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Resumo

Foi feito um levantamento da ocorréncia e distribuicdo de X. fastidiosa nas
principais areas de producao de café das regides do Tridngulo Mineiro utilizando-se como
parametros para diagnose a formacdo de galhos com internddios curtos e desfolha
acentuada, ocorréncia de descoloracdo nos vasos do xilema e presenga de massas de
bactérias bastonetiformes finas no liquido do xilema afetado espremido com alicate. A
identidade do agente causal como X. fastidiosa foi confirmada através de teste de PCR com
primers especificos. A presenca de massas bacterianas nos extratos do xilema foi
considerada como a fase avancada da infeccdo em que a planta pode apresentar os
sintomas de stress hidrico, como desfolha e seca das pontas dos galhos, reducdo no
desenvolvimento e queda na produgdo. Foi constatada incidéncia de infecg¢do nesta fase em
todos os cafezais, com mais de 10 anos de idade, inspecionados ao acaso. Pela alta
incidéncia e ampla distribuicdo da doenga, pode-se considerar que a X. fastidiosa nos
cafezais da regido nao ¢ um fato novo, mas pelo contrario, deve ocorrer ha muito tempo
sendo um dos responsaveis pelo declinio gradativo que obriga os produtores a renovarem as

culturas em periodos cada mais curtos.



1-INTRODUCAO

O dominio tecnologico para a exploragdo agricola em grande escala dos solos do
cerrado ¢ reconhecido mundialmente como uma grande conquista da pesquisa agropecuaria
brasileira. O desenvolvimento da cafeicultura nas regides dos cerrados do Tridngulo
Mineiro e de Alto Paranaiba pode ser considerada como um dos principais resultados desta
conquista.

Devido as condi¢des climaticas que favorecem a producao de café de alta qualidade,
aliada a utilizagdo de avancada tecnologia de producdo, o café do cerrado ¢ considerado
como um dos melhores do mundo, alcangando melhores precos e colocagdes nos mercados
internacionais. Entretanto, existem ainda muitos fatores que podem comprometer o
desenvolvimento da cafeicultura do cerrado, estando entre estes uma nova doenca
denominada popularmente como amarelinho (causada pela mesma espécie de bactéria
Xfastidiosa (WELLS , 1987) que causa o amarelinho ou clorose variegada dos citrus),

Apesar de ndo existirem dados concretos de danos em cafeeiros, sabe-se que esta
doencga causa queda acentuada na producao e na qualidade do produto. Se considerarmos os
prejuizos causados na citricultura, pode-se considerar a doenga como uma grande ameaga
para a cafeicultura que pode comprometer todo o sucesso alcangcado no desenvolvimento da

cafeicultura do cerrado.



A grande maioria das informagdes disponiveis relacionadas a doenga sao de dados
extrapolados da clorose variegada dos citrus obtidos no Estado de Sao Paulo.
O presente projeto teve por objetivos:
a) Desenvolver a metodologia de deteccao de X. fastidiosa ao microscopio oOptico.
b) Identificar os sintomas efetivamente relacionados com muitas bactérias
c) fazer o levantamento da real situacdo da doenca nos cafezais dos cerrados da

regido do Tridngulo Mineiro.



2-REVISAO DA LITERATURA
2.1-Etiologia

X. fastidiosa foi classificada em 1987 por WELLS e colaboradores, tendo sido, por
muito tempo, chamada de bactéria do tipo Rickettsia (LEITER JR., 1989). E uma bactéria
bastonetiforme, sem flagelos, gram-negativa, aerobica, de parede celular enrugada e
encontrada somente nos vasos do xilema. Apesar de classificada apenas recentemente,
desde ha muito, causa doengas em diversas culturas. Sua gama de hospedeiras ¢ ampla,
muito embora as doencas sejam relatadas notadamente em plantas lenhosas perenes como
péssego, ameixeira, videira e citros.; (ROSSETI et al., 1990;LARANIJEIRA). Estas
hospedeiras, no entanto, sdo afetadas pelas estirpes distintas. Além desse tipo de planta, X.
fastidiosa tem sido freqiientemente relatada em plantas daninhas, dentro ou nas cercanias
de pomares afetados (LARANJEIRA ). No Brasil, além de causar a escaldadura das folhas
da ameixeira (KITAJIMA et al., 1981), ¢ responsavel pela clorose variegada dos citros
(CHANG et al.,, 1993) e pela requeima do cafeeiro (PARADELA FILHO et al., 1995;
LIMA et al., 1996). Foi também encontrada em algodoeiro (COLARICHIO et al., 1995),
talvez relacionada a doenga conhecida por murchamento avermelhado ou “vermelhao”.

