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EFICIENCIA DE INFECCAO E MULTIPLICACAO DE ESTIRPES
DE Xylella fastidiosa DE CITROS [Citrussinensis(L.) Osbeck] E DE
CAFEEIRO (Coffeaarabica L.) EM INOCULACOES CRUZADAS

Autora SIMONE DE SOUZA PRADO
Orientador: Prof. Dr. JOAO ROBERTO SPOTTI LOPES

RESUMO

O trabaho teve por objetivo avdiar a cgpacidade de infeccdo e multiplicacéo de
estirpes de Xyldlla fagtidiosa de citros [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e de cafeairo (Coffea
arabica L.) em inoculaghes cruzadas, para investigar a posshilidade de disseminagéo
deste patdgeno de pomares citricos infectados para cafezais ou vice versa. As
inoculaches foram redizadas mecanicamente com um iolado (CCT6570) de X
fagtidiosa proveniente de &vore citrica com clorose variegeda dos citros (CVC) e um
isolado (CCT6756) de planta de café com dntomas de arofia dos ramos do cafearo
(ARC). Quatro concentracdes de células de cada isolado, variando de 10° a 10° unidades
formadoras de colbniass (UFC) por mL, foram inoculades por agulha em dtros e
cafedro, para determinacéo de curvas de titulacdo e doses efetivas para infeccéo em
cada combinagdo edtirpelhospedairo. As plantas foram avdiadas por “polymerase chan
reaction” (PCR) e isolamento em meio de cultura quanto ainfeccéo por X. fastidiosa e
populacdo bacteriana, gpds 05; 2, 4 e 8 meses da inoculagdo. A edirpe de cafedro
(ARC) de X. fagtidiosa ndo colonizou citros nas concentragdes de indculo testedes. A
inoculagéo da edtirpe de citros (CVC) em cafedro resultou em baixas taxas de infeccéo,
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exigindo uma concentracZo de indculo cerca de 10 vezes mais dta do que a necessxia
para a mesma taxa de infeccdo (25%) em citros. A dose efdiva para infeccéo de 25%
das plantas (DEzs) foi de 0,29 x 10° e 0,35 x 10’ UFC/mL para as combinagdes
(edtirpe’lhospedeiro) ARC/cafero e CVClcitros, repectivamente. Ja para a combinacéo

heter6loga CVClcafediro, a DEss foi de 0,85 x 108 UFC/mL, evidenciando a dificuldade
de colonizacdo de plantas de café pea edtirpe de citros. A populacdo bacteriana da
edirpe de citros foi mas devada em citros que em cafedro em todas as épocas de
avdiagdp, embora a diferenca tenha ddo dgnificativa goenas aos 2 meses gods a
inoculacdo. Um teste preliminar demondrou que o método de isolamento priméio
envolvendo maceracdo de peciolo foliar de cafedro infectado n&o inibe o crescimento de
X. fagtidiosa em meo de cultura, propidando assm, uma edimdiva confidvd da
populacdo de cdulas cultivivels da bactéria em cafedro. Em cader complementar,
redizorse um estudo de comparacdo morfoldgica de sas isolados de X. fagtidiosa de
citros com CVC e de sas isolados de cafedro com ARC, provenientes de diferentes
locdidades dos Estados de Séo Paulo e Minas Gerais. Néo houve relacéo entre periodo
de incubacdo ou didmetro médio das colbnias e o hospedeiro de origem dos isolados.

Entretanto, as colénias dos isolados de cafedro apresentaram coloracdo opaescente e
margens lisas, enquanto que as de citros mostraram-se mais convexas e escuras, com 0
centro &spero e margens onduladas, gpresentando numerosos filamentos semehantes a
exopolissacarideos.



INFECTION EFFICIENCY AND MULTIPLICATION OF CITRUS
[Citrussinensis(L.) Osbeck] AND COFFEE (Coffea arabical.)
STRAINS OF Xylella fastidiosa IN CROSS INOCULATIONS

Author: SMONE DE SOUZA PRADO
Advisor: Prof. Dr. JOAO ROBERTO SPOTTI LOPES

SUMMARY

The god of this research was to evduate infection effidency and multiplication
of citrus [Citrus sinends (L.) Osbeck] and coffee Coffea arabica L.) drains of Xylella
fastidiosa after cross inoculaions, in order to assess the potentid for soread of this
pathogen from infected citrus groves to coffee plantations and vice versa Mechanica
inoculations were caried out with a X. fastidiosa isolate (CCT6570) from a citrus tree
showing citrus variegated chloross (CVC) and an isolate (CCT6756) from a coffee tree
with coffee sem arophy (CSA). Four cdl concentraions of eech isolate, ranging
between 10° a 10° colony forming units (CFU) per mL, were needle-inoculated in ditrus
and coffee plants, in order to determine titration curves and effective doses for infection
in eech dran/hogt combination. The rate of infected plants and the viable bacterid
population were determined by polymerase chain reaction (PCR) and primary isolation
in culture a 05, 2, 4 and 8 months after inoculation. The coffee (CSA) drain of X.
fadtidiosa did not colonize dtrus in any of the inoculum concentraions tested. Cross
inoculation of the dtrus (CVC) dran in coffee resulted in low raes of infection and



Xii
required an inoculum concentration 10 times higher than that necessxy to obtain a
smilar (25%) rae of infection in ditrus. The effective dose for 25% infection (ED2s) was
0,29 x 10° and 035 x 10’ CRU/mL for the homologous strainhost combinations,
CSA/coffee and  CVClcitrus, respectively. For  the heterologous CVClcoffee
combination, ED»s was higher (0,85 x 10° CFU/mL), showing the difficulty of
colonizatin of coffee plants by the dtrus drain. Bacterid population of the dtrus drain
was higher in dtrus then in coffee plants a dl evauaion daes dthough dSaidica
differences were found only & 2 months after inoculaion. A prdiminary tet showed
thet the primary isolation method used, which indudes maceration of infected coffee
leef petioles, does not inhibit becterid grow in culture, thus dlowing reisble edimates
of X. fastidiosa populaions in coffee. Another sudy was carried out to compare colony
morphology of gx isolaes of X. fastidiosa from dtrus with CVC and 9x isolates from
coffee with CSA, obtained from different locdities in the States of Sdo Paulo and Minas
Geas. There was no rdationship between incubation period or average colony diameter
and the origind hogt of the isolaes However, colonies of the coffee isolaies showed
opadescent colour and fla margins wheress the colonies of dl citrus isolates were
darker and more convex, with rugous center and ondulated margins presenting numerous
filaments



1INTRODUCAO

No Brasil, sSo conhecidas trés doencas causadas pela bactéria fitopatogénica
Xylella fastidiosa (Wdls et d., 1987): a excaddadura das folhas da ameixera (EFA)
(Kitgima e d., 1975), que foi responsive peo declinio da cultura nos Edtados da
regido Sul a partir da década de 70 (Kitgima et d., 1981); a clorose variegada do citros
(CvC), que vem comprometendo a producéo de laranja, principdmente paulisa (FNP
2003), gpds sua descoberta em 1987 (Rossetti et a., 1990); e a atrofia dos ramos do
cafearo (ARC) ou requeima do cafedro (RC), descoberta em 1995 (Paradda Filho et
a., 1995).

X. fastidiosa € uma bactéria gram-negativa, limitada aos vasos do xilema (Chagas
et d., 1992), onde pode bloquear a trandocacéo de seiva e goresentar-se digtribuida de
forma irregular (Hill & Purcdl, 1995b). Em citros, sua trangmissio s da dravés de
cgarinhas (Hemiptera Cicaddlidag) da subfamilia Cicadelinee e aé o momento foram
identificadas 11 espécies vetoras (Lopes et d., 1996; Roberto e a., 1996; Kriigner et 4.,
2000; Yamamoto & d., 2002). Foi gpds uma busca por hospedeiros dternativos que
Paradda Filho e d. (1995) verificaram a ocorréncia de X. fastidiosa também em plantas
de café causando reducio do crexcimento dos ramos (atrofig), encurtamento de
intanddios, ocorréncia de folhas pequenas, clordticas e deformadas, reducdo na
quantidade e no tamanho dos frutos, e morte dos ramos laterais (Lima & d., 1996,
Paadda Filho e d., 1997). A ARC encontrase dissaminada nas principas regioes
produtoras de café dos Estados de Minas Gerais (Tekatsu et d., 2001), Sdo Paulo (Lima
et d., 1996) e Parana (Carvaho et d., 2000), o que sugere uma antiga associacéo de X.
fagtidiosa com o cdafedro, possvemente como um organismo endofitico (Barbosa,
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2003). Apesar da importancia desta doenca em cafegiro, pouco se sabe a repeito de sua
tranamissio e epidemiologia, 0 que dificulta o seu mango.

Exigem samehancas intrigantes entre a ARC e a CVC, dém das duas doencas
serem causadas pela mesma epécie de bactéria. Assm como a CVC, a ARC foi rdatada
origindmente na regido noroeste do Estado de Séo Paulo e ocorre freglientemente perto
de pomares de laranja com a CVC (Paradela Filho et d., 1995). Recentemente, Marucci
(2003) condaou a transmissio de X. fastidiosa para o cafedro pelas espécies
Bucephalogonia xanthophis (Berg), Dilobopterus costalimai Young Homalodisca
ignorata Mdichar e Oncometopia facialis (Sgnoret), que 2o vetoras em citros. Como
as duas doengas possuem vetores em comum, existe potencid para nfeccéo cruzada de
X. fastidiosa em ditros e cafedro. Além disso, Li & d. (2001) obsarvaramn gque um
isolado de citros da bactéria X. fastidiosa causou a doenca ARC quando inoculado em
plantas de café induzindo sntomas semehattes aos de um isolado de cafedro.
Trabdhos anteriores tém modrado que isolados de citros de X. fastidiosa sdo
morfologicamente e serologicamente semehantes a isolados de plantas de café (Paradda
Filho et d., 1997, Lima & d., 1998) e goresentam dta amilaridede genética (Codta et
al., 2000).

Paradda Filho et d. (1995) em Li e d. (2001) postularam que o agente causd da
CVC originou-se a partir de uma populacio pré-exigente de X. fastidiosa em plantas de
café. Eda hipdtee € reforcada pelo fato de cafezais e pomares terem ddo cultivados
lado a lado na regido de origem das duas doencas (Paradela Filho et d., 1995) e pda
exigéncia de cigarinhas vetoras de X. fastidiosa que freglientan ambas as culturas
(Lopes et d., 1998), 0 que teria posshilitado a inoculagdo cruzada da bactéria até a
sdecdo naturd de um isolado patogénico a citros. Além do aspecto evolutivo, esta
guestdo tem importancia na epidemiologia e controle de ambas as doencas, pois pomares
citricos infectados podem estar auando como fonte de indculo para a dissaminacéo de
X. fastidiosa para cafezais ou vice versa,

Buscando-se invedigar eda hipGtese, a presente pesquisa teve por objetivo
avdiar compardivamente a cgpacidade de infecgéo, sobrevivénda e multiplicacdo de
isolados de X. fastidiosa causadores de CVC e de ARC apds sua inoculacdo mecanica
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em plantas de café e citros, determinando-se a dose bacteriana efetiva (DE) necessiria
paa o0 etabdecimento das infecgbes Como um pardmetro complementar paa a
caacterizacdo das duas edirpes, dém da capacidade de infecgdo cruzeda em citros e
cafedro, foram comparados vaios isolados de citros e de cafeeiro quanto ao

crescimento em meio de cultura e morfologia de colénias.



2REVISAO DE LITERATURA

2.1 A bactéria Xylellafastidiosa, agente causal de muitas doencas de plantas

X. fagtidiosa € uma bactéria gram-negdiva, obrigatoriamente aerdbica, possuindo
forma de bastonete com 0,25 a 0,35 mm de didmetro por 0,9 a 3,5 nm de comprimento,
goresenta uma parede cdular enrugada e crescimento 6timo entre B e 28°C e em pH
entre 65 a 69 (Wdls et d., 1987). Eda bactéria encontrase limitada aos vasos do
xilema de seus hospedeiros (Mollenhauer & Hopkins, 1976), podendo bloguear o
movimento de &gua e a trandocacdo de saiva no seu interior, e digribuindo-se de forma
irregular nesses vasos (Hill & Purcdl, 1995b). Além do xilema das plantas, esta bactéria
pode ser encontrada no Iimen do cand dimentar de insstos vetores, que podem ser
cigarinhas das familias Cicaddlidee (subfamilia Cicadelinee) ou Cercopidee (Purcdl &
Hopkins, 1996).

Eda beattéia coloniza inUmeras expécies de plantas arbdress, perenes e
herbécess, que podem ou ndo manifesar sntomas (Hopkins, 1989; Hopkins & Adlerz,
1988). As plantas hospedeiras suscetiveis s principdmente, avores frutiferas de
importancia econdmica, as quas SA0 propagadas vegedivamente, propiciando a
disseminaco do patdgeno por mudas e borbul has infectadas (Sempionato et d., 1997).

X. fastidiosa foi origindmente assodada a doenca “Pierce’s discass” (PD) de
viddra (Vitis vinifera L)) na Cdifornia, EUA (Goheen e d., 1973; Hopkins &
Mollenhauer, 1973) e recebeu ete nome por goresentar crescimento lento quando
isolada em meo de cultura (Davis et d., 1978, Wdls et d., 1987). Além de PD em
videira, a bactéria X. fastidiosa causa as doengcas denominadas “dfafa dwarf” (AD) em
dfafa (Medicago sativa L.) (Goheen & d., 1973), “dmond lesf scorch” (ALS) em
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amendoeira (Prunus amygdalus Batsch) (Mircetich et d., 1976), “phony peach diseass”
(PPD) em pessegueiro [P. persica (L.) Basch] (Hopkins & Mollenhauer, 1973), “pear
leaf scorch” (PS) em perera [Pyrus pyrifolia (N.L.Burm.) Naka] (Leu & Su, 1993),
“dm leaf scorch” (ELS) em olmo Ulmus americana L.) (Hearon et d., 1980), “oak leaf
scorch” (OLS) em carvaho (Quercus rubra L.) (Hearon e d., 1980), “mulbery ledf
scorch” (MLS) em amorera (Morus rubra L.) (Hearon e d., 1980), “sycamore leef
scorch” (SLS) em pldano Platanus occidentalis L.) (Hearon et d., 1980), “oleander
leaf scorch” (OS) em espirradeira (Nerium oleander L.) (Purcdl & Saunders, 1999),
“pecan becterid lesf scorch” (PBLF) em  noguerapecan (Carya illinoinenss)
(Seanderlin & Heyderich-Alger, 2000), “citrus variegated chloross’ ou clorose variegada
do citros (CVC) em citros [Citrus sinenss (L.) Osbeck] (Rosstti et d., 1990), “coffee
gem atrophy” (CSA) ou arofia dos ramos do cafedro (ARC) em cafearo (Coffeea
arabica L.) (Paradda Filho e d.,1995) e “plum leaf scdd” (PLS) ou escadadura das
folhas da anexedra (EFA) em amexera (P. saliciana Lind.) (Kitgima et d., 1975),
sendo edtas trés Ultimas de importéncia no Brasl.

X. fastidiosa infecta e coloniza uma grande gama de plantas hogpederas sem
causar doenca (Freitag, 1951; Hopkins & Adez, 1988; Rgu & d., 1983). Alguns
hospederos herbéceos de rdpido desenvolvimento, tas como o fumo (Nicotiana
tabacum) (Lopes et d., 2000) e a vinca (Catharanthus roseus) (Monteiro et d., 2001),
mostram Sntomas em um curto periodo de tempo sendo por iso utilizados em estudos
das interagbes planta-patdgeno-vetor. Em plantas invasoras presentes em  pomares
citricos e em cafezais, a bactéria pode ocorrer, multiplicar-se e movimentar-se de forma
sgémica (Lete & d., 1997; Lopes & d., 2003), mas a importancia dessas plantas como
fonte de indculo do patdgeno paraadisseminacdo da CV C é questionavel.

X. fagtidiosa parece estar associada a0 clima, ja que ocorre principdmente nas
aress tropicais e subtropicais do continente americano (Hopkins, 1989). Existem rdatos
desta bactéria causando doenca em amendoeira na india (Jdndd & Sharma, 1987), em
pereiraem Tawan (Leu & Su, 1993) e em videirana Europa (Berishaet d., 1998).



2.2 Principais doencas causadas por X. fastidiosa no Brasl

2.2.1 Atrofia dos Ramos do Cafeeiro (ARC)

As congantes procuras por possiveis hospederos dternativos de X. fastidiosa
levaram a deteccéo e a0 primeiro relato desta bactéria em vasos do xilema de plantas de
café provenientes das regides de Macauba e Sdo Jose do Rio Preto (Paradda Filho et
a., 1995).

