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RESUMO: Desde que a bactéria Xylella fastidiosa mostrou ser o0 agente causal da requeima das folhas do
cafeeiro no Brasil, cigarrinhas (Cicadellidae: Cicadellinag) tém sido associadas a vetores potenciais desse
patdgeno no café. Este estudo foi realizado paratestar a transmissdo de um isolado de café de X. fastidiosa
por quatro espécies de cigarrinhas. Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai, Homalodisca
ignorata e Oncometopia facialis. Adultos sadios, obtidos a partir de ninfas criadas em uma planta néo-
hospedeira (Vernonia condensata), foram submetidos aum periodo de acesso a aquisicdo de 48h em uma
planta de café infectada com um isolado de café (isolado CCT-6756). Os insetos foram entéo confinados
em grupos de trés por mudas sadias (Coffea arabica, ‘ Catuai vermelho’, linhagem 99) para um periodo de
acesso a inoculagdo de 48h. Trés repeticdes de 10 mudas inoculadas foram estabelecidas para cada
espécie. Para cada repeticéo, de 13 a 33 mudas ndo expostas aos insetos foram selecionadas como controle
negativo. Como controle positivo, nove mudas por repeticdo foram inoculadas por agulha com uma
suspensdo (10° UFC/mL) da bactéria. Apds seis meses de periodo de incubacdo em viveiro, X. fastidiosa
foi detectada por PCR €/ou cultura em cinco plantas-teste inoculadas por D. costalimai e em mais de 78%
dos controles positivos. Nenhuma planta usada como controle negativo foi positiva para o patégeno e em
nenhuma planta inoculada pelas outras espécies de cigarrinhas foi detectada a bactéria. O experimento

mostrou que D. costalimai transmite o isolado de café de X. fastidiosa para plantas de café.
Palavras-chaves: Coffea arabica, Xylella fastidiosa, vetores, Cicadellidag, estirpe de café.

TRANSMISSION OF Xylella fastidiosa TO COFFEE BY THE SHARPSHOOTER Dilobopterus

costalimai

ABSTRACT: Since Xylella fastidiosa was shown to cause coffee leaf scorch in Brazil, sharpshooter
leafhoppers (Cicadellidae: Cicadellinae) have been listed as potential vectors of the pathogen in coffee.
This study was designed to test transmission of a coffee strain of X. fastidiosa by four sharpshooter

species commonly found in coffee plantations, Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai,
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Homalodisca ignorata and Oncometopia facialis. Healthy adults, obtained from nymphs reared on a non-
host plant (Vernonia condensata) of the bacterium, were submitted to a 48-h acquisition access period on
a coffee plant infected with a coffee strain of X. fastidiosa (isolate CCT-6756). The insects were then
confined in groups of 3 (B. xanthophis, D. costalimai and O. facialis) or 1 (H. ignorata) per plant on
healthy seedlings (Coffea arabica, ‘Catuai vermelho’, line 99) for an inoculation access period of 48 h.
Three repetitions of 10 inoculated seedlings were set up for each species. For each repetition, 13 or 33
seedlings not exposed to the insects were established as negative controls. As a positive control, 9
seedlings per repetition were needle inoculated with a suspension of the bacterium (108 CFU/mI). After a
6-month incubation period in a screenhouse, X. fastidiosa was detected by PCR and culture in 5 test plants
inoculated by D. costalimai. None of the negative control plants were positive for the pathogen. The
experiment shows that D. costalimai can transmit the coffee strain of X. fastidiosa to coffee plants. No
transmission was detected for the other sharpshooter species tested, with 10 months after inoculation.

Key words: Coffea arabica, Xylella fastidiosa, leafhopper vectors, transmisson, coffee strain.

INTRODUCAO

Xylella fastidiosa € uma bactéria fitopatogénica gram-negativa, limitada aos vasos do xilema e
transmitida para as plantas através de cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinag). No Brasil, esta
associada a escaldadura das folhas da ameixa (French & Fdiciano, 1982), clorose variegada dos citros
(Rossti et al., 1990) e requeima das folhas do cafeeiro (ou atrofia dos ramos do cafeeiro) (Paradella Filho
et a., 1995), dém de ter sido detectada em vérias espécies de plantas daninhas (Lopes et a., 1999) e
ornamentais (Ueno et a., 1998; Kitgimaet al., 2000).

Desde a comprovagdo de que X. fastidiosa € o agente causa da requeima das folhas do cafeeiro
(Lima et al., 1998), as cigarrinhas da subfamilia Cicadellinae tém sido apontadas como vetores potenciais
em cafezais, por ja transmitirem esse patdgeno em citros. Onze espécies de cicaddineos ja foram
confirmadas como vetores de X. fastidiosa para laranja doce (Lopes et a., 1996; Roberto et al., 1996;
Krigner et al., 1998; Fundecitrus, 1999; Yamamoto et al., 2000). Para café, no entanto, a transmissdo de
X. fastidiosa por cigarrinhas ainda ndo foi determinada experimental mente.