A suposicao de que o crestamento do cafeeiro ¢ causado pela mesma bactéria da

clorose variegada dos citros (PARADELA FILHO et al., 1995) se deve a constatagao da



ocorréncia do crestamento em cafezais proximos as grandes plantagdes de citrus infectadas
e a reacao sorologica positiva com a bactéria da laranjeira. Nao ha ainda dados concretos de

que as duas doencgas sejam causadas pela mesma bactéria ou sao estirpes diferentes.

2.2-Ocorréncia

A X fastidiosa em cafeeiro causando crestamento da folha foi descrita pela primeira
vez no Estado de Sao Paulo (PARADELA FILHO et al., 1995). No ano seguinte, LIMA et
al., 1996, constataram a doenga em extensas areas do Leste do Estado de Sao Paulo ¢ em
Guaxupé, Estado de Minas Gerais.
2.3-Sintomatologia

Os sintomas visiveis comecam pela formacdo de entrends curtos , pelo
amarelecimento das folhas semelhante ao causado pela deficiéncia de zinco, seguindo-se a
forma de escaldadura, requeima, desfolha ,seca das partes terminais das ramas e
definhamento da planta.
2.4-Diagnose.

A diagnose das doengas causadas por X. fastidiosa ¢ feita através do exame direto
do liquido extraido do xilema de ramos e de peciolos a0 microscopio 6tico comum com a
objetiva de 40 X de aumento. (LIMA et al., 1996) , ou do exame da cultura isolada.
Diagnose segura ¢ obtida através do teste serologico (BERETA, et al., 1992; LEE et al.,
1992) ou de PCR, do extrato do xilema ou da bactéria isolada em meio de cultura

(MINSAVAGE et al., 1995).



O isolamento da X. fastidiosa ¢ feito em meio especial, sendo os mais indicados o
BCYE de WELLS et al., 1987 e Cs-20 (UCHIBABA, et al., 1992; SCHAAD, 1988) e de

PWS (BERRETTA et al., 1992).

2.5-Controle

As doencgas causadas por X. fastidiosa, por se tratar de uma bactéria sistémica,
restrita ao xilema e transmitida apenas por vetores (Hemiptera: Cicadellidae) (PURCELL &
HOPKINS, 1996; ROBERTO et al., 1996), seu controle em culturas ja estabelecidas ¢
muito dificil (LARANJEIRA et al . 1997).

Devida a estas caracteristicas, a forma de controle através de cultivares mais
resistentes € considerada a mais efetiva em culturas em que esta doenca causa danos
significativos como de pessegueiro , ameixeira e videira (FRY & MILHOLAND, 1990)

Dentre as laranjas doces (Citrus sinensis Osb.) ja foi relatado que as mais
suscetiveis sao a Péra e a Valéncia (LARANIJEIRA et al., 1995), embora ndo haja muita
variacdo quanto a perdas (LARANIJEIRA et al., 1997).

Em o cafeeiro ainda nao ha dados efetivos, mas tem-se observado que o Catuai ¢ o

mais afetado pela requeima, do que o Mundo Novo



3-MATERIAL E METODOS
3.1-Metodologia de deteccao de X. fastidiosa ao microscopio e correlacio de sintomas
com a concentracao da bactéria.

Foi feita uma reavaliacio dos sintomas encontrados em cafezais do Tridngulo
Mineiro coletando-se amostras de galhos com e sem sintomas descritos por PARADELA
FILHO ,1995 e LIMA et al. 1996. Estes sintomas foram: presenca de entrends curtos ,
amarelecimento das folhas com caracteristica de deficiéncia de zinco, crestamento foliar,
desfolha acentuada e seca das pontas dos galhos .(Apéndice, Figura 1)

Os materiais foram coletados aleatoriamente, no total de dez amostras por area
produtora, de diferentes propriedades situadas ao longo das rodovias Uberlandia - Araguari,
Araguari - Distrito de Amanhece e Araguari - Indianopolis.