X. fadtidiosa foi origindmente detectada em cafedro aravés dos métodos de
DIBA (“dot immunobinding assay”), ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”),
Wegtern blot e PCR (“polymerase chan reaction”). Posteriormente, Lima et d. (1996) e
Paraddla Filho et d. (1997) observaram-na por meio de microscopio 6tico.

Pantas de café infectadas com X. fastidiosa goresentan encurtamento de
internddios, reducdo do crescimento dos ramos (atrofia), queda prematura das folhas
mais velhas, ocorréncia de tufo de folhas pequenas, cloréticas e deformadas, dém de
reducéo na quantidade e tamanho dos frutos, e secamento dos ramos laeras, que ficam
com o aspecto de uma “varetd’ seca (Lima et d., 1998; Paradda Filho e d., 1997).
Alguns dntomas como 0 amardecimento e crestamento das folhas ndo sfo freqlentes a
ponto de caracterizar a doenca (Takatsu et d., 2001).

S20 sugeridos dois nomes para a doenca em cafedro: “Atrofia dos Ramos do
Cdfeaird” (ARC) ou “Coffee Stem Atrophy” (CSA) devido a ma formacéo (atrofia) e
desfolhamento dos ramos (Prado et d., 2000; Li et d., 2001) e “Requeima do Cafegiro”
(RC) ou “Coffee Ledaf Scorch” (CLS), devido ao dntoma de requeima nos bordos das
folhas (Li et d., 2001; Limaet d., 1998).

Segundo Maidlo et d. (1998), a ARC tem sido observada em todas as regifes
produtoras de café do Bradl, no entanto, ndo se sabe a0 certo se esta causando prejuizos
& lavouras cafedras. Levantamentos redizados em cafezais dos estados produtores
demongtram que a bactéria eta presente na maioria das aress cultivadas do Estado de
S%0 Paulo (Lima et d., 1996) e Tridngulo Mindaro (Tekatsu et d., 2001), tendo ddo

detectada em vaios cultivares de Coffea arabica (Mundo Novo, Catuai Amardo e
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Vermdho), dém do Coffea canephora (Robusta), sendo provadmente mas bem
digtribuida geograficamente que as doengas em citros (CVC) e em ameixeira (EFA).

Segundo Paradela Filho et d. (1997), a populacdo da bactéria nas plantas de café
varia de acordo com a época do ano, sendo menor de janeiro a marco. No entarto, os
sntomas B0 mas evidentes durante o inverno, egpecidmente durante os periodos de
edresse hidrico, provavemente devido a uma maior populacio da bactéria (Lima et d.,
1998). Ja a presenca de X. fastidiosa em plantas de café gparentemente sadias, segundo
Barbosa (2003), seria explicada pda posshilidade de a bactéria auar como um
organismo endofitico nas plantas de café, e que somente uma condicdo de estrese
ambienta, como hidrico, nutriciond e de temperatura, proporcionaria a expressdo dos
sintomas

A presenca de X. fastidiosa em plantas de café tanto em regides adjacentes a
pomares citricos infectados com a bectéria, quanto em regides onde ndo exigem
pomares citricos e, portanto ndo ocorre CVC, levanta a hipdtese de que a disseminagéo
possa ter ocorrido das plantas de café para as plantas de citros, uma vez que adgumas das
cigarrinhas vetoras da CVC também so obsarvadas se dimentando nas plantas de cefé
(Li et d., 2001; Lima e 4., 1996; Prado & d., 2000). Apesar da importancia desta
doencga, pouco = sabe a respato de sua transmissio e epidemiologia, 0 que dificulta o
manegjo da doenca.

2.2.2 Clorose Variegada do Citros (CVC)

O primero rdao de X. fastidiosa (Wels et d., 1987) em vasos do xilema de
plantas de citros ocorreu em 1987 em pomares da regido do norte e do sudoeste dos
Egtados de S2o Paulo e Minas Gerais, repectivamente (Rosstti et a., 1990). Hoje a
CVC, populamente conhecida de “Amardinho’, edd disseminada pelas principas
regides produtoras de citros do pais, inclusve em Sergipe (Leite Jinior e d., 1996) e
Bahia (Santos Filho et d., 1999). Ha rdatos de sua ocorréncia também na Argentina
(Contreras, 1992) e Costa Rica (Rodriguez et d., 2001).
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A primeira observacdo de X. fastidiosa em vasos do xilema de plantascitricas foi
por meo de microscopia eetrbnica (Chagas et d., 1992, Rossetti et d., 1990),
Pogeriormente, esta bactéria foi isolada de plantas de citros Sntométicas e reinoculada
em plantas sadias, fechando-se os pogtulados de Koch (Chang et d., 1993; Lee et d.,
1993). Os métodos de ELISA (Lete Jinior & Leite, 1991), DIBA (Beretta et d., 1993),
Westen blot e PCR também foram utilizados para a deteccdo da bactéria (Lima & d.,
1998).

O principd sntoma da presenca de X. fastidiosa nas plantas de citros € a clorose
foiar, dmila a causada pea deficdéncia de zinco. Folhas mas vehas tornamse
clordticas devido a presenca da bactéria que ja se desenvolveu e habitou os vasos do
xilema. Na supeficie abaxid das folhas surgem lesBes de cor maromclaa que
correspondem & &ess clordticas amardlas na supeficie adaxid. Edtas aess clorticas
podem tornar-se marromescuras ou necréticas, chegando muitas vezes, a codescer
(Rosti et d., 1990).

Plantas severamente aacadas goresentam arofia e diminuicdo da copa, muitas
vezes adquirindo aspecto amardlado, podendo ainda ocorrer queda de folhas, morte de
ponteiros, encurtamento de internddios e aumento de brotagBes nas gemas dos ramos
detados (Laranjeira, 1997). Os frutos de &vores afetadas sGo peguenos e duros,
goresentam dto contelido de aglicar, amadurecem precocemente e sua producéo €
reduzida (Huang & Chiaradia, 1998; Rossetti et d., 1990). Esses frutos, por serem de
baixa qudidade, ndo sfo aceitos no mercado de frutas frescas, nem nas indUdtrias de
processamento de suco (Huang & Chiaradia, 1998).

A incidéncia da CVC encontra-se estvel no Estado de Séo Paulo desde de 1999,
oscilando entre 34% e 36%. Em 2002 ocorreu um aumento para 38,28%, que néo foi
dgnificativo. No entanto, a severidade da doenca e conseglientemente os prejuizos de
perda da producdo tém aumentando com 0 passar dos anos, uma vez que exige uma
tendéncia naturd des plantas com sintomas mas leves dingirem para et&gios mas
avancados da doenca (Raio, 2002).

O sucesso na contencéo desta doenca tem sido devido ap programa de mango
adotado, que envolve a reducéo do indculo da CVC, aravés de poda e/ou erradicacéo de
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plantas sntoméicas, 0 controle das dgarinhas transmissoras € principdmente, a
utilizacdo de mudas catificadas e sadias para a inddacdo dos pomares (Carlos & 4.,
1997; Lopes, 1996).

2.2.3 Transmissao e epidemiologia de X. fastidiosa

A ampla dissaminacdo da CVC no Bradl ocorreu principdmente devido a
comercidizacdo ddiberada de mudas e borbulhas contaminadas com a baectéria X.
fagtidiosa, principdmente para &ess digantes (Lima e d., 1996; Sempionato & 4d.,
1997). A exigéncia de insetos vetores contribuiu para 0 aumento da doenca dentro dos
pomares (Lopes et d., 1996; Roberto et d., 1996), apds o plantio de mudas infectadas.

A doenca que X. fadtidiosa causa em plantas de café anda tem sSdo pouco
edudado, mas segundo Barbosa (2003), a bactéria estd disseminada nos cafegiros das
regides SUl e Zona da Maa de Minass Geras taito em plantas com sntomes
caacteridicos de drofia dos ramos quanto em plantas gparentemente sadias. Nese
mesmo edudo, a doenca foi condatada em cafedros com mas de 10 anos em uma
proporcéo inferior a 50% de plantas infectadas, e a didribuicdo espacid destas plantas
foi caracterizada principalmente, como em reboleras

Egtudos epidemioldgicos paa a CVC modram que a disssminacdo ocorre
principdmente de forma secund&ia, ou sga, de citros para citros dentro dos pomares,
sendo que as principas fontes de indculo sBo pomares vizinhos infectados (Laranjera e
a., 1998) e o periodo de maior disseminacdo da doenca ocorre quando a temperatura
médiaanud e a precipitacdo se devam (Pereira, 2000).

Os instos relatados como vetores de X. fastidiosa 2o insetos sugadores que se
dimentam em vasos do xilema de uma vadta gama de plantas hospederas (Hopkins et
d., 1991) e patencem & familias Cicaddlidee (subfamilia Cicaddlinae), Cercopidae
(Frazier, 1965; Turner & Pollard, 1959) e Cicadidee (Paido et d., 2002). Até o
momento, as dgarinhas confirmadas como vetoras de X. fastidiosa em dtros Sfo:
Acrogonia citrina Maucd & Caviochioli, D. costalimai, O. facialis, B. xanthophis,

Plesommata corniculata (Young), Acrogonia virescens (Metcdf), Ferrariana trivittata
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(Sgnoret), H. ignorata, Macugonalia leucomelas (Walker), Parathona gratiosa
(Blanchard) e Sonesimia grossa (Signoret) (Krlgner et d., 2000; Yamamoto et d.,
2002).

Embora muitas cigarinhas possam a@uar como vetores de X. fastidiosa, a
eficiéncia de aquiscéo e b trangmissfo pode variar em funcdo da espécie envolvida, de
ua dinidade (atratividade e aceitabilidade) com a planta hospedaira (Marucci, 2003,
Purcell & Hopkins, 1996) e do locd de dimentacdo nas plantas (Lopes, 1996).

As dgarinhas adultas, uma vez infectadas, podem trangmitir X. fastidiosa, por
toda sua vida (Severin, 1949), devido a capacidade desta bactéria se multiplicar nos
vetores (Hill & Purcdl, 19958). Apenas na fase de ninfa ocorre perda da capacidade de
tranamissdo da bactéria, devido & ecdises (Purcdl & Finlay, 1979), quando ocorre a
troca da cuticula do gpareho bucad e tubo digestivo anterior (estomodéu), onde a
bactéria se doja (Purcdl, 1994). Apaentemente, a aquiscdo de X. fastidiosa por
cigarinhas ocorre somente mediante dimentacdo dos individuos em plantas infectadas,
néo tendo sdo verificada a passagem da bactéria por transmissfo transovariana (Freitag,
1951).

Na tranamissdo da edtirpe de videra da bectéria X. fastidiosa por Graphocephala
atropunctata (Sgnoret), verificourse que a cigarinha pode adquirir a bactéria em apenas
1 hora de dimentacdo em uma planta infectada, e trangmiti-la para plantas sadias
imediatamente gpGs a aquiscdo, sem haver periodo latente no vetor (Purcdl & Finlay,
1979). G. atropunctata possui dta eficiéncia de tranamissdo (90%) em vidara quando
comparada com as cigarinhas em ditros, cujas €ficéncas vaiam de 1,3% para O.
facialis a 11,7% para B. xanthophis (Krigner et d., 2000). Marucci (2003) observou que
H. ignorata € mas didente na trangmissfo de X. fastidiosa para citros do que B.
xanthophis e O. facialis, mas néo diferiu de D. costalimai .

A tranamissio de X. fastidiosa para plantas de café também ocorre aravés de
insgtos vetores e de modo semehante a0 observado para citros, uma vez que Marucc
(2003) confirmou a transmissio de X. fastidiosa pelas espécies B. xanthophis, D.
costalimai, H. ignoratae O. facialis para o cafeeiro, com diciéncias varidveis de 2,2%
paraH. ignorata a 20% paraD. costalimai.
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A baxa eficdénca de trangrissio pelos insstos vetores em dtros pode estar
rdaciona a baixa populacdo da bactéria nas plantas (Almeda e d., 2001), pois
populagBes da estirpe de videira menores que 10° a 107 UFC/g de tecido reduziram a
eficénciade tranamissio dos insstos vetores (Hill & Purcdl, 1997).

Em pomares citricos, dém de plantas de laanja infectadas com a bactéria,
plantas invasoras também podem savir de resarvatdrio de X. fastidiosa para aquisicio e
tranamissio peo insto vetor para plantas de citros. Lopes e d. (2003) relataram que,
ap0s inoculagdes mecénicas, a populacio da bactéria nas plantas invasoras variou de 10°
a 10° UFC/g de tecido, concentracdo semelhante & encontrada em folhas sintométicas de
citros utilizadas como fonte de X. fastidiosa em experimentos de transmisséo, e relaadas
em plantas de citrosem outro estudo (Almeidaet d., 2001).

Apbs adescoberta ce X. fastidiosa em cafediro e que as cigarrinhas presentes nos
pomares e nos cafezals trangmitem a bactéria, houve preocupacdo com a disseminacéo
entre culturas pois cafezas infectados em areas adjacentes a pomares de laranja podem
edar sarvindo como fonte de indculo, onde os vetores podem adquirir a bactéria e
tranamit-la para plantas de citros (ParadelaFilho et d., 1997).

2.2.4 Semelhangas entre a atrofia dos ramos do cafediro e a clorose variegada do

citros

A ARC e a CVC goresentam semelhancas intrigantes, dém de serem causadas
pela mesma espécie de bactéria Da mesma forma que a CVC, a ARC foi rdaada pela
primera vez na regido noroeste do Edado de Sdo Paulo, em ceafezais locdizados
proximo a pomares de laranja com a CVC (Paradda Filho et d., 1995). Aparentemente,
as duas sf0 trangmitidas pelos mesmos insetos vetores (Lima et d., 1996; Lopes e d.,
1998; Prado, 2000). Recentemente, Marucci (2003) veificou a trangmissio de X
fagtidiosa para o cafedro pelas espécies B. xanthophis, D. costalimai, H. ignoratae O.
facialis, que S0 vetores importantes em citros.
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Li et d. (2001) observaram que um isolado da edtirpe de citros de X. fadtidiosa,
quando inoculado mecanicamente em plantas de café induziu Sntomas semehantes ao
de um isolado da estirpe de cafegiro da bactéria

A edtirpe de cafearo foi mas facilmente detectada pelos testes de ELISA, PCR e
cultura que a edirpe de citros inoculada em plantas de café sugerindo que os nivels
populacionals da edirpe de cafediro nas plantas de café (combinacdo homdloga) sgam
mas dtos que os da edirpe de citros (Li e d., 2001). I¢o € consdente com a
obsarvacdo de multiplicacdo diferencid de X. fastidiosa gpds sua inoculagdo em
hospedeiros com suscetibilidade vaiavd (Fry & Milhdlland, 1990). Tem Sdo reatado
gue a edirpe de citros € morfologicamente, srologicamente e gendticamente semdhante
aedirpe de cafeairo (Coda et d., 2000; Lima et al., 1998; Rosato et a., 1998). Nenhuma
diferenca foi observada entre os isolados de citros e de cafeeiro, ja que as suspensdes
bacterianas reagiram com antissoro  produzido contra X. fastidiosa isolada de plantas de
citros (Paradela Filho ¢ d., 1997), e foi condatada a exiéncia da mesma banda depois
da amplificacdo por PCR com oligonucleotideos especificos para a egtirpe de citros
(Limaet d., 1998; Pooler & Hartung, 1995).

2.3 Variabilidade entre as estirpes de X. fastidiosa

Todas as edirpes de X. fadtidiosas tém sSdo consderadas homogénicas e
classficadas como uma espécie Unica (Wdls et d., 1987). Entretanto, as variagbes
exigentes na gama de hospederos, nivd de “fadtidiosdade’, homologia de DNA,
patogenicidade, caracteristicas moleculares e padrdes de crescimento em meio de cultura
entre os isolados, sugerem a exigéncia de subespécies ou paiovares (Hendson e d.,
2001; Purcdl & Hopkins, 1996). Por outro lado, divissto em subespécies €
contetada pdo fao de dgumas edirpes conseguirem produzir Sntomas semehantes a
de outra estirpe em um hospedeiro comum (Hopkins & Purcell, 2002).

