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RESUMO: Xylella fastidiosa causa doencas de importancia econdmica em diversas plantas cultivadas. No
Brasil, doencas causadas por X. fastidiosa tém se constituido em fator limitante para exploracdo de culturas
como ameixeira e citros. Em cafeeiro (Coffea arabica), a bactéria foi constatada pela primeira vez em 1995
no Estado de S&o Paulo. No presente estudo, foram examinadas 394 amostras de cafeeiro coletadas em 133
propriedades produtoras de café das regides Norte, Norte Pioneiro, Noroeste e Oeste do Estado do Parand. A
presenca da bactéria em cafeeiro foi examinada através do teste de DAS-ELISA, utilizando anticorpo
policlonal especifico para X. fastidiosa, e pela técnica de PCR. No teste de DAS-ELISA 48,8 % das amostras
examinadas das quatro regides cafeeiras do Parana apresentaram resultados positivos para presenca de X.
fastidiosa. Com base na reacdo de PCR utilizando os “primers’ RST 31 e RST 33, 74,9 % das amostras de
cafeeiro das regiGes Norte e Norte Pioneiro apresentaram resultado positivo para presenca da bactéria. Os
resultados obtidos mostraram que a reacéo de PCR foi mais sensivel para deteccdo da bactéria do que o teste
de DAS-ELISA. Isolamentos de X. fastidiosa em meio BCYE foram estabelecidos das amostras de cafeeiro
coletados nas regides Norte, Norte Pioneiro e Noroeste do Parana.
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ABSTRACT: Xylella fastidiosa causes diseases of economic importance in severa cultivated plants. In
Brazil, diseases caused by X. fastidiosa have been a limiting factor for crops such as citrus and japanese
plum. In coffee (Coffea arabica), the bacterium was reported for the first time in the State of S0 Paulo in
1995. In this study, we examined 394 samples of coffee trees collected in 133 coffee plantationsin the North,
Northeast, Northwest e West regions of the State of Parana, Brazil. The presence of the bacterium was
examined by the DAS-ELISA test, using polyclona antibody specific for X. fastidiosa, and the PCR
tecnhique. In the DAS-ELISA test, 48,8 % of the samples of the four coffee growing regions were positive
for the presence of X. fastidiosa. Based on the PCR reaction using the primers RST 31 e RST 33, 74,9 % of
the samples from the North and Northeast regions showed positive results for the presence of the bacterium.
The PCR reaction was more sensitve than the DAS-ELISA test for the dectection of X. fastidiosa in the
coffee samples. X. fastidiosa was isolated in the BCY E medium from coffee samples collected in the North,
Northeast and Northwest regions of Parana State, Brazil.

INTRODUCAO

X. fastidiosa (Wdlls et al., 1987) causa doencas de importéncia econémica em diversas plantas cultivadas
(Hopkins, 1989). No Brasil, doencas causadas por X. fastidiosa tém se constituido em fatores limitantes para
exploracdo de culturas como ameixeira e citros. Em cafeeiro (Coffea arabica L.), a bactéria foi constatada
pela primeira vez em 1995 no Estado de Sao Paulo (Paradela et al., 1995). Cafeeiros infectados pela bactéria
apresentavam ramos com internédios curtos, folhas pequenas, deformadas e cloréticas, e sintomas de
depauperamento generalizado (Paradela et al., 1995). Estudos recentes tem mostrado a presenca da bactéria
associada a cafeeiros em varias regides produtoras dos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e Bahia
(Paradela et al., 1995; Lima et al.,, 1996; Ueno & Leite, 1996). Entretanto, faltam informacbes para
determinar com maior precisdo a extensdo do problema nas diversas regifes cafeeiras do Brasil. O presente
estudo objetivou realizar um levantamento da ocorréncia de X. fastidiosa em cafeeiros nas diferentes regides
produtoras do Estado do Parana

MATERIAL E METODOS
O levantamento da ocorréncia de X. fastidiosa foi realizado nas regiGes Norte, Norte Pioneiro, Noroeste e
Oeste do Parana Foram coletadas trés amostras de cafeeiro em cada lavoura escolhida ao acaso em cada
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regido produtora. Cada amostra foi devidamente acondicionada e encaminhada ao Laboratério de
Bacteriologia e Virologia do IAPAR, Londrina, PR, para exame da presenca de X. fastidiosa. O
levantamento foi realizado nos meses de Setembro a Outubro de 1999 e de Fevereiro aMarcgo de 2000.

O teste seroldgico de ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) empregado para deteccdo da bactéria
nas amostras de cafeeiro foi 0 DAS-ELISA (“Double Antibody Sandwich™) (Clark et al., 1986). Anticorpo
policlonal utilizado no teste de ELISA foi preparado através de injecBes intramusculares de suspensdo de
células totais de X. fastidiosa isolada de ameixeira (isolado IAPAR 9746) em coelho da raca Nova Zelandia
(Leite et al., 1997). O teste de DAS-ELISA foi realizado basicamente conforme o procedimento descrito
anteriormente (Leite et al., 1997). As amostras foram consideradas positivas ou suspeitas para a presenca de
X. fastidiosa quando a média dos valores de absorbancia a 410 nm foi pelo menos trés vezes maior do que 0s
valores médios obtidos para o controle tampao de extracdo (Clark & Adams, 1977).