Em laboratorio foi feita a avaliacao do escurecimento dos tecidos do xilema no corte
das ramas em bisel e da concentracdo de X. fastidiosa nos extratos do xilema em exame ao

microscopio.
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A intensidade do escurecimento dos tecidos do xilema foi quantificada, dando-se
valores de 0 a 3 ,onde 0=sem escurecimento ¢ 3=escurecimento maximo.(Apéndice, Figura
2)

O extrato do xilema foi obtido comprimindo-se com alicate a se¢cdo da rama sem
cortex, da por¢ao imediatamente inferior a parte verde terminal. O extrato obtido foi
misturado com uma gota de lactoglicerina (glicerina 75 ml, &cido lactico 15 ml e agua
destilada 10 ml) sobre uma lamina de vidro para microscopia e examinado com a objetiva
de 6,5X de aumento.

Considerou-se como resultado positivo quando era observada a presenca de massas
de coloracdo castanho clara.(Apéndice, Figura 3) Quando havia duvidas, estas massas
foram examinadas com a objetiva de 40X de aumento e os resultados confirmados se as
massas apresentarem estrutura fibrosa ou forem visualizadas células bastonetiformes longas
e finas, caracteristicas tipicas de X. fastidiosa.

A concentracao de X. fastidiosa foi quantificada em fun¢ao do tamanho das massas
bacterianas dando-se valores de 1 a 4, sendo 1=massa pequena ¢ 4=massa grande ¢ 2 ¢ 3
intermediarias multiplicado por nimero destas massas observadas no campo visual em
microscopio com a objetiva de menor aumento(6,5X).

Foram analisadas ao todo 50 amostras ¢ feitas as correlagcdes entre a concentragao
de X. fastidiosa, escurecimento do xilema, presenca de entrends curtos e outros sintomas
como amarelecimento das folhas, crestamento foliar e desfolha.

Para a comparagdo da metodologia de detec¢do de X. fastidiosa , foram examinados
pelo método de coloragdo azul de metileno (LIMA et al., 1997), os extratos das amostras

positivas e negativas previamente identificadas pelo método de lactoglicerina. Para isso , o
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extrato do xilema foi misturado com uma gota de solucao de azul de metileno( LIMA et al.,
1997) coberto com laminula e examinado com a objetiva de 40X de aumento. Considerou-
se como resultado positivo, quando eram visualizados aglomerados de pequenos bastonetes

finos e alongados.

3.2- Isolamento, identificaciio e preservacao de X. fastidiosa
3.2.1- Sele¢do de materiais para isolamento.

Para o isolamento de X fastidiosa foram coletados galhos com sintomas mais
caracteristicos, ou seja com desfolha acentuada e encurtamento dos internddios e
escurecimento dos tecidos do xilema. Dos materiais coletados, foram selecionados somente
0s que apresentaram grande nimero de massas bacterianas em exame do extrato do xilema
a0 microscopio.

3.2.2- Meio de cultura

O isolamento foi feito em meio de cultura BCYE de WELLS et al., 1987
modificado contendo os seguintes ingredientes por litro: extrato de levedura, 10g; tampao
ACES, 6g; Carvao ativado, 2g; KOH IN, 17 ml, agar 20g, cisteina, 0,4g; pirofosfato
feérico, 0,25g e dextroseS g. Os trés ultimos componentes devem ser esterilizados por
filtracdo e adicionados ao meio apos a esterilizagcdo em autoclave. A modificacao foi feita
pela adigdo de 5g de dextrose , redugdo do tampao ACES de 10 para 6g e elevacao do pH
de 6 para 6,5 com adi¢do de 17ml de KOH IN.