Segundo Hopkins & Purcdl (2002), muitas edtirpes de X. fastidiosa que causam
doencas em plantas, ainda ndo foram testadas quanto a habilidade em causar doencas em
outros hospedeiros, dém dagueles que foram origindmente isoladas. Edes tetes de



13

patogenicidede tém grande utilidade em estudos de ecologia, epidemiologia e controle
de doengcas (Hopkins & Purcdl, 2002), ja que a compreensio da diversdade das
edirpes, de como eas sdecionam seus hospederos e qua 0 seu papd ecoldgico na
vegetacdo nativa, poderda auxiliar a prevenir o desenvolvimento de novas doencas
causadas por X. fastidiosa (Chen et d., 2002).

2.3.1 Variagdes morfolégicas das coldnias de diferentes estirpes de X. fastidiosa

A edirpe de X. fastidiosa de ameixeira desnvolveu ora colonias circulares com
margens onduladas, ora colbnias ovas com magens lisss mes gedmente se
goresentaram  circulares e devadas ou rentes a superficie do meilo BCYE, 8 a 16 dias
gp0s a incubagdo. O didmetro das coldnias variou de 0,1 a 0,9 mm depois de 3 semanas
(Ryuetd., 1982).

Para a edirpe de vinca isolada nos meos PW, SC e BCYE, as colénias s
goresentaram  circulares com  margens  inteiras, convexas, de coloracd branca
opa escente com o didmetro variando de 0,7 a1,0 mm (Davis et d., 1933).

Na edtirpe de pessegueiro, as colbnias priméias isoladas no meio BCYE foram
trandlcidas, redritas, rentes a0 melo e crculares, com margens didintas e didmetro
vaiando de 0,1 a 04 mm (Wels et d., 1983). Poderiormente, Wdls e d. (1987)
descreveram o género Xylella e observaram a exigéncia de dois tipos de coldnias que se
caracterizaram como: @) convexas e abauladas, de coloragdo opaescente lisa com as
margens inteiras, ou b) goresentando 0 centro agpero e irregular com margens finas e
onduladas.

Um estudo com as edtirpes de videira e de amendoeira mostrou que as colonias
decorrentes do isolamento nos melos XF-26, CS20 e PD2 apresentaram coloracéo
branca e opaescente e o didmetro variando de 0,1 a 0,35, 0,04 a 0,43 e 0,08 a 0,40 mm,
respectivamente, gpds 7 dias de incubacdo (Chang & Donddson, 1993).

A edirpe de citros apresentou um periodo de incubacéo de 5 dias no meio PW e
de 7 a 10 dias nos meios PD2 e CS20 (Chang e d., 1993). Em isolamento primério,
Almeida e d. (2001) observaram um periodo de incubacéo de 7 a 8 dias paa os
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isolados da edtirpe de citros nos meios PW e PWG e de 14 a 15 dias no meio BCYE,
com didmetro de colnia variando de 0,46 a 1,40 mm nos diferentes meios.

No primeiro rdato da bactéria X. fastidiosa em perdra em Tawan, Leu & Su
(1993) obsarvaram que a forma gerd das colnias foi convexa, redonda, branca letosa
com a margem lisa, e medindo de 0,1 a 0,2 mm de didmetro depois de 14 dias de
incubacdo a 30°C no meio PD2.

O isolanento da edirpe de cafedro redizado por Lima e d. (1998) reveou
colénias circulares, em forma de clpula, e de coloragdo branca com o didmetro variando
de0,5a1,5 mm, 30 dias apds o isolamento em meio SPW.

Em gad, X fastidiosa tem ddo isolada de tecidos sntoméicos em meos
egpecificos e € caacterizada por ser de crecimento lento em meo de cultura e
gpresentar colOnias pequenas e opalescentes (Banks et d., 1999).

2.3.2 Variag0es serologicas, genéticas e patogenéticas entre as diferentes estirpes de
X. fastidiosa

Embora edudos de patogenicidade demonstram haver certas dinidades entre
adgumas edirpes de X. fastidiosa surgerindo a formacéo de diferentes grupos, estas
mesmas edirpes quando comparadas gendticamente  formam  outros grupos e
demongram a vaidbilidade exigente entre as diferentes estirpes em rdlacdo ap méodo
de diferenciacéo utilizedo.

Hewitt & Houdon (1941) observaram que a incidéncia de X. fagtidiosa em
vinhedos era maior em &ess adjacentes a plantagbes de dfafa que goresentavam a
bactéria, diminuindo a medida que a disténcia entre as plantagBes infectadas aumentava
Pogeriormente, Davis e d. (1980) rdaaram que as doencas em videra, amendoera e
dfafa S0 causadas pda mesma edirpe de X. fastidiosa, e Chen e d. (1992
confirmaram, aravés da técnica de RFLP (“redtriction fragment length polymorphism’),
gue as trés edlirpes gpresentam dta Smilaridade genética (> 0,80), formado o grupo de
videra A edtirpe de videira é patogenicamente didtinta da estirpe de vinca (Davis et d.,
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1983), que esa provavedmente mais proxima das edtirpes de pesseguero e de ameixera
(Chenetd., 1992).

Wells et d. (1981b), observaram que a egtirpe de pessegueiro também produz
sntomas de ecddadura das folhas semdhantes aos da doenca PLS quando inoculada
em plantas de ameixa Poderiormente, Rgu & d. (1982) e Leate Jinior & d. (1998)
também observaram resultados semelhantes.

Plantas de amendoeira ndo modraram sntomas de ALS quando inoculadas com
a edirpe de amexeira, mas Sm quando inoculadas com a edtirpe de videira Com is0, a
edirpe de amexera pode ser didinguida da edtirpe de videra serologicamente por
ELISA ou pea fdta de patogenicidade en amendoara (Wdls et d., 1981a8). Também as
edtirpes de oleandro e de vidara infectam plantas de amendoeira (Hopkins & Purcell,
2002), mas a edirpe de oleandro ndo infecta videra e vice-versa (Purcel et da., 1999).
Sherdd (1993) observou que a inoclacdo cruzeda entre as edtirpes de olmo e plédano
n&o resultou em doenca nos hospedeiros heterdlogos.

Estudos genéticos revelaram dto nivel de homologia de DNA entre as etirpes de
ameixdra, pesseguero, vinca e viddra (Kamper e d., 1985), embora tenha sido
obsarvado que a edirpe de pesseguero nédo causa doenca em videra e viceversa
(Hopkins & Adlerz, 1988). Ja edirpe de pereira goresenta baixa homologia (< 20%) em
relacdo & edirpes de ameixeira, pessegueiro, vinca, videira (Kamper et d., 1985), dfdfa
(Leu & Su, 1993) e outras (Metha & Rosato, 2001).

Chen et d. (1995), através da técnica de RAPD (“random amplified polymorfic
DNA”), observaram dto grau de smilaridade entre sete egtirpes de videira (> 0,93) e
sgte de carvaho (> 0,96), e uma baixa smilaidade (044) quando comparadas &
edirpes de aneixerae devinca

Hatung e d. (1994), dependendo do teste utilizado, encontraram relacéo
sroldgica entre as edtirpes de citros, ambrésa ameicana (Ambrosia §p.), carvaho,
videra e amendoera Também condaaram Smilaridade entre as edtirpes de videirg,
olmo e amorera e entre as edirpes de olmo, ameixara e citros. Pooler e d. (1995)
diginguiram cinco grupos @) formado pela edirpe de ditros, b) formado peas edirpes

de olmo e de ameixeira, ¢) formado pelas edtirpes de videira e de ambrésa americang, d)
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formado pela edirpe de amendoeira e €) formado pela edirpe de amorera. Enquanto que
Minsavage et d. (1994) obsarvaram que as edirpes de citros e vidara pertencem ao
MESMO Qrupo.

Beretta et d. (1997) obtiveram trés grupos diferentes, o de citros, o de amoreira e
um outro formado pelas egtirpes de videira, ambrésa americana, anendoeira e carvaho.
Através da andlise da regido 16S rDNA por RAPD, Chen & d. (2002) observaram que
0S grupos de videra e de citros goresentaram uma estabilidade menor, e a edtirpe de
amorarafol induida no grupo de videira

Hendson et d. (2001) distinguiram trés grupos, o de oleandro, 0 de pessegueiro e
0 de cavaho. A edipe de amendoeira ora foi encaixada no grupo de videra, ora no
grupo de pesseguero ou o se encaixou em nenhum dos grupos.

Qin et d. (2001), através das técnicas de REP, ERIC e RAPD, descreveram trés
grupos, sendo o primeiro composto pelas edtirpes de citros e de cafegiro, 0 segundo com
as de amendoera, videira e ambrésa americana e o terceiro com as de olmo, carvaho e
amexera. Os mesmos grupos também foram obtidos aravés da andise completa da
regido 16S rDNA (Chen et d., 2000).

Metha & Rosato (2001), em um estudo de homologia de DNA, mostraram que as
edirpes de ditros, cafedro, videra e ameixera pertencem a um mesmo grupo e que a
edtirpe de carvaho variou entre 0s grupos.

Wichman & Hopkins (2002), andisando o perfil totd de proteines pdo méodo
DS-PAGE (“dodecyl sulfate polyacrylamide gel eectrophoress’), identificaram quatro
grupos patogénicos das edtirpes de X. fastidiosa: grupo de videra, grupo de ssbugueiro
(Sambucus nigra L.), grupo de carvaho e o grupo de oleandro.

Coda et d. (2000) observaram dta smilaridade entre os isolados de citros e de
cafedro (0,87) e baxa dmilaidade em redacdo a edirpe de viderra (0,65); também
obsarvaram uma baixa dmilaridade entre os isolados da América do Sul e da América
do Norte.

As andlises entre diversos isolados da egtirpe de citros resultaram em baixo nivel
de heterogeneidade (Coletta Filho & Machado, 2002; Qin et d., 2001). Esses resultados
sf0 consdentes com os de Rosao e d. (1998), baseando-se em uma colegéo de
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isolados semdhante. Entretanto, Coletta Flho e d. (2001) observaram uma maor
diversdade genética entre isolados da egtirpe de citros e comentaram que diferenca
pode s devida aos isolados andisados serem de diferentes localidades geogréfices,
com presfes de sdecdo provavemente didintas evidenciando-se assm uma rdacéo
entre agenética X. fastidiosa e a digtribuicdo geogréfica

Li e d. (2002) rdaam que as edirpes de ditros, as quas infectam plantas de
citros e de café (Li e a., 2001) e a edtirpe de cafedro, as quais infectam plantas de café
(Lima & d., 1998, Paadda Filho et d., 1995) sfo capazes de infectar, colonizar e
produzir sintomas da doenca de Pierce (PD) em videras. Segundo Lopes et d. (2000), as
edtirpes de citros e de cafedro s didintas, pois gpresentam diferentes mecanismos de
patogenicidade em fumo e possvdmente em citros e cafedro. Lopes e d. (2003)
obsarvaram que as edirpes de citros e de cafedro somente foram detectadas nes
combinagbes homologas, mas comenta que o reduzido nimero de plantas pode ter
interferido.

Lopes e d. (2003) observaram smilaridedes entre as edirpes de citros e
cafedro, quanto a capacidade de infeccdo e colonizacdo de plantas invasoras gpds

inoculacdo mecanica

2.4 M éodos de deteccdo e quantificagdo de X. fastidiosa

Vaios 5o 0os métodos utilizados na deteccéo de X. fastidiosa em plantas e em
insgtos. O isolamento em meo de cultura é tradiciondmente usado na deteccéo de
bectérias fitopatogénicas, pois dém da deteccdo, posshilita a recuperacdo das cdulas
vidves e, portanto, a quanttificacdo da populacdo no interior da planta aravés da
contagem das unidades formadoras de colénia (UFC). No entanto, a utilizacdo deste
método é dificultada pelo fato de X. fagtidiosa apresentar crescimento lento em meio de
culturae exigr de meio rico em nutrientes (Pooler & Hartung, 1995).

Méodos serolégicos tas como “Wedsen Blot”, DIBA (Beretta et d., 1993;
Paradda Filho & d., 1997) e ELISA (Lete Jinior & Leite, 1991; Paradda Filho & 4.,
1997), que utlizan atticorpos polidonas podem resultar em reagBes inespecificas
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(Chang et d., 1993). O ELISA permite a avdiacdo de um grande nUmero de amodras a
um custo mediano, com um limiar de detecgzo de 10* UFC/mL (Minsavage et d., 1994).

Os pequisadores, de uma maneira gerd, tém preferido desenvolver técnicas de
detecco que permitam uma diagnose rgpida e segura (Coletta Filho et d., 2001), como a
técnica @ PCR Egte méodo tem sdo amplamente utilizado na deteccéo de X. fastidiosa
nes plantas (Minsavage e d., 1994; Paadda Filho et d., 1997; Pooler & Hartung,
1995), pois pemite um diagnddico redivamente rgpido e seguro, com dta
sensihilidade (107 a10° UFC/mL) (Minsavage et d., 1994).

2.4.1 |solamento e cultivo bacteriano em meio de cultura

O méodo de isolamento em meo de cultura é importante, pois permite a
quantificacdo das cdulas vidves da bactéria com dta confiabilidede, desde que a
identidade das colbnias obtidas sga confirmada por outros méodos envolvendo PCR ou
serologia Este méodo gpresenta dguns problemas, tais como a demora na obtencéo dos
resultados (15 a 20 dias), menor sensbilidade quando comparado com o méodo de PCR
e dto risco de contaminacdo, uma vez gque 0s meos Uutilizados sfo ricos em nutrientes
(ColettaFilho & Machado, 2001).

Diversos meios sdo descritos para o0 isolamento bacteriano, dentre des. PD2
(“Pirce's diseass’) (Davis e d., 1980), PW (“peiwinkle wilt Aga”) (Davis & 4.,
1981), PWH (“periwinkle wilt" suplementado com L-hidtiding) (Lee et d., 1993), SPW
(“periwinkle wilt” suplementado) (Hartung et d., 1994) e PWG (“peiwinkle wilt
gdrite’) (Hill & Purcdl, 1995b), que goresentam pequenas modificagbes tais como a
quantidade de resgentes e a mudanca de gdeficantes. JA os meios BCYE (“buffered
charcod yeast extract”) (Wdls e d., 1981a) e CS-20 (Chang & Waker, 1988)
goresentam fontes dternativas de nutrientes. Os mas utilizados para 0 isolanento das
vaias edirpes de X. fagtidiosa sfo o PD2, o BCYE, o PW, o PWS e o CS20
(Campanharo et d., 2003).

Hopkins (1985) desenvolveu um protocolo para estimar a populacdo de cdulas
vidves de X. fastidiosa em viddra com a doenca de Pierce (PD). Egte protocolo foi
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baseedo na contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) em meio de cultura
Slido, dravés de plagueamentos sucessvos das diluicdes Uma modificacdo desta
técnica (Hill & Purcdl, 1995b) foi utilizada em hospederos dternaivos, onde foram
detectadas populactes de 10° UFC/g de tecido com uma sensibilidade tedrica de 10°
UFC/g de tecido amostrado. A mesma técnica foi utilizada com sucesso para quantificar
apopulacéo de X. fastidiosa em citros (Almeida et d., 2001).

O primero isolamento de X. fastidiosa de plantas de citros foi fato em meo
BCYE (Lete Jinior & Lete, 1991), e paa o fechamento dos postulados de Koch usou-
se 0 meio PW (Chang & d., 1993), que proporcionou menor periodo de incubacdo que o
obsarvado no meio PWH (Lee & d., 1993). Poderiormente, desenvolveuse 0 meo
PWS, que mostrou ser mais ficente que o PD2 (Hartung et d., 1994).

Uchibaba e d. (1992) notaram que os melos BCYE e PD3 proporcionaram
maior desenvolvimento das colnias da edirpe de ameixera, e que no meio BCYE
ocorreu maior recuperacdo da populacéo da bactéria

Almeda et d. (2001) compararam os meios BCYE, PW e PWG e dservaram
que os meios PW e PWG foram mais ficientes no isolamento da edtirpe de citros de X.
fagtidiosa das plantas de citros, propiciando menor periodo de incubacdo e maores
tamanhos de colénia Lacava (2000) também observou que o meio PW proporcionou
menor periodo de incubacdo da bactéria, enquanto que o meio BCYE proporcionou
maior massa bacteriana

Para 0 isolamento da egtirpe de cafedro de X. fagtidiosa, ja foram utilizados os
meios PWS (Lima et d., 1996; Lima et d., 1998) e PWG (Maucc et d., 2003), mas
néo foram feitas comparagles entre eles.

2.4.2 Testede" Polimerase Chain Reaction” (PCR)
O teste de PCR provocou uma verdadeira revolucdo na biologia devido asua

facilidade, repidez, versdtilidade e senshilidade. Segundo Coletta Filho (199), havia a

necessdade de uma técnica que detectasse 0 patdgeno, no caso X. fastidiosa, em baixas
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concentracles, que apresentase especificidade em relacdo a0 patdgeno e certa rapidez
na sua execucéo.