Na deteccéo de X. fastidiosa através da técnica de PCR, folhas de plantas de cafeeiro foram pesadas (1,5 g) e
processadas conforme descrito anteriormente (Minsavage et al., 1994; Pinto & Leite, 1999). A partir do
extrato diluido, o DNA total da bactéria foi extraido e purificado de acordo com o método de Ausubel et al.
(1987). Sequéncias de DNA genémico foram amplificadas de X. fastidiosa utilizando os “primers’ RST 31
(GCGTTAATTTTCGAAGTCATTCGATTGC) e RST 33 (CACCATTCGTATCCCGGTG) (Minsavage et
al, 1994) e o produto de PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 0,7%. Apos coloracéo
com brometo de etidio (1 mg/ml), o gel foi fotografado com Filme Polaroide 667 preto e branco (Polaroid,
Cambridge, MA, EUA).

O isolamento da bactéria foi realizado para todas as amostras de cafeeiro. Segoes de aproximadamente 3 cm
de ramos de cada amostra foram desinfestadas superficialmente através da imersdo em acool, seguida de
flambagem. As secOes foram cortadas assepticamente e espremidas com auxilio de aicate. A seiva foi
depositada sobre 0 meio de cultura BCYE (“buffered cyteine-yeast extract”) (Hopkins, 1988), através do
toque da superficie do meio com a extremidade da se¢do. As placas foram incubadas a 28°C no escuro e
observadas periodicamente, com auxilio de lupa em aumento de vinte e cinco vezes, por até 30 dias, para
verificagdo da presenca de col6nias de X. fastidiosa (Uchibabaet al., 1992).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No levantamento redlizado para determinar a ocorréncia de X. fastidiosa foram amostradas lavouras com
idades variando entre 1 e 45 anos. As cultivares amostradas no levantamento foram: IAPAR 59, Catuai
Vermelho, Catuai Amarelo, Mundo Novo, Sumatra, lcatu, Icatu Precoce, Icatu Vermelho, Caturra,
Sarchimor Obata, Sarchimor 21, Bourbon Vermelho, Tupy, Catimor, Acaig, IAC 1669-33, e Pindorama. A
presenca de X. fastidiosa foi examinada em 133 propriedades das regides Norte, Norte Pioneiro, Noroeste e
Oeste do Parana, tendo sido coletadas 394 amostras (Tabela 1).

No teste serolégico de DAS-ELISA, a presenca da bactéria X. fastidiosa foi detectada em todas as regides
produtoras, com percentual de amostras positivas variando de 28,6 % a 63,7 % (Tabela 1). A regido Norte
Pioneiro foi a que apresentou maior incidéncia de X. fastidiosa, com 63,7 % das amostras positivas no teste
DAS-ELISA parapresenca da bactéria (Tabela 1).

Na reagcdo de PCR, fragmento de aproximadamente 733 pb foi amplificado com sucesso de amostras de
plantas de cafeeiro (Figura 1). Entre um total de 153 amostras coletadas na regido Norte do Parang, 122
amostras apresentaram resultados positivos para presenca de X. fastidiosa pelo teste de PCR, representando
79,7% das amostras examinadas (Tabela 1). Esse foi 0 maior percentual de amostras positivas para presenca
de X. fastidiosa (Tabela 1). Com base nos resultados obtidos, a reacdo de PCR foi mais sensivel para
deteccdo de X. fastidiosa do que o teste serolégico de DAS-ELISA. Esta maior sensibilidade do teste PCR ja
era esperado visto que este método tem o potencia de deteccdo de X. fastidiosa em torno de 10 a 100
UFC/ml contra uma sensibilidade superior a 10° UFC/ml para o teste de ELISA (Minsavage et al., 1994;
Pinto & Leite, 1999).

Tentativas de estabelecimento de culturas puras da bactéria X. fastidiosa a partir de plantas de cafeeiro pelo
isolamento em meio BCYE foram bem sucedidas. Foram obtidos 17 isolados de X. fastidiosa das 51
propriedades da regido Norte do Parand, 4 isolados das 28 propriedades da regi&o Norte Pioneiro e 1 isolado
das 40 propriedades da regido Noroeste, representando eficiéncia no isolamento de 2,5 a 33,0 % (Tabela 1).
Nas amostras das 14 propriedades da regido Oeste do Parana néo foi obtido nenhum isolado bacteriano.
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Regido N° propriedades Total de amostras % de amostras positivas

cafeeira amostradas examinadas ELISA PCR | solamento
Norte 51 153 52,9 79,7 33,0
Norte Pioneiro 28 80 63,7 70,0 14,0
Noroeste 40 119 28,6 nd® 2,5
Oeste 14 42 50,0 nd 0,0

#nd, ndo determinado.

Tabela 1. Resultado dareacdo de DAS-ELISA, PCR eisolamento da bactéria X. fastidiosa em cafeeiros.
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Figura 1. Amplificac8o de fragmento de aproximadamente 733 pb do DNA gendmico de Xylella fastidiosa utilizando os "primers" RST 31 e RST 33.
Linhas 1 a 27 e 31 correspondem ao fragmento amplificado de amostras de café da Regido Norte do Parana. Linhas 19 e 32 correspondem ao controle
positivo (DNA extraido da cultura 11752 de X. fastidiosa isolada de café). M corresponde ao marcador | digerido com EcoRI e Hindlll.

CONCLUSOES

Embora o teste de PCR sgja mais sensivel que o teste de DAS - ELISA, chegando a detectar entre 10 a 100
células de X. fastidiosa, no presente estudo os dois teste apresentam resultados semelhantes para deteccéo de
X. fastidiosa. Este resultado pode estar relacionado a possivel presenca de grande nimero de células
bacterianas nas plantas infectadas de cafeeiro das regifes Norte e Norte Pioneiro do Parana.

Este trabalho mostra que a bactéria X. fastidiosa esta distribuida amplamente em todas as principais regides
cafeeiras do Estado do Parana
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