3.2.3- Obtencao do extrato do xilema e plaqueamento
O extrato do xilema foi obtido de sec¢des ou cortes de ramos de aproximadamente 1

cm de comprimento ¢ 4 mm de diametro(sem a casca ou cortex), foram retirados da porgao
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imediatamente anterior a parte terminal verde. Este material foi desinfetados por imersao
em alcool e depois, comprimido com alicate, encostando-se um tubo capilar de vidro
esterilizado no centro do corte transversal da rama. O extrato do xilema foi succionado
naturalmente pela pensao capilar, para o tubo de vidro .

O extrato do xilema foi transferido para a placa de Petri, soprando-se levemente o
tubo capilar sobre o meio de cultura. A gota do extrato assim depositado foi espalhado
uniformemente com a alca de vidro.

Estas placas de isolamento foram incubadas a temperatura de 25-280C at¢ 45 dias.
Durante este periodo as placas foram examinadas 2 a 3 vezes por semana para detectar e
eliminar as contaminacdes que ocorrem com bastante freqiiéncia. Colonias de bactérias e
de fungos contaminantes foram retiradas com um espatula (de ago utilizada para pintura de
quadros a 6leo) previamente esterilizada com alcool em chama. Quando ndo era possivel
retirar 0 contaminante, transferiu-se a parte do meio de cultura ndo contaminada para outra
placa.

3.2.4- Identificacio pelo teste de PCR

O teste de PCR foi realizado no Laboratério de Genética e Bioquimica desta
Universidade, com primers especificos Rst 31 ¢ Rst 33 (MINSAVAGE et al., 1998), para
confirmar a identidade de trés culturas de bactérias isoladas em meio BCYE a partir de
materiais coletados na Area Experimental da UFU-Campus de Umuarama, de Araguari e
Indianopolis .

O teste foi executado segundo o protocolo de MINSAVAGE et al. (1998) e constou

de seguintes etapas:
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Extracao do DNA

a-Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, colocar 300 ul da solugao de lise TAE-SDS
(Tris -1,21g; acido acético glacial-0,285ml; EDTA-93mg e dgua destilada para.50 ml)

b-Transferir e misturar cuidadosamente 150 ul da suspensdo bacteriana levemente turva,
preparada com a coldnia isolada em meio de BCYE em agua destilada.

c-Incubar os tubos a 650C por 30 minutos

d-Tratar com volume igual de solu¢do de cloroféormio-isoamildlcool (24:1)

e-Centrifugar a 12.000rpm/5 minutos e separar o sobrenadante.

f-Precipitar o DNA da solucao aquosa adicionando-se isopropanol na proporc¢ao de 0,6 do
volume e incubando-se a -700C por 15 minutos.

g-Centrifugar por 20 minutos a temperatura ambiente

h-Redissolver o pellet de DNA em 50 ul de TE pH 7,4 (Tris-0,121 g ; Agua destilada-70
ml; HC1 1 M. até ajustar o pH a 7,4; EDTA sal dissodico-37,2 mg e dgua destilada para
completar100 ml)

1-Guardar a 40C

Amplificacio do DNA por PCR

A amplificacdo do DNA foi efetuada no termociclador contendo em cada microtubo

(de 500 ul) os seguintes componentes: Tampao de amplificagao 10X, 2,5 ul; Tag-DNA

polimerase 5U/ul, 0,2 ul; Primers (4 pmol), 2,5 ul de cada (5 ul); MgCl 2 (50 mM), 0,75 ul;

Agua destilada, 12,3 ul; dNTPs (10 mM), 0,25 ul ¢ DNA da amostra, 4 u. A amplificagdo

foi feita em 40 ciclos de PCR de seguintes etapas: desnaturagdo a 95°C por 30s, anelamento

do primer a 55° C por 30s, extencdo do DNA a 72° C por 45 s, anelamento a 55°C por 30s e

extensdo a 72°C por 5 minutos.
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O produto do PCR foi extraido com 25ul de cloroférmio-isoamilalcool. A 4°C.

Eletroforese em gel de agarose

Para verificar a amplificacdo do DNA, aliquotas de 15 ul foram transferidas aos
pocos contendo gel de agarose a 1,2% em TBE 0,5X. e brometo de etidio a 10ug/ml e
corrida a 5V/cm por 90 minutos.

A formagdo de banda foi considerada positiva em funcdao da especificidade dos
primers utilizados.