Ede tede posshilita a amplificacdo exponencid da squéncia de um DNA
aravés de ciclos repetitivos de sintese de DNA. Cada ciclo de PCR consigte de trés
etapas. d) desnauracdo térmica (92 a 95°C) da fita dupla do DNA; b) andamento sob
temperatura reduzida (35 a 60°C), que vaia dependendo essencidmente do tamanho e
segiiéncia do “prime” utilizado, permitindo a hibridizacéo DNA-DNA de cada “primer”
com as sguéncias complementares que flanqueam a regido dvo; e ¢) extensio das
novas fitas de DNA, produzides aravés da eevacdo da temperaura (72°C) e com a
adicdo de enzima DNA polimerae e de nudectideos (Miller & Joaquim, 1993). A
viaudizacdo dos produtos de amplificacdo € feita sob luz ultravioleta, gpds eetroforese
do DNA em géis de agarose adicionados de brometo de etidio, onde a sua interpretacéo
depende dos propdsitos pelos quais se utiliza a técnica.

A expecificidade do teste deriva do desenvolvimento de sondas (“primers’) de
oligonucleotideos que reconhecem seqUiéncias especificas no DNA do padgeno, no
casn, X. fagtidiosa. Os “primers’ desenvolvidos por Minsavage & d. (1994) néo
disinguem as edtirpes de viddra, de anexdra e de citros e 5o conhecidos como RST31
e RST33, os quas anplificam um fragmento de 700 pares de base (pb). Os “primers’
272-1 e 272-2 externos ndo sfo expecificos para X. fastidiosa, enquanto que o par 0
CVC-1 e 272-2-int S0 especificos a edirpe de citros, diginguindo-a da edtirpe de
videira, mas ndo da edtirpe de cafediro, e amplifican uma regido no genoma da bactéia
com comprimento proximo a 500 pb (Pooler & Hartung, 1995).

Segundo Henson & French (1993), o mé&odo de PCR é dtamente sensive na
deteccdo de X. fadtidiosa, sendo 0 mas recomendado gpesar de ndo permitir sua
quantificacdo. A bactéria tem sdo detectada em diversos hospedeiros pdo méodo de
PCR, tas como em citros (Beretta et d., 1997), videra (Purcdl & Saunders, 1999) e
caediro (Lima e d., 1998) entre outros, com resultados precisos devido a dta
sengbilidade do teste (Pooler & Hartung, 1995).

Um dos empecilhos para ede teste € a extracdo de DNA que pode, em dguns
casos, liberar compogtos que inibem as reagbes de polimerase em cadeia e portanto,
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mascarar a presenca da bactéria nas plantas ou mesmo nos insetos vetores (Pooler et d.,
1997). Mas segundo Paido & Lete Jinior (2001), a dta sensbilidade gpresentada pela
técnicafaz com que aauacdo dos inibidores sgja mascarada.

Os insetos vetores, por goresentarem uma quantidade muito pegquena de bactéria
na cabeca exigem um méodo de deteccdo mas sensivel, como € 0 caso do “nested-
PCR”. Neste tipo de PCR, primeiramente ocorre a amplificagdo do fragmento de DNA
com um par de “primers’ (externos) e, pogeriormente o produto deste PCR serve como
molde para uma segunda amplificacd com um novo conjunto de “primers’ internos a
seguénciaamplificadano primero FCR (Paido & Lete Jnior, 2001).



3MATERIAL E METODOS

O trabdho foi executado no Laboratério de Insstos Vetores (LIV) e casas de
vegetacdo do Depatamento de Entomologia, Ftopatologia e Zoologia Agricola da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queroz” (ESALQ) - Universdede de Séo
Paulo, em Piracicaba. Contou com o gpoio da Prof. Dra. Clarice Garcia Borges Demétrio
e Adriano Ferreti Borgaito, do Departamento de Ciéncias Exatas da ESALQ/USP, e com
a colaboracéo do Prof. Dr. Silvio Aparecido Lopes, da Universdade de Ribeiréo Preto
(UNAERP) e do pesquisador Luis Otavio Saggion Berian, do Indituto Bioldgico que
forneceram isolados de citros e de cafeeiro de vérias locdidades.

3.1 Obtenc&o e manutencéo de plantas-teste

Utilizaram-se mudas de café (Coffea arabica L.) obtidas a partir de sementes do
cultivar Catuai vermdho (clone 99) fornecidas pdo Indituto Agrondmico de Campinas
(IAC) e produzides sob condigbes protegidas no campo experimentd Dr. Alcides
Cavdho, pertencente a Garcafé, em Garga, SP. As mudas de laranja doce (Citrus
snenss (L.) Osbeck), obtides a patir de sementes da variedade Capira, foram
produzidas em vivero tdado pda Empresa Citrogra‘o. Essss mudas iniddmente em
tubetes, foram transplantadas para sacos plagticos de 1 L contendo solo, esterco e arda
na proporcéo 3:2:1. Um més antes das inoculagdes, as plantas de citros foram podadas a
5 cm do s0lo e adubadas com fardado Heringero (NPK + Ca S, Mg e Zn) para a
obtencdo de brotacbes com crescimento uniforme. Apds 2 meses das inoculagles, as
plantas foram transplantadas para sacos plédticos de 4 L. As plantas foram conduzidas
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permanentemente em casa de vegetacdo protegida contra a entrada de cigarinhas
vetoras de X. fastidiosa.

Quando necessiio, aplicorse 0s insticidas Vertimec (abamecting, Novartis,
Bradléia, Suica) e Meotrin (fepropatrina Hokko, Osska, Japdo) para o controle do
minedor-dos-citros e do bicho minaro (cafedro), respectivamente. Semandmente, as
plantas de café foram pulverizadas com uma cada contendo égua + detergente (10:1), o
gue gudou a conter amanifestacZo de bicho mineiro.

3.2 Obtencao e preservacdo dosisolados de bactéria

O isolado da edtirpe de citros de Xylella fastidiosa foi obtido de plantas de laranja
doce infectades cedidas por W. Li (Estacéo Experimental de Citricultura de Bebedouro),
que haviam sdo inoculadas por enxertia, com tecido de laranjeira com CVC da regido
de Bebedouro/SP. O isolado da egtirpe de cafediro foi obtido de plantas de café com
gntomas de ARC, na Fazenda Cambuhy, Ma&o/SP. Edes dois isolados foram utilizados
nos experimentos de inoculacdo. No edudo de caracterizacdo morfologica, foram
incluidos outros cinco isolados de cada edtirpe, provenientes de laranjeiras com CVC
(isolados 10, 18, 34, 35 e 37) e de cafeeiro com ARC (isolados 1, 17, 29, 32 e 33),
representativos de véarias regides dos Estados de Séo Paulo e Minas Gerais (Figura ).

ApGs o isolamento primério (item 3.3.1), todos os isolados foram purificados por
triplice clonagem, io0 € uma Unica colonia foi repicada por trés vezes em meio de
cultura Sdlido “periwinkle wilt gdrite’ (PWG) (Hill & Purcdl, 1995b), sendo que na
Ultima todo o contetido de colbnias da placa foi ragpado com o auxilio de uma dcga de
platina e colocado em tampé@o fosfato sdino (“phospheate buffer ding” — PBS) (10 mM
NaHPO,; 1,7 mM KH,POy; 0,14 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,0) para a obtencéo de
uma suspensio bacteriana concentrada. Edta suspenséo foi agitada com uma micropipeta
e uma diquota de 60 i foi adicionada a criotubos novos e autoclavados contendo 200
nmL do tamp&o de presarvacdo succinato citrato fosfato (SPC) (8,6 mM KoHPO,4; 7,3 mM
KHPOy; 7,3 mM succinato dissodico; 34 mM citrato dissddico; pH 7,0), acrescido de
30% de glicerol e também autoclavado.
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2 Municipios onde foram coletados os isolados de
citros (CVC) de Xyldlla fagtidiosa;

= Municipios onde foram coletados osisolados de
café (ARC) de Xyldlla fastidiosa;

Il M unicipios onde foram coletados isolados de citros
(CVC) ede café (ARC) de Xyldla fagtidiosa.

Comendador
Gomes

(35)

Bebedouro Jeriquara

10

e (CCT6570) (10) Lavras
Paulista (33)
(17 e 18)

Riberao
Preto

Muritinga
do Sul
(32)
Araras

(34)

M atao
(37 e CCTE756)

Hgural - Locdidades de origem dos isolados de Xylella fastidiosa de citros com CVC e
de cafedro com ARC nos Egtados de Séo Paulo e Minas Gerais. Os nimeros
entre parénteses representam 0 nUmero do isolado e a cor representa 0s

isolados de citros (laranja) e de cafearo (verde)
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Edes isolados encontramse devidamente eiquetados e presarvados em
ultrafreezer (-80°C) do Laboratério de Insetos Vetores da ESALQ. Os isolados CCT6570
e CCT6756 encontramse também depostados na Colecdo de Culturas Tropicd da
Fundacéo André Tosdlo (Campinas, SP). Antes da sua utilizacdo nos experimentos, 0s
isolados foram retirados do ultrafreezer e repicados duas vezes em meo de cultura
Solido.

3.3 Méodos de deteccdo e quantificacdo bacteriana utilizados nos experimentos
3.3.1 Isolamento primario e quantificacdo bacteriana em meio de cultura sdlido

Utilizouse 0 método de isolamento priméio de X. fastidiosa em meio de cultura
decrito por Hill & Purcdl (1995b), que foi adgptado por Almeda et a. (2001) para
quantificar a populagéo de X. fastidiosa em plantas de citros. Segundo Almeida et d.
(2001), o limite de deteccio desse método é de 10° UFC/g de tecido vegetd.

O peciolo e a nervura centra de cada amodra foliar foram destacados, com o
axilio de uma lamina cortate edeilizada, e pesados em bdanca semi-anditica
(méximo de 0,10 g/amostra). Em camara asiptica de fluxo laminar (moddo VLFS-09,
Veco, Campines, SP), Uutilizando-se somente materiais autoclavados (120°C/20min),
cada amodira passou por cinco banhos de imersio de 2 min, em recipientes contendo
dcool (92,8%) (uma vez), hipocorito de sodio (2%) (uma vez) e &ua dedilada etéril
(trés vezes) para ederilizacdo superficid. Apds a dednfeccdo, anda na camaa, as
amodras foram cortadas em secgBes de 1-2 mm sobre papd filtro, com o auxilio de uma
lamina cortante esterilizada, e colocadas em tubos de ensaio contendo 2 mL de tampéo
PBS, previamente tampados e autoclavados. Nestes tubos de ensaio as amodiras foram
trituradas em homogeneizador tipo Turrax (moddo MA102, Marconi Equipamentos
para Laboratdrio SA., Piracicaba, SP) por 10 a 15 s, com uma rotacdo da haste giratdria
de, gproximadamente, 20.000 rpm. Entre uma trituracdo e outra, a haste era desinfetada
por imersdo em Iecipientes contendo agua destilada autoclavada (5 s), dcool 92,8% (15
S e novamente agua dedilada autocdlavada (5 ). A suspensio homogeneizada, foi
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diluida 10 vezes na caBmara de fluxo laminar, aravés da tranderéncia de 200 ni. de cada
amostra para um rovo tubo de ensaio contendo 1,8 mL de tampé&o PBS autocdavado.
ApGs a diluicéo, duas diquotas de 20 L de cada amodra foram plagueadas em meio de
cultura Sdlido PWG. As placas foram acondicionadas em estufa a temperatura de 28°C,
sendo avdiadas sob microscopio estereoscdpico aos 14 dias do plagueamento, quanto ao
nimero médio de unidades formadoras de colénia (UFC) nas duas diquotas. As coldnias
de cada amodra foram submetidas ao teste de PCR com oligonudeotideos especificos
para X. fastidiosa (item 3.3.2), para confirmar aidentidade da bactériaisolada.

A concentragdo bacteriana (C), medida em nimero de UFC por grama de tecido
vegetd (UFC/g) foi cdculada com base no peso inicid das amodras foliares e nas
diluigdes do maeid vegad em tampdo PBS, utlizando-se a formula C =
100.(1/p).UFC.(10)", onde n é o fator de diluicio e p, o peso daamostrafoliar (g).

3.3.2 Teste de“ Polymerase Chain Reaction” (PCR)

A extracdo de DNA foi baseada no protocolo desenvolvido por Minsavage et d.
(1994), adaptado para plantas de café por Pinto & Leite (1999), através da otimizacdo na
concentragdo de &cido ascorbico para0,1 M e diluicéo do extrato em 1:100.

Inicidmente, uma porcéo do peciolo e nervura centrad das folhas de cada planta
amodrada foi separada € com o auxilio de uma lamina, cortada em pedacinhos. As
amodras foram maceradas com a guda de um pidilo em cadinho contendo 1 mL de
tamp@o SPC, &cido ascorbico (0,1 M) e 5% de palivinilpalipirrolidona insolivel (PVPP -
Sgma P-6755) previamente lavada com &cido cloridrico (Holben et d., 1988). ApGs a
maceragdo, 100 ni do extrato da planta foi transferido para um tubo tipo “eppendorf”
contendo 900 mL de &gua degtilada e entdo centrifugado a 11.700 rpm por um periodo
de 2 min, gpds 0 qua o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em
1 mL de &ua dedtilada e novamente centrifugado a 11.700 rpm por 2 min. ApGs o
decate do sobrenadante, o novo precipitado foi ressugpendido em uma solucéo
contendo 567 ni de TE (10 mM de Tris HCL; 1 mM EDTA - &dido eileno diamono

tetracético), 30 nL de dodecil sulfato de sodio (SDS, Gibco BRL 15525-017) a 10% e 3
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nL de protenase K (20 mg/mL) (Gibco BRL 25530-015), agitado em “vortex” e
incubado a 37°C por 1 a 1,5 h. A seguir, adicionou-se a cada amostra 100 . de NaCl (5
M), agitourse em “vortex”, acrescentourse 80 L de solucéo de CTAB/NaCl (0,27 M
CTAB - brometo de cdiltrimetilamdnio; 0,7 M NaCl) e mas uma vez agitorse em
“vortex”, incubando-se por 10 min a 65°C. Apés ese periodo, as amosiras
permaneceram por 10 min em temperaura ambiente e poderiormente, adicionou-se 550
nL de doroférmioidcool isoamilico (24:1) em cgpda de exaustéo, agitando-se
manuamente por 10 min e centrifugando-se por 5 min. Em capda, cerca de 700 ni do
sobrenadante obtido na centrifugacéo foi trandferido para tubos novos contendo 420 ni
de dcool isopropilico gdado para a precipitacdo do DNA; os tubos foram invertidos
lentamente e acondicionados em  ultrefreezer (-80°C). Passados 10 min, as amodiras
foram retiradas do ultrafreezer e centrifugadas por 20 min a 11.700 rpm em temperaura
ambiente, sendo 0 sobrenadante removido cuidadosamente. Os precipitados secaram por
cerca de 15 h e em seguida foram ressugpendidos em 50 ni de TE, mantidos em
temperatura ambiente por 1 h e estocados a 4°C para a redizacéo do teste de PCR. O
teste de PCR foi redlizado com aé 2 semanas gpos a extragdo de DNA das amodiras. O
uso do compodo fendl:doroférmio:dcool isoamilico foi diminado do protocolo de
extracd de DNA apds a observacdo prdiminar de que o composto néo influenciou a
deteccdo bacteriana quando os testes foram redlizados poucos dias gpds a extracéo de
DNA.

Paa a amplificacdo do DNA extraido de plantas utlizaaanse os
oligonudeotides (“primers’) CVC-1 (AGATGAAAACAATCATGCAAA) e 272-2-int
(GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT) (Pooler & Hatung, 1995), que amplifican um
fragmento de 500 pb, e S0 especificos para X. fagtidiosa de citros e de cafegiro (Coletta
Flho & Machado, 2001). Segundo Pooler & Hartung (1995), o teste de PCR permite a
deteccBo de 10° bactérias por reecdo de amplificagBo. Os oligonudleotideos foram
induidos na seguinte mistura de reegentes. tampéo 1X (75 mM Tris-HCI (pH 9,0), 2
mM MgCh, 50 mM KCl, 20 mM (NH,)2SO;4 - BIOTOOLS do Brasl); 200 uM de cada
dNTP (10 mM - BIOTOOLS do Brasil); 1 U de Taq DNA polimerase (BIOTOOLS do
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Brasl); 04 uM de cada oligonuceotideo (CVC-1 e 272-2-int) e de 2 nb. (col6nia) a 3
nL (planta) de DNA da amodtra, para um volume find de reagdo de 12 pL. Apés a
misiura edtar pronta, adicionou-se a cada amodra 30 uL de 6leo minerd. A amplificacéo
fo redizada em um termoddador PTC-100 (MJ Research Inc, Watertown, MA 02172,
EUA), programado para as seguintes condigdes 1 cido inicid a 94°C por 4 min,; 30
cidos envolvendo desnaiuragido a 94°C por 1 min, andamento a 60°C por 1,5 min e
extensdo a 72°C por 1,5 min; e 1 cido find de extensdo a 72°C por 10 min, estabilizando
a4°C por tempo indeterminado (Pooler & Hartung, 1995).

