidéncia

Valor Médio de AbsorBancia

Germoplasma de Cafeeiro DAS-ELISA" Imuno® DAS-ELISA®

1998 1999 1998 1998 1999
Espécic
Coffea kapakata 12 3/4 1/4 0,043 (+) 0,111 (+)
C. canephora 2/2 3/4 3/4 0,068 (+) 0,081 (+)
C. racemosa 0/2 2/4 0/2 $,023 ( 0,078 (+)
C. arabica 22 4/4 22 0,050 (+) 0,209 (+)
C. dewevrei 0/2 3/4 0/2 9,011 ( 0,055 (+)
C. stenophylla 02 24 20 9,021 ( 0,136 (+)
C. eugenioides 2/2 3/4 2/4 0,040 (+) 0,158 (+)
Hibrido Interespecifico
C. arabica x C. dewevrei 0/2 2/4 12 §,002 ( 0,107 (+)
C. arabica x C. eugeniovides 2/2 3/4 0,058(+) 0,224 (+)
C. arabica x C. racemosa 12 3/4 0,040 (+) 0,040 (+)
C. arabica x C. robusta 12 2/4 0,050 (+) 0,307 (+)
Controle
Isol. de X. £ 10° ufe/ml* 0,307 0,212
Tampéo de extragdo 0,013 0,009

®Reac80 a0 teste de DAS-ELISA: nimero de amostras positivas/total de amostras examinadas.

PReacdo ao teste de imunofluorescéncia indireta: nimero de amostras positivas/total de amostras examinadas.

°(+), reagdo positiva e (- ), reacdo negativa. As amostras foram consideradas positivas quando a média dos valores de absorbancia a 410 nm obtidos
em leitora de ELISA foi pelo menos 3 vezes maior que o valor médio do tamp&o de extragao.

4 Suspensdo bacteriana de X. fastidiosa preparada em tampéo de extragéo.
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causadas por X. fastidiosa estdo as queimas de bordos de
folhas, secas de ramos, encurtamentos de internédios,
reducdes de crescimento e declinios generalizados (Hopkins,
1989; Purcell & Hopkins, 1996). A ocorrénciade hospedeiros
assintométicos paraX. fastidiosatem sido relatadanaliteratura
por varios autores (Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996).
Além disso, amanifestacéo de sintomas de doencas causadas
por X. fastidiosanorma mente pode demorar meses ou até anos
(Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996). De qua quer forma,
plantas infetadas por X. fastidiosa, mesmo sem apresentar
qualquer sintoma, sio fontes potenciais deindcul o dabactéria
(ColletaFilho et al., 1998). Os resultados obtidos no presente
estudo ampliam agamade plantas hospedeirasdeX. fastidiosa,
incluindo diferentes espécies de Coffea e hibridos
interespecificos de C. arabica.
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