Os produtos do PCR em gel foi visualizado e fotografado sob transilluminator de
luz ultravioleta.
3.2.5- Preservacao de X. fastidiosa

As culturas de X. fastidiosa obtidas neste trabalho foram preservadas em freezer de
menos 800C. Para isso, foi feita a suspensdo em solucdo de glicerina a 18 % e

acondicionadas em ampolas de vidro seladas com chama de macarico a gas e oxigénio.

3.3- Levantamento da distribuicdo da X. fastidiosa.

Foram feitas coletas dirigidas de amostras em diferentes propriedades de mais facil
acesso, selecionando-se as culturas ao acaso ao longo das rodovias nos municipios de
Araguari, Uberlandia e Indianopolis e coletando-se amostras de galhos com entrends curtos

e desfolha acentuada de 15 a 20 plantas distribuidas dentro da cultura.
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A maioria das coletas foram feitas em culturas de mais de 10anos. Entretanto, foram
coletadas também de plantacdes entre 5 a 10 anos e de menos de 5 anos, todas as vezes em
que havia sintomas tipicos ou duvidosos.

A diagnose dos materiais coletados foi feita através do exame dos extratos do
xilema ao microscopio e considerou-se como resultado positivo quando era observada a

presenca de massas de coloragdo castanho clara de estrutura fibrosa.(Apéndice, Figura 3)
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Metodologia de deteccao de X. FASTIDIOSA
4.1.1-Metodologia de exame ao microscopio

O método de obtengdo do extrato do xilema com alicate mostrou ser eficiente para o
exame de grande nimero de amostras. Entretanto, para o exame de galhos desfolhados com
seca das pontas, em que o teor de liquido ¢ muito baixo, devem ser testados outros
métodos. Muito provavelmente o de pressdo de liquido com seringa usado por LIMA et al.,
1997 em material citrico podera ser util para estes casos, apesar de ser um método mais
demorado.

O método de lactoglicerina para clarear o extrato do xilema permitiu a visualiza¢do
e a quantificagdo rapida da concentragdo de X. fastidiosa em grande niimero de amostras
coletadas para exame em laboratorio e mostrou ser muito mais eficiente e rapido do que o
de coloracdo com azul de metileno descrito por LIMA et al., 1997.

O método de coloracdo com azul de metileno , além de ser um processo mais
demorado , colori também incineras particulas contidas no extrato sem uma diferenciagao

clara da bactéria.
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Como a presenga das massas bacterianas coincidem com a manifestacdo de
sintomas da doenca como escurecimento dos vasos, encurtamento de internddios, desfolha
e seca das pontas dos galhos, o método de lactoglicerina mostrou ser util para diagnosticar a
doenca no estadio em que doenga comega a causar danos na planta.

4.1.2- Correlacao de sintomas com a concentracio bacteriana

Observando-se os dados das tabelasl a 5, pode-se verificar que os sintomas que
apresentam correlagdo com a concentragdo de X. fastidiosa nos liquidos do xilema sdo o
encurtamento dos internédios e o escurecimento do xilema. Amarelecimento e
crestamento das folhas, apesar de estarem na descricdo dos primeiros relatos da doenca(
PARADELA FILHO et al., 1995; LIMA et al., 1996) ndo sdo freqiientes para caracterizar
a doenca.

A desfolha e a seca das pontas dos galhos sdo sintomas muito freqiientes nas plantas
afetadas pela X. fastidiosa. Entretanto, verificou-se que os galhos, mesmo com alto grau de
desfolha, quando nao apresentavam encurtamento dos entrends, nao tinham bactérias nos
extratos do xilema, ndo podendo ser , portanto, atribuidas a esta bactéria.