ApGs a amplificacdo, adicionouse 2 YL de corante (azul de bromofenal 0,25% e
sacarose 40%) por amodra e o produto da PCR foi visudizado através de detroforese
em gd de agarose (1,5%), em tampdo TBE (44,5 mM Tris, 44,5 mM &cido borico e 1
mM EDTA, pH 8,0) suplementado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio. Os fragmentos
amplificados foram visudizados sob luz UV e documentados em um fotodocumentador
“Eagle Eyell” (Stratagene, La Jolla, CA 92037, EUA).

3.4 Teste de inibicdo de crescimento de Xylella fastidiosa por homogeneizado de

tecido cafeairo

O méodo de isolamento prim&io em meo de cultura (item 3.3.1) é eficiente na
quantificacdo de X. fastidiosa (Hill & Purcell, 1995b); entretanto, deve ser usado em
cans onde o tecido vegatd ndo apresente efdto inibitorio sobre o crescimento
becteriano, uma vez que ese méodo envolve a maceragdo dos tecidos, podendo
interferir na interpretacdo dos resultados (Purcdl & Saunders, 1999). Assm, redizou-se
ese experimento para verificar se ocorre inibicdo de crescimento da edtirpe de cafedro
(isolado CCT6756) de X. fastidiosa por homogeneizado de tecido cafegiro e também s
0 tipo de maceracdo pode afetar 0 crescimento da bactéria. Desta forma comparouse: A)
ugpensdo bacteriana macerada em cadinho na presenca de tecido cafedro; B) suspensio
becteriana macerada em homogenezador tipo Turrax (20.000 rpm por 15 s) com tecido
cafedro; C) somente a sugpensio bacteriana ndo homogeneizada, D)  suspensio
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bacteriana macerada em cadinho sem a presenca de tecido veged; e E) sugpensio
bacteriana macerada em homogeneizedor tipo Turrax sem a presenca de tecido vegetdl.

A partir do isolado CCT6756 preservado a - 80°C e repicado duas vezes em meo
de cultura PWG (item 3.2), prepaouse uma Suspensio com concentracéo de,
goroximadamente, 10° UFC/mL de PBS. Uma diquota de 20 pL desta suspensio
becteriana foi adicionada a tubos de ensdo ou cadinhos contendo 2 mL de PBS
autoclavado, sendo a diluicdo resultante processada conforme os tratamentos descritos
acima. Nos tratamentos A e B foram adicionados 0,1 g de nervura centrd e peciolo de
folhas de cafeairo previamente eterilizado conforme descrito no item 3.3.1.

Apbs os tratlamentos, as amostras foram diluides 10 e 102 e plaqueadas em
meio de cultura Sdlido PWG. A contagem de UFC foi redizada apds 14 dias, obtendo-se
uma média dos dois plagueamentos (item 3.3.1).

O ddineamento experimentd fol interamente casudizado com cinco tratamentos
e quatro repeticdes. Os dados foram transformados para Log UFC/g de tecido e
submetidos a andise de vaiéncia, sendo as médias comparadas peo teste de Tukey
(8<0,05).

3.5 Inoculagdo da egtirpe de citros de X. fastidiosa em plantas de citr os e de café

Um primeiro experimento de inoculagdo da edtirpe de dtros de X. fastidiosa em
plantas de citros e de café foi redizado em janeiro/2002 para confirmar a ocorréncia de
colonizacdo de cafediro pela edirpe de ditros (Li e d., 2001), utilizando-se um isolado
bacteriano digtinto (CCT6570) e outro método de inoculagéo.

Preparou-se uma suspensio concentrada de 10° UFC/mL de PBS do isolado
CCT6570, apds 0 mesmo ter Sdo tirado do ultrafreezer e repicado em meio de cultura
por duas vezes (item 32). A bactéria foi inoculada mecanicamente por agulha nes
plantas-teste conforme descrito por Hopkins (1985), depositando-se uma gota de 5 ni
de suspensdo bacteriana sobre o caule e pefurando-se o locd por cinco vezes com
dfinge entomoldgico ° 0. A inoculacdo foi redizada 1 cm abaixo do primeiro par de
folhas totamente distendido das plantulas de café e de citros, nas horas mais quentes do
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dia e apds uma ondicdo de estresse hidrico da planta, para que as gotas da suspenséo
fossem absorvidas mais ragpidamente (1-3 min). A concentracdo da suspenséo bacteriana
fol quantificada através do plagueamento em meio de cultura PWG.

Foram inoculadas 45 plantas de citros e 45 plantas de café. A testemunha constou
de 15 plantas de cada um dos hospedeiros, as quais foram inoculadas somente com PBS.
A avdiacdo da sobrevivéncia e multiplicacio bacteriana foi redizada 4 meses gp0s a
inoculacéo, determinando-se a proporcdo de plantas infectadas e a populacéo bacteriana
peo méodo de isolamento em meio de cultura Sdlido (PWG) (item 3.3.1). Utilizouse,
também, o teste de PCR para a detecgéo de X. fastidiosa (item 3.3.2).

O ddineamento eddidico utilizado foi interamente casudizado com dois
tratamentos e trés repeticbes, sendo 15 plantas por repeticdo. Os dados de proporcdo de
plantas infectadas em cada hospedeiro foram comparados aravés do teste de diferenca
entre duas proporgdes (Magdhdes & Lima, 2002) e com os dados de quantificacdo
becteriana foram comparadas as populagbes de cdulas viaveis do isolado nas duas
plantas hospedeiras aravés da andise de varidncia, sendo as médias comparadas peo
teste de Tukey (8<0,05).

3.6 Inoculacdo cruzada de estirpes de citros e de cafeeir o de X. fastidiosa em plantas

decitros edecafé

Redizouse 0 experimento de inoculacdo cruzada das edtirpes de citros e de
caedro de X. fagtidiosa em plantas de citros e de café envolvendo diferentes
concentragdes de inoculo, paa s avdiar a sobrevivéncia e multiplicacdo das duas
edirpes e deeminar a doe €fdiva paa infeccdo em cada combinagdo
estirpelhospedeiro.

Inocularamse quatro concentragbes de indculo das edtirpes de citros e de
cafedro de X fadtidiosa nas duas plantas hogpedairas, em dois experimentos digtintos.
No primero, inoculou-se 0 isolado de cafeero CCT6756 (fevereiro/2002) e no segundo,
0 isolado de citros CCT6570 (marco/2002). Os dois isolados foram retirados do
ultrafreezer e repicados em meio de cultura PWG por duas vezes (item 3.2). As colonias
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do segundo repique foram retiradas com dca de platina e homogenezadas em PBS para
0 preparo de uma suspensio bacteriana concentrada (10° - 10° UFC/mL), que foi diluida
em s&ie paa a obtencdo das demais concentragBes. Todas as suspensdes resultantes
foram plagueadas en meio de cultura PWG para a quantificacéo bacteriana (item 3.3.1).

As concentragdes do indeculo obtidas para a estirpe de citros foram 32 x 10°
UFC/mL, 6,2 x 10’ UFC/mL, 3,0 x 1¢° UFC/mL e 5,0 x 10° UFC/mL. Ja para a estirpe
de cafesiro, as concentragdes do indeulo foram 3,0 x 10° UFC/mL, 9,5 x 10" UFC/mL,
7,5 x 10°P UFC/mL e 1,5 x 10* UFC/mL. As suspensies bacterianas foram inoculadas nas
plantas conforme descrito no item 3.5.

Os dois expeimentos foram montados segundo um esguema fatorid, com
delineamerto inteiramente casudizado, sendo um dos fatores a espécie hospedeira
(cefedro e citros) e o outro, a concentracdo do indeulo, totdizando oito tratamentos (2
hospedeiros x 4 doses), com trés repeticdes de 15 plantas. Assm, cada isolado foi
inoculado em 180 plantas de citros e 180 de café, sendo que 20 plantas de cada
hospedero foram inoculadas gpenas com PBS (controle negativo). Os experimentos
foram inddados em daas diferentes, por motivo operaciond (tempo necessaio para
processamento das amostras nos testes de isolamento). As plantas foram etiquetadas e
a6s a inoculagdo (Figura 2A), as pacdas foram dispostas na casa de vegetac@o,
conforme sortelo reglizado através do programa SAS 6.12 (Figura 2B).

Mensdmente, as plantas inoculadas foram avdiadas quanto ao gparecimento de
sntomas de CVC e de ARC. Com 2, 8, 16 e 32 samanas gpos a inoculagdo, foram
redizadas as avdiaches de sobrevivénda e multiplicacdo bacteriana, determinando-se a
proporcdo de plantas infectadas e a populacdo bacteriana pelo méodo de isolamento em
meio de cultura (item 3.3.1). Para confirmar a deteccdo de X. fastidiosa, utilizouse o
teste de PCR (item 3.3.2).
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Fgura 2 - Inoculacdo da bactéria Xylella fagtidiosa em planta de café (A), aranjo das
plantas na casa de vegetacao seguindo 0 sorteio redizado pelo SAS (B)

Para a edimativa de dose efetiva, utilizouse o programa Maple 7.00 e para a
eaboracdo da curva de titulacdo, pelos dados serem de proporcéo de plantas, utilizou-se
uma regressfo binomid do tipo logidica que sfo exemplos de moddos lineares
generdizados (Nelder & Wedderburn, 1972).

O modelo de regressdo logigtico foi usado para o logaritmo das concentragtes do
inbculo bacteriano, observandose que em dguns casns a “deviance’  residud
(generdizacdo da soma de quadrados para a andise de variancia) ndo é proxima ao
nimero de graus de liberdade, evidenciando problemas de disperséo dos dados sendo
que em aguns casos ocorreu variagdo dos dados maor do que o esperado no modelo
binomid (superdisoersfo) e em outros casos edta variagdo foi menor do que esperado no
moddo binomid (subdispersio). Nestes casos, consderourse no moddo um faor de
heterogeneidade (f ). Para os gustes dos dados, foram redizadas regressies lineares,
quando estas foram significativas redizaramse regressies quadréticas e, as quadréticas
quando Sgnificativas redizaram- se regressies clbicas.

A patir da quantificacdo bacteriana, compararamse as populagdes de cdulas
viaveis das edtirpes de CVC e de ARC nas plantas através da andise de variancia, sendo
as médias comparadas pelo teste de Tukey (4<0,05).
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3.7 Variagbes em morfologia e crescimento de colonias em meio de cultura entre

estirpes de X. fastidiosa de citros e de cafeeiro

Isolados de X. fastidiosa de citros e de cafeairo foram comparados quanto a
morfologia e crescimento de colénias em meo de cultura dlido PWG. Sais isolados de
X. fastidiosa de cada hospedero foram coletados em diferentes regifes geogréficas e
purificados conforme descrito no item 3.2, Para a inddacdo dos experimentos, foram
preparadas suspensdes concentradas dos isolados, e redizadas diluigdes seriais de 107,
102, 103, 10, 10™° e 10°®, e somente plagueadas s diluigdes 10° e 10°°, sendo quatro
aiquotas por placaem quatro placas para cada isolado.

No primero experimento foram avdiados trés isolados de citros com CVC
(CCT6570, 18 e 37) e trés isolados de cafeeiro com sintomas de ARC (CCT6756, 32 e
33), quanto ao periodo de incubacdo a 28°C, didmetro de colbnias 15 dias apds o
plagueamento, aspecto morfolégico das colbnias sob microscopio Gtico e mudangas na
coloracéo do meio.

Diariamente, todas as placas foram observadas quanto ao aparecimento de UFC
para a determinacdo do periodo de incubacéo de cadaisolado.

No ssgundo experimento, repetiramse os sas isolados anteriores e foram
acrescentados mais seis isolados, sendo trés da egtirpe de citros (10, 34 e 35) e trés da
egtirpe de cafediro (1, 17 € 29). Andisaram-se 0S mesmos parametros ja descritos.

O diémetro médio das coldnias aos 15 dias apoés a inddacdo dos experimentos
fo avdiado edatidicamente, medindo-se 0 didmetro de 10 colGnias tomadas a0 acaso
por diquota, em 8 diquotas, totdizando 80 colbniagisolado. A medicdo foi redizada
com o auwxilio de uma ocular micromérica Wild (moddo MM 5235; Heerbrugg, Suica)
acoplada a um microscopio estereosoopico. Os dados de didmetro de colnias foram
submetidos a andlise de vaiancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey
(8<0,05).

Em microscdpio Gtico (moddo AXIOLAB, ZEISS com aumentos de 40 e 100
vezes, observou-se a morfologia externa das coldnias, que foram fotodocumentadas pelo
programa“KS300 3.0" (ZEISS).



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Teste de inibicdo de crescimento de Xylella fastidiosa por homogeneizado de
tecido cafedro

A populacdo bacteriana recuperada em meio de cultura sdlido PWG apds
homogeneizacdo de tecido cafedro com suspensio de X. fastidiosa em cadinho ou
triturador tipo Turrax foi maior (F = 7,21; P = 0,002) que as obtidas de suspensies
homogereizadas sem adicdo de tecido da planta (Tabela 1). Quanto aos dais tipos de
homogendzacdo utilizados, cadinho e Turrax, ndo houve diferenca eddidica na
recuperacao das cdlulas viavels tanto na presenca quanto na auséncia de tecido cafedro.

Egde experimento mostra que o tecido de cafeeiro, quando macerado com uma
ugpensio da edirpe de cafedro de X. fastidiosa, ndo inibe o crescimento bacteriano,
mas a0 contr&rio, parece favorecé-lo. Este resultado indica que o método de isolamento
envolvendo homogeneizagdo de tecido vegetd infectado e subseglente plagueamento
em PWG solido (Hill & Purcdl, 1995h), € adequado para o isolamento priméio de X.
fagtidiosa de cafediro e quantificacéo bacteriana.

Em esudo semdhaite Purcdl & Sandes (1999) rdaaran que a
homogenazacZo de suspensdes de X. fastidiosa com tecido vegetd de certas plantas, tas
como, noguera (Junglans hindsii) e cafeeiro Rhamnus californica), liberou inibidores
de crecimento da bactéria No entanto, Hartung et d. (1994) e Almeida & d. (2001)
observaram que a presenca de macerado de tecido citrico esimulou 0 crescimento de
edirpes de citros de X. fastidiosa em meos de cultura Marucc et d. (2003) ndo
observaram €feito inibitorio de tecido de plantas de boldo (Vernonia condensata Baker)
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e de lixeira Aloysia virgata (Ruiz & Pavan)], que sGo hospedeiras de cigarrinhas, sobre

0 crescimento in vitro de umaedtirpe de citros de X. fastidiosa.

Tabea 1. Crescimento da edtirpe de cafedro de Xylella fastidiosa em meo de cultura
solido, 14 dias apds homogeneizacdo com ou sem tecido cafedro

Tratamentos (méodos de homogenei zagéo) Populag tedtenar
Log UFC/g + EPM?
SB.! + peciolo + nervura centra (cadinho) 6,02 + 0,04a°
SB. + peciolo + nervura centrd (Turrax) 5,81 £ 0,15ab
Apenas SB. (nd homogeneizado) 519+ 0,17 bc
Apenas S.B. (cadinho) 502+0,24 c
ApenasSB. (Turrax) 472+022 c

* Suspensao bacteriana (isolado CCT6756) com concentracao de 10° UFC/mL em
tampéo fosfato sdino;

2 Erro padréo damédia;

% Médias seguidas de mesma letra néo diferem etatisticamente pelo teste de Tukey @<

0,05).