Tabela 1: Deteccao de X. fastidiosa em 10 amostras coletadas na propriedade de Serafim

Perez, Municipio de Araguari, Distrito de Amanhece. Variedade: Catuai. Idade
da cultura: 13 anos

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %Y @
Internédios curtos + + - - + - + - - 50
Amarel. Folhas - + - - - + - - - - 20
Crest. Foliar - + - - - - - - - - 10
Desfolha + + + - + + - - + + 70
Escurec.Xilema 0-3 2 3 2 0 1 3 0 1 1 0 70 1,3
Conc.Bacteriana™” 8 15 6 0 0 20 1 12 3 0 70 65

(1) Ocorréncia; (2) Nota média (3) Somatorio do tamanho da massa bacteriana
quantificada de 1 a 4, multiplicada pelo nimero de massas de cada tamanho.
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Tabela 2: Detecgdo de X. fastidiosa em 10 amostras coletadas na propriedade Morada do
Sol, Municipio de Araguari. Variedade: Catuai Idade da cultura: 13 anos

Amostras 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 %" @
Internodios curtos - + - - + + - - + + 50
Amarel. Folhas - - - - - - - - - - 0
Crest. Foliar - - - - - - - - - - 0
Desfolha - + - - + + + + + + 70
Escurec. xilema 0-3 () 0 0 0 2 3 1 0 3 3 50 1,2
Conc.Bacteriana® 0 4 0 0 38 8 0 0 11 6 50 67

(1) Ocorréncia; (2) Nota média (3) Somatdrio do tamanho da massa bacteriana
quantificada de 1 a 4, multiplicada pelo nimero de massas de cada tamanho.

Tabela 3: Detecgdo de X. fastidiosa em 10 amostras coletadas no Municipio de Patrocinio.
Variedade ndo identificada e idade da cultura de + 15 anos

Amostras 1231456789 10" ®
Internédios curtos + + + + - - + - - - 50
Amarel. folhas - - - - - - - - - - 0
Crest. Foliar - - - - - - - - - - 0
Desfolha + + + + - + + - + + | 80
Escurec. xilema 0-3 | ( 1 3 3 1 0 2 0 0 0 50 | 1,0
Conc. Bacteriana® | 2 | 8 [ 10 [15] 0 [ 0 [12] 0 | 0 | 2 | 60|49

(1) Ocorréncia; (2) Nota média (3) Somatdrio do tamanho da massa bacteriana
quantificada de 1 a 4, multiplicada pelo nimero de massas de cada tamanho.

Tabela 4: Deteccao de X. fastidiosa em 10 amostras coletadas na propriedade de Demétrio
Cavalaro, Municipio de Araguari. Variedade Catuai. Idade da cultura de 12

anos.
Amostras L2345 ]6]l7]18[9]10][%"] @
Internodios curtos + + + + + + - - + - 70
Amarel. folhas - - - - + - - - - - 10
Crest. Foliar - - - - - - - - - - 0
Desfolha + + + - + + + + + + | 90
Escurec. xilema 0-3 | 2 1 0 3 0 0 0 3 1 60 | 1,2
Conc. Bacteriana® | 11 | 4 | 3 | 0 [ 14| 1 [ 0| 1 |24 4 | 80|62

(1) Ocorréncia; (2) Nota média (3) Somatorio do tamanho da massa bacteriana
quantificada de 1 a 4, multiplicada pelo nimero de massas de cada tamanho.
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Tabela 5: Deteccao de X. fastidiosa em 10 amostras coletadas na Rodovia BR 365, Km 30,
Municipio de Indianopolis. Variedade Mundo Novo e Idade da cultura de 15

anos
Amostras 123456789 ]10]n" @
Internodios curtos + + - + + + - - + - 60
Amarel. folhas - + - + - - - - - - 20
Crest. Foliar - - - - - - - - - - 0
Desfolha + + - + + + - - + + 70
Escurec. xilema 0-3 | ( 1 0 2 2 0 0 0 3 1 50 | 0,9
Conc. Bacteriana® | 1 | 3 [ 0 [ 11| 2 [ 0] 0] 0 |14] 6 | 60]3,6

(1) Ocorréncia; (2) Nota média (3) Somatorio do tamanho da massa bacteriana
quantificada de 1 a 4, multiplicada pelo nimero de massas de cada tamanho.

4.2- Isolamento, identificacio e preservacio de X. fastidiosa
4.2.1- Isolamento

Nas placas de isolamento as colonias de X. fastidiosa comecaram a ser visualizadas
como pequenos pontos convexos de coloragdo branca entre 25 a 30 dias. Aos 45 dias as
coldnias estavam com o didmetro em torno de 2 mm e foram repicadas para novas placas
com o meio de cultura para multiplicagdo.