4.2 Inoculagdo da estirpe de citros de X. fastidiosa em plantas de citros e de café

Aos 4 meses gods a inoculagdo da edtirpe de citros (CVC) em plantas de citros
(combinacéo homologa) e de café (combinagdo heterdloga), a porcentagem de plantas de
citros infectadas fol edtdigicamente maior que as de café, tanto pdo teste de isolamento
em meio de cultura (Z = 4,87; P = 0,01) quanto pelo teste de PCR (Z = 3,19; P = 0,01)
(Hgura 3).
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Figura 3 - Porcentagem de plantas de citros e de café podtivas para Xylella fastidiosa
por cultura e PCR, 4 meses gpos a inoculacdo com agulha de uma suspenséo
de cdulas (10° UFC/mL) da estirpe de citros (CVC; isolado CCT6570).
Médias com letras diferentes diferem entre 9 pelo teste de Tukey (@ = 0,05)

Além dos dados de porcentagem de plantas infectadas, 0 méodo de isolamento
em meo de cultura pemitiu a quantificacdo da populacdo bacteriana no interior da
planta com eficiéncia assegurada para as duas plantas, j& que tecidos de plantas citricas e
de cafedro néo inibem o crescimento de X. fastidiosa.

A populacdo bacteriana na combinacdo homdloga foi 8,6 vezes maior (Z = 4,87
P = 001) que na heterdloga (Tabda 2). Edtes resultados confirmam que a edirpe de
citros de X. fastidiosa também infecta plantas de café (Li & d., 2001), porém, com
menor eficiéncia A menor incidéncia de infeccdo e populacdo bacteriana na combinacéo
heterdloga se devem, provavemente, a uma menor ainidade da estirpe de citros com a
planta de café modrando que ha multiplicacdo diferencid de X. fastidiosa entre
diferentes hospedeiros, conforme rdatado por Fry & Milholland (1990).
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Tebda 2. Isolamento e quantificacdo populaciond de Xylella fastidiosa em citros e
cafeciro, 4 meses gpds a inoculagio de uma suspensio de cdulas (10°
UFC/mL) daestirpe de citros (CVC,; isolado CCT6570)

Combinacéo Populacdo bacteriana
estirpe/planta (Log UFC/g de tecido+ EPM*)
CVClcitros 6,25+0,1a
CVClcdfedro 532+0,2b
! Erro padréo damédia;

2 Médias sequides de mesma letra ndo diferem edtatisticamente pelo teste de Tukey
(a<0,05).

4.3 Inoculagéo cruzada de estirpes de citros e de cafeeiro de X. fastidiosa em plantas
decitrosede café

Na avdiacdo de 2 semanas gpds a inoculacdo, néo foi detectada nenhuma das
duas egtirpes de X. fastidiosa nas plantas de citros e de café. Estes resultados diferiram
do obtido por Almeida et d. (2001), que isolaram a estirpe de citros (isolado CCT6570)
das plantas de citros com gpenas 1 semana gpos ainoculagzo.

Das quatro concentraces de indculo utilizadas para a edtirpe de cafeeiro (ARC),
as trés maiores (10°, 10’ e 10° UFC/mL) resultaram em infecodes que puderam ser
detectadas por cultura e PCR na combinacd ARC/cafedro, a partir de 2 meses da
inoculacéo (Tabela 3). No caso das inoculagbes com a estirpe de citros (CVC), gpenas as
duas maiores concentragdes (108 e 10”7 UFC/mL) produziram infecodes detectavels em
citros e cafeeiro (Tabelas 4 e 5). Os sintomeas tipicos de CVC somente foram observados
nas plantas citricas inoculadas com a edirpe de citros nas duas maiores concentragies,
108 e 10" UFC/mL, nas taxas médias de 40 e 4,4% das plantas, respectivamente. Para as
inoculagbes da edtirpe de cafedro em citros (combinacdo heterdloga), ndo foi possive
detectar a bactéria em nenhum dos tratamentos por cultura e por PCR, possvemente
peo ndo estabedecimento (ou baixa sobrevivéncia) de infecgbes priméias desta edtirpe
naplantacitrica



Tabela 3. Porcentagem de plantas de café positivas para Xyl ella fastidiosa por culturaou PCR, gpds periodos sucessvos de38

inoculacdo por agulha de diferentes concentracdes de células da estirpe de cafeeiro (ARC; isolado CCT6756)

Concentragéo 2 Meses 4 meses 8 meses % cumulativa (8 meses)
?8 ;2;?%{(; Repeti cao Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR Cullatérs *
[ 20,0 20,0 30,8 0,0 28,6 13,3 53,3 33,3 60,0
10° [ 20,0 33,3 60,0 46,7 50,0 57,1 66,6 73,3 86,6
1 26,6 26,6 86,7 60,0 25,0 6,6 93,3 66,6 100,0
[ 13,3 20,0 42,9 13,3 13,3 14,3 46,6 20,0 53,3
10’ [ 13,3 40,0 53,8 23,1 50,0 40,0 64,3 64,3 71,5
1 20,0 26,6 45,5 26,7 30,8 33,3 53,3 53,3 53,3
[ 6,6 0,0 9,1 0,0 0,0 0,0 6,6 0,0 6,6
10° [ 20,0 13,3 23,1 13,3 46,2 40,0 40,0 40,0 46,6
(1 0,0 6,6 15,4 6,6 0,0 0,0 13,3 6,6 13,3
I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10* [ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0




Tabela 4. Porcentagem de plantas de citros positivas paraXylella fastidiosapor culturaou PCR, gpos periodos sucessivos de39
inoculacdo por agulha de diferentes concentracdes de células da estirpe de citros (CVC; isolado CCT6570)

Concentragéo 2 meses 4 meses 8 meses % cumulativa (8 meses)
do in6culo Repeticéo Cultura +
(UFC/mL) Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR PCR

I 53,3 6,6 73,3 80,0 46,6 26,6 80,0 80,0 93,3
108 [ 33,3 13,3 53,3 73,3 46,2 40,0 86,6 80,0 86,6

[l 66,6 20,0 50,0 53,3 53,3 28,6 93,3 73,3 93,3
I 30,8 13,3 16,6 40,0 7,1 20,0 40,0 53,3 60,0

10’ [ 26,6 13,3 0,0 46,6 20,0 26,6 40,0 60,0 60,0
[l 21,4 13,3 6,6 33,3 6,6 0,0 26,6 40,0 40,0
I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10° ] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
[l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
10° ] 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

[l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0




Tabela 5. Porcentagem de plantas de café positivas paraXylella fastidiosa por culturaou PCR, gpos periodos sucessivos ded0
inoculacdo por agulha de diferentes concentracfes de células da estirpe de citros (CVC; isolado CCT6570)

Concentragéo 2 meses 4 meses 8 meses % cumulativa (8 meses)
?8 ;2;?%{(; Repetiao Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR Cultura PCR Cullatérs *

I 23,1 0,0 6,6 0,0 6,6 0,0 20,0 0,0 20,0

108 [ 45,5 0,0 6,6 6,6 0,0 0,0 33,3 6,6 33,3

[l 0,0 0,0 13,3 6,6 21,4 0,0 33,3 6,6 33,3

I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

107 [ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

[l 11,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11,1 0,0 11,1

I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

10° [ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

[l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

I 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

103 [ 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

[l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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A maor concentragdo de indculo foi a que resultou em maor porcentagem de
plantas infectadas em todas as combinagOes estirpelhospedeiro (Tabdas 35). Para eta
maior concentrac@o, as avaiaghes por cultura e PCR foram redizadas também aos 12
meses gpos a inoculagdo. Os dados de porcentagem cumuldiva de plantas pogtivas para
X. fastidiosa por cultura ou PCR nas trés combinacBes, ARC/cafedro, CVC/citros e
CVClcafedro mogram que a incidéncia de infeccdo aumentou aé aos 8 meses
edabilizando-se aos 12 meses (Figura 4).

As porcentagens médias de plantas infectadas nas combinagbes ARC/cafediro e
CVClcitros foram, em gerd, maiores aos 4 meses apos a inoculagéo (Figuras 5 e 6). Na
combinacd ARCl/cafediro houve uma ostilacdo maor nos dados obtidos por cultura,
ido € aos 2 meses foi detectado um reduzido nimero de plantas infectadas, que
aumentou dragticamente aos 4 meses, e depois declinou abs 8 meses (exceto para a
menor concentrago, de 10° UFC/mL) (Figura 5A). J& na combinagdo CVCdtros, a
porcentagem de plantas podtivas por cultura cresceu mas ragpidamente, aingindo 50%
a0s 2 meses, aumentando aos 4 meses e reduzindo um pouco aos 8 meses (Figura 6A).
Por PCR, no entanto, observouse aumento sgnificativo em incidéncia de infeccéo na
combinacéo CV C/citros gpenas aos 4 meses (Figura 6B).

A combinaggo heterdloga CVClcafediro, na maior concentracio inoculada (10°
UFC/mL), resultou em uma incidéncia de infeccdo semehante a obtida por cultura na
combinacdo ARC/cafedro (22-23%), aos 2 meses (Figuras 5 e 7). Aos 4 meses, no
entanto, observouse um dedinio na porcentagem de plantas infectadas (Figura 7A),
chegando a zero, 12 meses gpds ainoculacéo (Figura 8).

A comparacdo das combinagbes CVCcitros e CVClcafedro na maior
concentracdo de indculo (108 UFC/mL), redizada pelo teste de diferenca entre duas
proporgdes (Magdhdes & Lima, 2002), mosrou que a porcentagem de plantas
infectadas na combinacd homdloga foi maior do que na heterdloga aos 2 (Z = 269; P =
0,01), 4 (Z =5,01; P=0,01) e 8 meses (Z = 4,00; P =0,01) apds ainoculacéo (Figura 8).
O tede de PCR s detectou a bactéria na combinacéo heterdloga aos 4 meses e a
incidéncia de infeccdo foi muito menor do que na combinacdo homdloga (Z = 6/45; P =
0,01) (Figura8B).
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dtros (CVC — 10® UFC/mL) e de cafedro (ARC — 10° UFC/mL) nes
seguintes combinagdes estirpelhospedairo: ARClcafedro (A), CVClcitros (B)
e CVClcafedro (C)
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Figura 5 - Porcentagem média (+ EPM) de plantas de café postivas paa Xylela
fagtidiosa por cultura (A) e PCR (B) @o6s a inoculacdo por agulha de
diferentes concentragbes de cdlulas da edtirpe de cafeciro (ARC; isolado
CCT6756)
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Figura 6 - Porcentagem média (+ EPM) de plantas citricas podtivas para Xylela
fagtidiosa por cultura (A) e PCR (B) gpds a inoculacdo por agulha de
diferentes concentragbes de céulas da edirpe de citros (CVC; isolado
CCT6570).
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Figura 7 - Porcentagem média (+ EPM) de plantas de café postivas paa Xylela
fagtidiosa por cultura (A) e PCR (B) @o6s a inoculacdo por agulha de
diferentes concentragbes de células da edtirpe de citros (CVC,; isolado
CCT6570)
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Figura 8 - Porcentagem média (x EPM) de plantas de citros e de café postivas para
Xylella fagtidiosa por cultura (A) e PCR (B), em diferentes periodos gpds a
inoculacgo por agulha de uma suspensio de cdulas (10° UFC/mL) da estirpe
de citros (CVC,; isolado CCT6570). Para um mesmo periodo, médias com
mesmeas |etras néo diferem entre S pelo teste de Tukey (a = 0,05)
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A compaagdo edatidica entre as duas edirpes em combinagtes homdlogas
(CVvClctros x ARC/cafediro) ndo pdde ser redizada devido aos experimentos terem sido
ingalados em hospederos e dias diferentes, e goresentarem diferencas nas concentragoes
inoculadas. Entretanto, andisando-se os dados obtidos com a maior concentragéo de
indculo testada (10° e 10° UFC/mL em citros e cafediro, respectivamente) (Figura 4),
obsarvou-se que a inoculacdo da edtirpe de citros resultou em maiores porcentagens
cumulatives de plantas infectades. Verificouse, também, um crescimento mais rgpido na
incddéncia de plantas postivas por cultura para a combinecdo CVClcitros, que aingiu
cerca de 50% com apenas 2 meses gpds a inoculagdo no uso da maior concentracéo
testada (108 UFC/mL).

Em estudo semdhante, Li e d. (2001) inocularam mecanicamente as edtirpes de
citros e de cafedro em plantas de café, sendo que cada plantarteste foi inoculada 20 vezes
com a agulha acoplada a seringa A concentracB do indeculo variou de 10° a 10°
UFC/mL. Ap6s 8 meses da inoculacdo, a bactéria X. fastidiosa pdde ser detectada por
PCR em 50% (5 em 10) das plantas de café inoculadas com a edtirpe de cafegro (isolado
CLS-Xf3124) e em 70% (7 em 10) das plantas de café inoculadas com a edtirpe de citros
(isolado CVC-Xf2105). Possvedmente, a maor incidéncia de infeccdo de cafedro pea
edirpe de citros obtida por Li et d. (2001) se deve a0 méodo de inoculagdo, que
envolveu um volume de indculo provavdmente maor que o utlizado na presente
pesquisa (5 pL). Além disso, € possivel que o isolado de citros testado por Li et d. (2001)
sgamals agressvo em cafedro que o utilizado nesta pesquisa.

As curvas de titulacdo e a dose édiva (DE) foram cdculadas utilizando-se os
dados de incidéncia de plantas infectadas obtidos a patir do isolamento em meo de
cultura aos 2, 4 e 8 meses gpos a inoculacdo, separadamente (Tabelas 3 a 5). Utilizaram
s também, os totas cumulaivos de incidéncia obtidos por cultura elou PCR aos 8
meses. Os dados cumulativos de incidéncia foram particularmente adequados para a
elaboracdo de curvas de titulacdo para X. fastidiosa, pois representam um registro globa
das infecghes que se estabeleceram durante o periodo de 8 meses gpos a inoculacéo.
Devido a digribuicéo irregular da bactéria nos vasos do xilema (Mizubuti et d., 1994;
Alves 2003), flutuacdo populaciond (Hopkins, 1985) ou mesmo mortdidade bacteriana
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em certos hospedeiros (Purcdl & Saunders, 1999), os testes de PCR e de cultura podem
néo detectar todas as infecgles exidentes nas plantas-teste em avaiagbes isoladas, tas
COmMo 80s 2, 4 ou 8 meses gpGs a inoculagéo.

O modelo de regressio logidtico foi usado para o logaritmo das doses de inoculo
bacteriano. Os vdores para 0 guste do modelo logistico com ou sem o faor de
heterogenaidede para as combinagdes ARC/cafearo, CVClcitros e CVClcafediro estéo
apresentados na Tabela 6. Em dguns casos, a “deviance’ resdud se diganciou do
nimero de graus de liberdade, evidenciando o problema da dispersdo dos dados. Nestes
cans, 0 moddo é adequado quando o fator de heterogeneidade € incluido. Na
combinacdo ARC/cafeeiro, os modelos logigicos adotados (com P < 0,05) possuem o
preditor linear dado por uma regresséo quadrética aos 2 e 4 meses gpds a inoculagéo €,
por uma regressio linear aos 8 meses (Tabelas 6 e 7). Na combinagdo CVC/citros, 0s
moddos logigicos mas adequados (P < 0,01) possuem o preditor linear dado por uma
regresséo linear (Tabelas 6 e 8). Na combinagéo CVC/cafedro adotou-se 0 modelo
logistico com o preditor linear dado por uma regresséo linear (P < 0,01) (Tabela 6 e 8).
Na avdiacdo com os dados cumulativos os modedos logidicos adotados possuem o
preditor linear dado por umaregresso quadrética (Tabela6, 7 e 8).