A modificacao feita no meio de cultura BCYE com a adi¢ao de dextrose e elevagao
do pH permitiu melhor crescimento no volume da massa bacteriana mas ndo reduziu o
tempo para a formag@o de coldnias nos trabalhos de isolamento.
4.2.2- Identificacio pelo teste de PCR

Os produtos do PCR dos trés isolados testados apresentaram uma banda nitida e
uniforme em eletroforese em gel de agarose. Este resultado pode ser considerado como a
comprovagdo da identidade da bactéria isolada como sendo de X. fastidiosa em funcdo da

especificidade dos primers especificos utilizados.
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4.2.3- Preservacao

Trés isolados de X. fastidiosa , identificados como UFU xfl , UFU xf2 e UFU x{3 ,
obtidos respectivamente da Area Experimental da UFU , Fazenda Morada do Sol ,
municipio de Araguari ¢ Br -Km30, Indiandpolis estao preservados a -80C em glicerina a

18% em ampolas de vidro.

4.3- Levantamento da distribuicio da X. fastidiosa

Os dados obtidos no levantamento da distribuicdo de X. fastidiosa nos cafezais do
Triangulo Mineiro estdo sintetizados na tabela 6. Cem por cento das amostras coletadas de
culturas com mais de 10 anos apresentou resultado positivo em exame ao microscopio.
Estes dados ndo indicam que todas as plantas estavam infectadas porque as coletas foram
dirigidas, mas indicam que todas estas culturas de mais de 10 anos selecionadas
aleatoriamente em diferentes localidades estavam infectadas. Pela alta incidéncia e ampla
distribuicdo da doenga, pode-se considerar que a X. fastidiosa nos cafezais da regido nao ¢
um fato novo, mas pelo contrario, deve ocorrer hd muito tempo sendo um dos responsaveis
pelo declinio gradativo que obriga os produtores a renovarem as culturas em periodo cada
mais curto.

A propor¢do de amostras positivas diminuiu em culturas mais novas (menos de 10
anos), o que indica que a X. fastidiosa em cafeeiro ¢ uma doenca de evolucdo muito lenta
mas que pode manifestar em culturas relativamente novas. Dados preocupantes, sdo as de
amostras positivas de culturas novas com menos de 5 anos constatadas no trecho Araguari -
Distrito de Amanhece. Entre as hipoteses para manifestagdo precoce dos sintomas, as mais

provaveis sdo a infec¢do precoce na fase de viveiros ou a infec¢do com alto potencial de
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inoculo por ter sido plantado junto as culturas antigas altamente infectadas quando foi feita
a renovacao do cafezal, pratica esta muito comum entre os cafeicultores.

Tabela 6: Dados do levantamento da distribui¢ao de X. fastidiosa

Rodovias Uberlandia-Araguari Araguari-Amanhece Araguari-Indiandpolis
Idade das >10 | 5al0| <5 > 10 5al0 <5 >10 |5al0| <5
culturas anos | anos | anos anos anos anos anos anos | anos
Culturas 2 0 0 10 3 3 5 2 2
inspecionadas

Total de 20 0 0 100 30 30 50 20 20
amostras

coletadas

Amostras 20 - - 100 17 2 50 8 0
positivas
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5- CONCLUSOES

1) O método de exame do extrato do xilema clarificado com lactoglicerina mostrou ser
eficiente para diagnosticar rapidamente grande nimero de amostras de plantas afetadas

por X. fastidiosa .

2) Os sintomas dos cafeeiros afetados que apresentaram correlacdo com a concentragao de X.

fastidiosa foram o encurtamento dos enternodios e escurecimento dos tecidos do xilema .

3) A X. fastidiosa do cafeeiro se encontram amplamente disseminada no Triangulo Mineiro ,

afetando em geral plantas com mais de 10 anos de idade.
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Figura: 1: Cafeeiros com sintomas causados por X. fastidiosa.

Figura: 2: Escurecimento dos tecidos do xilema causado por X. fastidiosa em ramos de
cafeeiro

29



Figura: 3: Massa de X. fastidiosa extraida do xilema do cafeeiro
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