Em gerd, as curvas de titulacdo mostraram que a relacéo entre dose de indeulo e
incidéncia de infeccdo € variave dependendo da combinacéo edtirpelhospedeiro. Para
ARCl/cefedro, as curvas obtidas gp0s 4 e 8 meses da inoculagdo mostram um aumento
ggnificativo na proporgéo esperada de plantas infectadas a partir de uma concentragéo
de inéculo de »10° UFC/mL (»In13), ocorrendo estabilizacgo na incidéncia de infecgéo
com concentragdes superiores a 10’ UFC/mL (In16) (Figura9 B,C).
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Tabela 6. Edatidicas obtidas gustando-se 0 modelo logigico aos dados parcias de
proporcéo de plantas postivas para Xylella fastidiosa por cultura aos 2, 4e 8

meses apads ainoculacdo, e para a proporcdo cumulativa aos 8 meses

Pt
Miexsapds - Combinago - B 1 el Deviane’ —Reyesio  Regiesso
inoculacéo edirpelplanta (f) residua _ _
lineer quadrética
ARC/cafedro 0,74 8 9,40 0,001 0,040
2 CvClatros 064 9 9,16 <0,001 0,060
CVClcafeeiro 1,00 9 10,85 <0,001 0,856
ARC/cafearo 1,00 8 10,29 <0,001 0,003
4 CVClctros 0,71 9 10,37 <0,001 0,844
CVClcafeciro 0,25 9 8,53 <0,001 0,846
ARClcafearo 1,58 9 9,19 0,023 0,108
8 CVClcitros 046 9 8,54 <0,001 0,345
CVC/ caedro 0,87 9 9,60 0,009 0,922
ARC/cafedro 1,49 9 9,76 0,001 0,536
Cumuldivo CVClcitros 049 9 8,90 <0,001 0,087
CVClcafeeiro 0,60 9 9,72 <0,001 0,892
* Fator de heterogeneidade (f );

2 Graus de liberdade do residuo:

% Samdhante asoma de quadrados numa andise de variandia;
“ Vaor da probabilidade, P < 0,05 é significativo;
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Tabela 7. Equagbes baseadas no moddo logigtico relacionando concentragdo de indculo
(dose) e proporcédo de plantas infectadas (p) por Xylella fagtidiosa para a
edirpe de cafediro (ARC) em plantas de café aos 2, 4, 8 meses gpds a

inoculacéo
Meses apos Equacio
inoculacéo
e bi O 2
2 In — +=- 18,7244+ 1,8358In(dose) - 0,0479In(dose)
§1- P g
ep 0 2
4 Inc———+=-34,0699 + 3,6577 In(dose) - 0,0962|n(dose)
gl' P g
8 |n§e P 2_ 49957 + 0,2254In(dose)
1- p g
Cumulativo! |n§e1 piﬁ 9= -6,7498+ 0,4490In(dose)
- Pi g

* Equacao obtida com dados cumulativos de proporcao de plantas infectadas aos 8 meses
gpds ainoculacéo.
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Tabela 8. Equagbes baseadas no moddo logistico relacionando concentragdo de indculo
(dose) e proporcéo de plantas infectadas (p) por Xylela fastidiosa para a
egtirpe de citros (CVC) em plantas de citros e de café aos 2, 4, 8 meses apis a

inoculacéo
Meses apos
Hospedeiro Equaca
inoculagéo L0
Citros In p'p 2= . 11,5260+ 0,63461n(dose)
i ﬂ
2
: & p
Cafesiro lng—':: - 18,5696 + 0,9423In(dose)
1- P g
Citros gl 2= . 22,9885+1,2680In(dose)
P
4
Cafesiro |n§e1LL§ = 214,341+ 11,5095In(dose)
- Pig
Citros |n§e1 P 2__ 16,6876+ 0,9042In(dose)
- Pig
8
Cafesiro |n§ P2 512088+ 113716In(dose)
- pl
Citros |n§%9= - 17,3156 +1,0771In(dose)
Cumulativo® 2
Cdfesiro |n§elp'ﬁ 2= 24,0497 +1,2567 In(dose)
B L

* Equaches obtidas com dados cumulaivos de porcentagem de plantas infectadas aos 8
meses gpos ainoculagzo.
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Fgura9 - Curvas de titulagdo obtidas para a rdlagéo entre concentracdo de inoculo (dose)
e proporgéo de plantas infectadas por Xylella fastidiosa aos 2 (A), 4 (B) e 8
meses (C) apds a inoculacdo das edtirpes de cafeeiro (ARC) e de citros (CVC)
em combinagdes homologas (ARC/cafesiro e CVCcitros) e heterdlogas
(CVClcafedro)



53

Para a comhbinacdo CVC/citros, ocorreu um aumento sgnificativo na proporcéo
esperada de infeccdb em concentracdes de indeulo a partir de 10° UFC/mL (In15). Neste
casn, entretanto, ndo s obsarvou uma edtabilizacd na curva de incidéncia com
concentragdes de até 108 UFC/mL (»In18) (Figura 9). Este fato sugere que doses mais
elevadas da edtirpe de citros pderiam resultar em maores taxas de infeccdo em plantas
citricas. Ja no caso da combinacdo heterdloga (CVClcafedro), verificourse um aumento
na incidéncia da infecgdo gpenas com doses superiores a 10’ UFC/mL (In16), baseando-
S na avdiacd com 2 meses g0s a inoculacdo (Figura 9A). Em avdiagbes poderiores
(4 e 8 mexs), a proporcdo de plantas infectadas foi muito baixa mesmo em doses
superiores a 10’ UFC/mL (In16) (Figura 9 B,C), tavez por morte de infecodes primérias
da bactéria gpos dguns meses dainoculacéo.

Andisando-se as curvas obtidas com dados cumulativos de infeccéo aos 8 meses,
obsarvou-se um crecimento na proporcdo  eperada de infeccdo a  patir de
concentragdes de indeulo de 10° UFC/mL (In13) para ambas as combinagdes homdlogas
(CVClcitros e ARC/cafediro), e de 16¢ UFC/mL (In18) para a heterdloga (CV Clcafesiro)
(Figura 10).

Apés 0 guste do moddo logigico foram obtidas as equactes e cdculados os
vaores das doses efetivas (DE) (Tabela9).

Para as combinagbes ARC/cafearo e CVClcitros bram cdculados os vaores de
dose efetiva para 20% de plantas infectadas (DEyo) aos 2, 4 e 8 meses gpGs a inoculagdo
(Tabda 9). Na combinacdo CVClcafedro, devido a baxa proporcdo de plantas
infectadas nas avdiagies aos 4 e 8 meses gpds a inoculagdo, réo foi possivel determinar
as doses efetivas para 20% de plantas infectadas (DEy), sendo determinada nestes casos,
as doses efetivas para 5% (DEs) (Tabea 9). Na avdiacdo com os dados cumulativos, a
baxa proporcdo de plantas infectadas obtides na combinecd CVClcafeairo
impossibilitou a esimaiva da dose efetiva para 50% de infecgdo (DEsp), determinando-
S, neste caso, a dose efetiva para 25% (DEys) (Tabda 9). Tdvez, a utilizacédo de um
méodo mas efidente de inoculacdo, ou a aplicacdo de maores concentragbes ou
volumes de suspensio bacteriana, possibilitaria a estimativa de vadores de DE para taxas
deinfeccéo superiores.
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Fgura 10 - Curvas de titulacdo obtidas para a rdacéo entre concentragéo de indculo
(dose) e proporcédo cumulativa de plantas infectadas por Xylella fastidiosa
ans 8 meses apGs a inoculagio das edirpes de cafedro (ARC) e citros
(CVC) em combinagbes homdlogas (ARClcafesiro e CVClctros) e
heterdlogas (CV Clcafediro)
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Tabela 9. Vaores de dose efetiva (DE) obtidos para as inoculagdes de estirpes de Xylella
fagtidiosa em citros e cafediro, baseando-se em dados de proporcéo de plantas
infectadas aos 2, 4 e 8 meses gpds ainoculagéo

Meses apds Combinaczo DEs DEzo DEzs
inoculacéo Edtirpe/planta (UFC/mL?) (UFC/mL) (UFC/mL)
ARCJcafedro 0,45x10° 0,2Ix10° -2
2 CVClditros 0,75x10° 0,87x10 -
CVClcafediro 0,16x10° 0,83x1¢ -
ARClcafedro 0,38x10° 0,17x10° -
4 CVCcitros 0,73x10’ 0,25x10° .
CVClcafediro 0,83x10° - -
ARClcafedro 0,90x10" 0,90x10" -
8 CV Critros 0,40x10’ 0,22x10° -
CVClcafesiro 0,97x108 - -
ARClcafedro 0,48x107 0,15x10° 0,29x10°
Cumulativo® CVClditros 0,62x10° 0,26x10 0,35x10’
CVClcafesiro 0,20x10° 0,68x10° 0,85x10®

* Vdores de DE obtidos com base em percentuais cumulativos de plantas infectadas aos
8 meses gpds ainoculagao;

2 NUmero de unidades formadoras de colBnias gpds isolamento prim&io em meio de
cultura PWG por mL;

3. valores nép calculados.,

Baseando- e nas curvas de titulagdo obtidas, determinouse a DEs de 0,45 x 108
UFC/mL para ARC/cafediro e de 0,75 x 10P UFC/mL para CVC/citros, a0s 2 meses apds
a inoculacéo (Tabda 9; Figura 9A). Ja para a combinacdo heterdloga CVClcafedro, a
DE; foi de 0,16 x 10° UFC/mL aos 2 meses.

Para os dados cumulativos de infeccdo aos 8 mess , obtiveram-se vaores de
DEs de 048 x 10* UFC/mL para ARC/cafediro, 0,62 x 108 UFC/mL para CVC/ditros e
0,20 x 10° UFC/mL para CVClcafesiro (Tebela 9). A DExs (dose efetiva para 25% de
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infeccd) para a combinacid ARCcafesiro foi de 029 x 10° UFC/mL, e para a
CVC/citros foi de 0,35 x 10’ UFC/mL. J& para a combinacio heterdloga CVClcafesiro, a
DEs foi de 0,85 x 108 UFC/mL.

Cdculaam s intervaos de confianca para os vaores de DEs e DE,q obtidos aos
2, 4 e 8 meses apds a inoculacdo. Para a combinacéo ARC/cafegiro, houve sobreposicéo
de todos os intervaos de confianga (Figura 11), indicando néo haver diferenca edtatistica
entre as doses efetivas obtidas nos diferentes periodos de avdiacdo. Para a combinacéo
CVClcitros, a comparacao dos vaores dos ntervalos de confianca mostra que os vaores
de DEs e de DE;p aos 2 meses gp6s a inoculacdo 2o dgnificativamente menores que 0s
observados aos 4 meses (Figura 12).

A comparacédo dos intervados de confianca obtidos para as combinagbes
CVClcitros e CVClcafeero tanto na avdiagdo aos 2 meses (Figuras 12A e B) quanto na
avdiacdo cumulativa (Figura 13), demongtrou que as doses efetivas (DEs, DE2g e DEys )
foran maores em cafedro. Edes resultados demondraam que a edirpe de citros
precisa de uma maior concentracdo de indculo para infectar plantas de café do que para
infectar plantas de citros. 1st0 ocorre, provavelmente, devido a uma menor capacidade da
bactéria em colonizar uma planta hospedeira diferente da planta de origem.

A reduzida colonizacdo do cafeeiro pela edtirpe de citros ocorreu, possivelmente,
devido a limitagbes a0 movimento da bactéria nos vasos do Xilema, o que pode ter
resultado em perda de viruléncia. A edtirpe de citros também poderia estar agindo como
uma edirpe nédo virdlenta em cafedro, onde a taxa de multiplicacéo inidad sia
semdhante a das edirpes virulentas e no entanto, gpds dingir um pico entraria em
declinio, chegando a morrer na planta (Hopkins, 1985).
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2meses 4meses 8meses

In(dose efetiva)
«

2meses 4meses 8meses

Meses gpds ainoculagéo

Figura1l - Intervalos de confianga para DEs (A) e DEzo (B) obtidos para a estirpe de
cafeeiro (ARC) de Xylella fagtidiosa em plantas de café aos 2 4 e 8 meses

gpds ainoculacéo
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Fgura 13 - Intervalos de confianca para DEs, 20 e 25 Obtidos para a estirpe de citros (CVC)
de Xylella fastidiosa em plantas de citros e de café, baseados em dados

cumultivos de infeccdo gpds 8 meses dainoculagéo

Através da determinacéo das curvas de titulacdo e da dose efetiva pode-se
observar que a egtirpe de cafeeiro demanda concentragdes de indculo mais baixas que a
edtirpe de citros para a obtencéo de proporgdes mais eevadas de infeccdo de plantas em
combinagBes homdlogas. 190 sugere que o cafedro sga um hospedero mas facilmente
colonizdvd, tdvez devido a diferentes faores quimicos, fisolégicos ou mesmo
morfologicos exigentes nas plantas, que possam fadlitar a trandocacéo de X. fastidiosa
no interior deste hospedeiro (Alves, 2003). Barbosa (2003) levantou a hipdtese de que X.
fagidiosa sga um organismo endofitico em cafegiro, mas que pode causar danos e
provocar sSntomas em condicéo de estresse da planta. Esta hipotese é reforcada pelo fato
de que nos dois experimentos de inoculacio (4.2 e 4.3) as plantas de café infectadas ndo
apresentaram nenhum sintoma tipico relatado para a doenca ARC, enquanto que véias
plantas da combinacéo CV C/citros gpresentaram sintomas de CVC.
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O méodo de isolamento em meo de cultura permitiu Ndo SO a deteccdo, mas
também a quantificacdo bacteriana presente no interior da planta Para a combinacéo
ARClcafedro, ndo houve diferenca dgnificativa em populagdo becteriana entre as
concentracdes de indeulo (10°, 107 e 10° UFC/mL) aos 2 (F = 2,70; P = 0,093), 4 (F =
1,14; P = 0,330) e 8 meses (F = 1,86; P =0,172) apds ainoculacdo (Tabela 10). Paraa
combinagdo CVCcitros, também ndo ocorreu diferenca Sgnificativa na  populagio
bacteriana entre as concentragdes (10° e 10’ UFC/mL) aos 2 (F = 4,08, P = 0,049), 4 (F =
0,43; P=0,522) e 8 meses (F = 0,73; P=0,594).

A populagdo bacteriana na combinacdo ARC/cafediro foi mais baixa aos 2 meses
apos a inoculacdo, aingindo picos a0s 4 meses para as concentragdes de inoculo de 10°
(F=8,81; P<0,001), 10" (F = 4,66; P = 0,016) e 10° (F = 12,24; P < 0,001) UFC/mL.
Para a combinacdo CVC/citros, a populacéo bacteriana foi semehante aos 2 e 4 meses,
gpresentando uma reducdo aos 8 meses, na concentracd de 16 UFC/mL (F = 7,02; P =
0,002). Na concentracdo de 10° UFC/mL, a populagio ndo diferiu significativamente a0
longo dos meses (F = 1,34; P = 0,29) (Tabela 10), embora sga perceptivd uma
tendéncia de queda aos 8 meses. Congratando-se os dois hospedeiros, observa-se que a
populacéo cultivave de X. fastidiosa mantémse estvel em citros entre 2 e 4 meses gpds
ainoculacdo, enquanto que em cafeeiro ainda ocorre crescimento neste mesmo periodo.

Andissndo-se as populacbes de X. fadtidiosa nas infecgbes homdloges
(ARC/cafedro e CVClcitros) durante um periodo de aé 12 meses, observou-se uma
flutuacdo populaciond de cdulas cultivaveis semelhante em ambos os hospederos, com
tendéncia de aumento aos 4 e 12 meses gp6s a inoculacdo (Figura 14), que coincidiram
com os periodos de outono (junho/julho) e verdo (fevereiro/margo), respectivamente, e
de queda aos 8 meses na primavera (outubro/novembro). A partir dos 4 meses apos a
inoculacéo, a populacdo bacteriana em cafedro apresentourse superior a observada em
citros.
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Tabela 10. Populacdo cultivave de Xylella fastidiosa em plantas de café e de citros, gpds
vaios mess da inoculacdo de suspensdes de cdulas das edtirpes de citros
(CVC) edecafedro (ARC), respectivamente

ConcentragOes Populacéo bacterianamedia
Etirpe/planta deinoculo (Log UFC/g de tecido? + EPM®)
(UFC/mL)* 2 mees 4 meses 8'mess

_ 10° 525+02aB" 586+0,1aA 501+02aB
ARCl/cafedro

_ 10’ 556+03aAB 599+0l1aA 537+02aB
(Experimento 1)

10° 4,66+ 0,2 aB 563+ 0,2aA 558+ 0,1aA

CVClcitros 10° 536+01aA 550+02aA 4,77+0,1aB

(Experimento 2) 10 498+01aA 514+03aA 454+02aA

= NUmero de unidades formadoras de colbnias por mL de tampéo fosfato sdino;

2 NUmero de unidedes formadoras de coldnias apds isolamento prim&io em meio de
cultura PWG;

3 Erro padréo damédia;

4 Médiss seguidas de mesma letra mindscula na coluna ou maidscula na linha, de um
mesmo experimento, néo diferem entre 5 pelo teste Tukey (@ <0,05).
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Fgura 14 - Populagdo média (+ EPM) de Xylella fastidiosa em plantas de cefé e de
ctros, em periodos sucessvos gods a inoculacdo de uma suspensio de
cdulas das edtirpes de cafesiro (ARC; 10° UFC/mL) e de ditros (CVC; 10°

UFC/mL)
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A comparagdo da edirpe de citros em plantas de citros e de cafedro, na maor
concentraggo de indculo (108 UFC/mL), demonstrou que a populacio bacteriana atinge
nives mas dtos em citros do que em cafedro. IS0 ocorreu em todas as épocas de
avdiacdo, embora a diferenca tenha Sdo sgnificativa gpenas aos 2 meses (F = 17,3, P =
0,001) (Tabda 11). Edes resultados diferem dos obtidos no item 4.2, em que a populacéo
becteriana na combinacdo homdloga foi dgnificativamente superior & obtida na
combinacdo heterdloga, também aos 4 meses gpos ainocul agéo.

Tabda 11. Populacdo cultivave de Xylella fastidiosa em plantas de citros e de &fé apds
Vaios meses da inoculacio de uma suspensio de cdulas (168 UFC/mL) da

edtirpe de citros
Populacdo bacterianamédia (Log UFC'/g de tecido + EPM*
Esimpelplanta pul a0 (Log g )
2 messs 4 mees 8 meses
CVClcitros 5,36+ 0,1 aA° 550+ 0,2 aA 4°77+0,1aB
CVCl/cdfedro 451 + 0,2 bA 489+ 0,2 aA 459+ 04 aA

* NUmeo de unidades formedoras de colOnias apos isolamento prim&io em meo de
cultura PWG;

2 Erro padréo damédia;

3 Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ou maitscula na linha, néo
diferem entre 5 pelo teste Tukey (@<0,05).

De um modo gerd, a populagéo bacteriana das estirpes de cafediro e de citros nas
plantas variou de 10* a 10° UFC/g de tecido. Essss médias populacionais S8 semehantes
& obtides por Almeda e d. (2001) em citros, que inocularam 0 mesmo isolado
(CCT6570) da estirpe de citros nas concentragdes de 10° e 108 UFC/mL.

Os resultados dos experimentos de inoculagdo cruzada de citros e de cafeairo
com diferentes concentragbes de indculo de X. fastidiosa demondram que eda
metodologia é adequada para avdiar a viruléncia das edirpes, a susceptibilidede das
plantas hospedeiras e sua rdacdo com a bactéria, conforme condatado para outros
fitopatdgenos (Ercolani, 1984; Lopeset d., 2001).
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A bactéria X. fastidiosa € patogénica a dgumas espécies de plantas, em gerd
frutiferas, mas possii uma veda gama de hospedeiros dternativos, que podem servir
também como fonte de indculo para a tranamissfo de X. fastidiosa pelos insstos vetores
(Lopes et d., 2003). Algumas edtirpes da bectéria podem provocar doencas em mais de
um hospedeiro, como a edirpe de videra que causa a doenca de Perce (“Ferces
diseasg” - PD) em viddra e exddadura das fohas em amendodra (“Almond lesf
scorch” - ALS). Outras edirpes causam doencas somente nos hospedeiros de origem,
como a estirpe de olmo e de platano (Sherdd, 1993).

Com relacdo aepidemiologia da CVC, € importante levar em consideracéo o fato
de pomares citricos etarem plantados em &ess adjacentes a cafezais que podem
apresentar a bact&ia X. fastidiosa endofiticamente (Barbosa, 2003). Devido a presenca
de insetos vetores comuns trandtando em pomares citricos e cafezais (Lopes et d., 1998;
Marucci, 2003), ha a posshilidade dos cafezais etarem sarvindo tanto de fonte de
inbculo para & cigarinhas adquirirem 0 padgeno e trangmiti-lo para as plantas citricas
(ou vice versa), como de reservatorio onde a bactéria pode se multiplicar e sobreviver na
auséncia de citros. Entretanto, a partir dos resultados gpresentados neste trabaho, pode
s obsavar que as combinagdes heterdlogas (CVClcafedro e ARC/citros) resultam em
infectividade baixa ou nula O estudo de infectividade aravés das inoculagbes cruzadas
maostrou que a edtirpe de citros de X. fastidiosa coloniza as plantas de café, mas depois
de 12 messs ndo € mas detectada por cultura ou PCR, 0 que sugere uma baixa
sobrevivéncia neste hospedeiro apds as infecgdes priméias. Assm, € possivd que o
cafeairo drva como fonte de indculo para aguisicéo e trangmissio da edtirpe de citros
pelas cigarrinhas vetoras, mas tavez por um periodo de tempo limitado.

Deve-se dientar que, em outro estudo, a edtirpe de citros mostrou se patogénica
a0 cafedro, causando sntomas semelhantes aos da doenca ARC (Li et d., 2001). Neste
edudo, verificouse que a taxa inicdad de multiplicacdo da edtirpe de ditros na planta
citrica foi maior do que na de caé o0 que pode reduzir a eficiéncia de aquiscéo e
ubsegliente transmissdo dedta edtirpe por vetores a partir do cafearo. Hill & Purcdl
(1997) mostraram que baixas populagbes de cdulas cultivaveis em plantasforte
reduzem a eficéncia de tranamissfo de X. fastidiosa por vetores para plantas-teste. Esses
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autores ndo observaram transmissfo por vetores quando a populacéo bacteriana naes
plantas-fonte foram merores que 10* UFC/g de tecido.

X. fagtidiosa néo foi detectada em nenhuma planta citrica inoculada com a edirpe
de cafedro. Asam, cafezais infectados com a edirpe de cafedro provavemente ndo
servem como fonte de indculo para a disseminacdo primaia da CVC em pomares de
laranja, a ndo sr que o cafezd edga infectado com a edirpe de citros. Estudos de
inoculacdo cuzada utilizando-se insetos vetores devem ser redizados para sustentar
mehor estas previsdes, consderando-s£ que a@é o momento foram usados apenas
méodos atificias de inoculagdo, com resultados varidveis.

Alguns autores especulam que a associacdo de X. fastidiosa com o cafedro,
causando a doenca ARC, pode sr mais antiga que a CVC em citros, peo fato dos
cdezais serem plantados h&d mais tempo que citros e pea bactéria ja estar amplamente
disssminada em cafezais no Bras| (Paraddla et d., 1995; Li et d., 2001). Postula-se que
a edtirpe de cafedro de X. fastidiosa teria sofrido recombinaces génicas, dando origem
a uma egtirpe que ® adgptou a citros. Esta hipdtese poderia explicar a ndo deteccéo da
edtirpe de cafedro nas plantas de citros, uma vez que edta edirpe ndo edtaria adaptada e,
portanto, ndo conseguiria se desenvolver nas platas de dtros. Segundo Fry &
Milholland, (1990), a inibicdo da multiplicacédo e trandocagéo becteriana em adgumeas
plantas pode ser aribuida a bareras edruturais, inibidores ou substéncias quimicas

presentes nas plantas, que interferem nos graus de viruléncia

4.4 Variagdes em morfologia e crescimento de colénias em meio de cultura entre
estirpes de X. fastidiosa de citros e de cafeeiro

O periodo de incubaco das coldnias de X. fastidiosa no primero experimento
variou de 5 a 7 dias para os isolados de citros e de 7 a 8 dias para os isolados de cafedro
(Tabela 12). No segundo experimento, os periodos foram de 5 a 8 dias para os isolados
de citros e de 6 a 7 dias para os isolados de cafeairo (Tabea 13). Estes vaores sfo
proximos aos obtidos por Chang et d. (1993), que obtiveram colénias da edirpe de
citros de X. fastidiosa no meio PW em 5 dias, e em PD2 ou CS20 gpds 7 a 10 dias. Em
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isolamento priméio, Almeida et d. (2001) observaram um periodo de incubacéo de 7 a
8 dias para o isolado de citros CCT6570 nos meios PW e PWG e de 14 a 15 dias no
meio BCYE.

Tabela 12. Periodo de incubacdo, didmetro de colbnias e coloracdo do meio de cultura
PWG para trés isolados de Xylella fastidiosa provenientes de citros e trés de

cafedro

Hospedeiro Periodode Diangromédio Intervdode  Coloragcéo do
Isolado  incubacdo  decolbnias+ vaiagéo meio gpds 30

deorigem (diz) PV’ (mm) dics
CCTe570 5 090£003% 036-170 Avamahado
Citros 18 061+005c 020-089 Avemdhado

37 5-6 061+002c 037-078 Avemdhado

Cefedro 32 0,72+007b 035-117 Alaranjado

7

CCT6756 7 054+004 ¢ 023-097 Alaranjado
8

33 7 061+005c 023-122 Alaranjado

* Erro padréo damedia;
2 Médias sequidas de mesma letra néo diferem entre s pelo teste de Tukey (&< 0,05).
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Tabela 13. Periodo de incubacdo, didmetro de colbnias e coloracéo do meio de cultura
PWG, para sais isolados de Xyldlla fastidiosa, provenientes de citros e sais de

cafesiro
Hospedeiro Periodode Diangromédio Intervdode  Coloracdo do
deorigem Isolado incubacéo de col (‘)nilasi vaiacéo meio gpos 30
(dias) EPM (mm) dias

29 7 264+007&  1,38-4,18 Alaranjado
1 7 217+005b 089-300 Avamdhado
Cafesiro 17 6 217+0,05b 1,30-299 Avemdhado
CCT6756 6 194+005c¢c 100-372 Avermdhado

32 7 1,18+002 d 0,77-157 Alaranjado

33 7 101+003 e 051-1%4 Alaranjado
34 8 1,26+0,02 d 081-163 Avermdhado
35 8 1,13+0,02 de 0,74-15  Avemdhado
Citros 18 5 112+0,02 de 059-168 Avermdhado
10 7 085+002 f 057-116 Avermdhado
37 5- 076001 f 057-108 Avermdhado
CCT6570 5 0,73+£0,02 f 043-107 Avermdhado

* Erro padréo damedia;

2 Médiias seguidas de mesmalletra néo diferem entre s, pelo teste Tukey (a <0,05).

No primero experimento, o isolado de citros CCT6570 apresentou 0 maior
didmetro médio de colbnia (0,90 mm), seguido pelo isolado de cafeairo 32 (0,72 mm) (F
= 7,64; P = 0,001) (Tabea 12). O diédmetro médio de colbnias dos isolados de citros
variou de 0,61 a 0,90 mm e dosisolados de cafesiro, de 0,54 a 0,72 mm.

No segundo experimento, ocorreu diferenca ggnificativa (F = 4,95; P = 0,001)
entre os isolados de cafedro, que em gerd goresentaram os maiores didmetros medios
de colénia (1,01 a 264 mm) e os isolados de citros, que apresentaram didmetros
menores (0,73 a 1,26 mm) (Tabda 13).

Esses resultados mostram que tamanho de colénia € uma caracteridica bagtante
vaiavd entre experimentos com X. fastidiosa, mesmo padronizando-se os isolados,
meio de cultura nUmero de passagens, tempo de crescimento e temperatura (28°C),
como foi feito neste estudo. O isolado CCT6756 (cafeeiro), por exemplo, apresentou
digmetro médio de colbnia trés vezes maior no 2° experimento (Tabela 13) em relacéo

a0 1° (Tabela 12). Além disso, os intervaos de variagdo em didmetro de colbnias para
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cada isolado foram bagtante devados. Almeda e d. (2001) observaram que o diametro
de colbnia do isolado CCT6570 variou substancidmente (0,46 a 1,40 mm) dependendo
do meio de cultura utilizado e do tempo de crescimento, sendo maior no PVG (1,39
mm) em rdacd ao meio BCYE (043 mm). O didmetro de colonias da edtirpe de
cafedro, isoladasem meio SPW, variou de 0,50 a1,50 mm (Limaet d., 1998).

Nos dois experimentos, 0 exame a0 microscopio Gtico (40 e 100 vezes) de
colénias de isolados de citros, gpds 20 dias do plagueamento, revelou a presenca de
filamentos semdhantes a exopolissacarideos nos bordos das colénias (Figuras 15 e 16).
As colGnias dos isolados de cafedro, no primero e segundo experimentos (Figuras 17 e
18), goresentaram os bordos lisos. As colénias dos isolados de citros foram mais
epessas e convexas, reduzindo a pesssgem de luz emitida pedo  microscopio,
principdmente as colonias do isolado 37, cujos centros Ndo puderam ser observados por
serem escuros (Figura 15E). De um modo gerd, as colnias dos isolados de cefegiro
foram mas facilmente focdizadas e obsarvadas a0 microscopio, por permitirem maor
passagem de luz, gpresentando formas mais abauladas com a coloracéo opdescente e
margens lisas, enquanto que as de citros goresentaram-se Mas convexas, com 0 centro
agpero e margens finas e onduladas. Estas caracteridticas dos isolados de citros e de
cdedro 0 semdhantes & descritas origindmente para colénias de X. fastidiosa por
Welset d. (1987).

A presenca de filamentos a0 redor das colonias isoladas de citros pode ser uma
influénda do meio utilizado (PWG) (Purcdl?), devendo ser inveigada para um mesmo
isolado em diferentes meios de cultura. Entretanto este € um agpecto fenotipico que deve
s levado em condderacéo para a caracterizacdo das edirpes de X. fagtidiosa, e que
parece diginguir as edirpes de citros e cafedro. Tais filamentos foram observados em
todos os isolados de ctros e ediveram ausentes nos vaios isolados de cafedro
andisados no meo PWG.

L PURCELL, A H. (Universidade da Califérnia). Comunicaczo pessodl, 2003.
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No primero experimento, somente para os isolados de citros, observou-se
mudanca na coloracdo do meio de cultura para um tom avermehado, gpds 30 dias do
plagueamento (Figura 19). No segundo experimento, que incluiu um maor nimero de
isolados, a mudanca na coloragéo também foi observada em certos isolados de cafedro,
indicando ndo s esta uma caracteridica especifica dos isolados de X. fagtidiosa de
citros (Figura20).

Deve-se dientar a necessdade de outros estudos com estes isolados, para
verificae e as diferencas morfoldgicas obsarvadas entre des goresentam uma base
genética (diferencas moleculares) e se tém implicagbes na viruléncia e na cgpacidade da
bactériaem colonizar citros (estudos de patogenicidade).
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Figura 15 - Visudizagdo aravés do microscdpio Gtico de uma unidade formadora de
colbnia da edirpe de citros de Xylella fadtidiosa. Isolado CCT6570:

aumento de 40X (A), e 100X (B); isolado 18: aumento de 40X (C), e 100X
(D); eisolado 37: aumento de 40X (E) e 100X (F)
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Gtico de uma unidade formadora de

colbnia da edtirpe de citros de Xyldla fastidiosa. Isolado 10: aumento de
40X (A), e 100X (B); isolado 34: aumento de 40X (C), e 100X (D); e
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Fgura 16 - Visudi

isolado 35: aumento de 40X (E) e 100X (F)
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Figura 17 - Visudizagdo aravés do microscdpio Gtico de uma unidade formadora de
colénia da edirpe de cafedro de Xylela fadtidiosa. Isolado CCT6756:
aumento de 40X (A), e 100X (B); isolado 32: aumento de 40X (C), e 100X
(D); eisolado 33: aumento de 40X (E), e 100X (F)
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Figura 18 - Visudizagdo aravés do microscdpio Gtico de uma unidade formadora de
colénia da edtirpe de cafedro de Xylella fastidiosa. Isolado 1. aumento de
40X (A), e 100X (B); isolado 17: aumento de 40X (C), e 100X (D); e

isolado 29: aumento de 40X (E), e 100X (F)
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Figura 19 - Coloracdo do meio de cultura dos isolados de citros CCT6570, 18 e 37 gods
30 dias do plagueamento

Figura 20 - Coloragdo do meio de cultura dos isolados de dtros CCT 6570, 10, 37, 18,
34, 35 (A) e isolados de cafeeiro CCT 6756, 32, 33, 1, 17 e 29 (B) apts 30
dias do plagqueamento



5 CONCLUSOES

v" Tecido de cafediro, quando homogeneizado com suspensio de células da egtirpe de
caeeiro de Xylela fastidiosa, ndo inbu o crescimento bacteriano apds o
plagueamento da suspensfo resultante em meio de cultura;

v A edirpe de cafedro de X. fastidiosa néo colonizou plantas de citros apés
inoculacdo por agulha, nas concentragdes de indculo avaiadas;

v' Alinoculagdo por agulha da estirpe de citros de X. fastidiosa em cafediro result ou
em baixas taxas de infeccdo, exigindo uma concentracdo de indculo cerca de 10

vezes mais dta do que a necessiria para a mesma taxa de infeccdo (25%) em citros,

v A edtirpe de citros produziu maior concentracdo de cdulas bacterianas cultivaveis
em citros do que em cafedro;

v No hospedero homdlogo, a edirpe de cafeeiro apresentou doses efetivas mas
baixas do que a edtirpe de citros,

v" Nao houve rdacdo entre o didmetro médio das coldnias e o hospedero de origem
dosisolados de X. fastidiosa;

v" Em meo de cultura PWG, os isolados de X. fastidiosa de dtros digtinguiram-se dos

isolados de cafeairo por gpresentarem filamentos nos bordos das colOnias.
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