Dessa forma, o objetivo deste trabaho foi o0 de testar a transmissdo de um isolado de cafeeiro de X.
fastidiosa por quatro espécies de Cicadellinae: Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai,

Homalodisca ignorata e Oncometopia facialis (Figura 1).
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MATERIAL E METODOS

Para os testes de transmissdo, desenvolveu-se um sistema de criagdo de cigarrinhas livres de X.
fastidiosa, em que ninfas recém-eclodidas, obtidas em laboratério, sdo transferidas para desenvolvimento
em plantas sadias ou ndo-hospedeiras de X. fastidiosa. Como ndo € conhecida a ocorréncia da transmisséo
transovariana de X. fastidiosa (Feytag, 1951), ninfas recém-eclodidas sdo livres da bactéria, desde que ndo
se alimentem em uma planta infectada. Caso contrério, a ninfa infectiva perde o indculo ao se desenvolver
em uma plantalivre de X. fastidiosa, ja que a bactéria é perdida a cada ecdise (Purcell & Finlay, 1979).

Para obtenc&o de ovos das cigarrinhas D. costalimai, H. ignorata e O. facialis, adultos coletados
no campo foram confinados sobre plantas citricas por cerca de sete dias. As folhas com posturas foram
retiradas das plantas, mantidas em placas de Petri em uma incubadora a 25 °C e avaliadas diariamente
guanto a eclosdo de ninfas das cigarrinhas. Os peciolos foram envolvidos com algoddo umedecido, para
manutencdo da turgescéncia das folhas. Apds a eclosdo, as ninfas de 1° instar foram transferidas para uma
gaiola de criagdo (50x60x70 cm) com plantas sadias de Vernonia condensata e citros, onde permaneceram
até a emergéncia dos adultos. V. condensata, conhecida vulgarmente por falso-boldo ou aluma, é uma
planta adequada para o desenvolvimento de ninfas de cigarrinhas (Almeida, 1999; Fundecitrus, 2000) e
ndo € hospedeira de X. fastidiosa (R.C. Marucci, comunicagdo pessoa). No caso da espécie B. xanthophis,
adultos coletados em jardins foram confinados sobre plantas de V. condensata para um periodo de
oviposi¢cdo de 15 a 20 dias, no interior de gaiolas teladas de 32x32x50 cm. Apds esse periodo, as plantas
contendo posturas e ninfas eclodidas foram transferidas para caixas de criagd maiores (50x60x70 cm),
para o desenvolvimento dos insetos até o estadio adulto.

Adultos sadios obtidos nesse sistema de criacdo foram confinados sobre plantas de café infectadas
com um isolado de cafeeiro de X. fastidiosa (CCT6756, Fundagcdo André Tosello, Campinas, SP), envoltas
por um tecido do tipo “voil”, para um periodo de acesso a aquisicdo de 48h em casa de vegetacdo. A
seguir, os insetos foram confinados sobre mudas sadias de café (Coffea arabica, ‘ Catuai vermelho’, clone
99), através de gaiolas de isopor com duas faces revestidas por voil e presas por elastico, para um periodo
de acesso ainoculacéo (PAI) de 48h. Cada planta-teste foi inoculada por um grupo de trés insetos, exceto
no caso de H. ignorata, em que foi utilizado apenas um individuo por planta, devido a dificuldade de
coleta de insetos desta espécie. Apds o PAI, as cigarrinhas foram retiradas das gaiolas e as plantas foram
transplantadas para vasos maiores e mantidas sob condi¢des protegidas de viveiro telado. Entre 6 e 10
meses apds a data de inoculagdo, as plantas-teste foram avaliadas quanto a infecgdo por X. fastidiosa

através de isolamento em meio de cultura (Almeida et al., 2001) e PCR. Para o PCR, realizou-se extracdo
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de DNA das plantas conforme o protocolo de Minsavage et a. (1994), modificado por Pinto & Leite
(1999), seguida de amplificagdo com oligonucleotideos (CVC1/272-2 int) especificos para a X. fastidiosa
de citros (Pooler & Hartung, 1995) e de cafeeiro (H.D. Colleta Filho, comunicacdo pessoal).

O experimento constou de trés repeticbes, com 10 mudas inoculadas por repeticdo, para cada
espécie de cigarrinha. Em cada repeticdo, 13 (repeticfes | e 1) ou 33 (repeticéo 111) mudas de café ndo
expostas aos insetos foram mantidas como controle negativo; como controle positivo, nove mudas de café
foram inoculadas mecanicamente (agulha) com uma suspens3o de »10° unidades formadoras de coldnia
(UFC)/mL do isolado CCT6756 de X. fastidiosa. Pelo fato de terem sido usados grupos de cigarrinhas na
inoculagdo das plantas-teste, a taxa de transmisso por um Unico individuo foi estimada conforme
Swallow (1985).

Para uma avaliagcdo comparativa da eficiéncia de transmisséo das estirpes de cafeeiro e de citros de
X. fastidiosa, foram conduzidos, simultaneamente, testes de transmissdo de um isolado de citros da
bactéria (CCT6570, Fundagdo André Tosello, Campinas, SP) pela cigarrinha D. costalimai. Utilizaram-se,
em citros, 0s mesmos procedimentos descritos para a aquisi¢ao e inoculagdo do isolado de cafeeiro, exceto
a bactéria, que foi adquirida pelas cigarrinhas de uma planta citrica infectada e transmitida para
“seedlings’ sadios de laranja doce (Citrus sinensis), variedade Westin. Foram inoculadas trés repeticoes
de 10 plantas-teste, mantendo-se, para cada repeticdo, 15 plantas ndo expostas a insetos, como controle

negativo, e 8 plantas inoculadas mecani camente, como controle positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

X. fastidiosa foi detectada por PCR e cultura em cinco mudas de café inoculadas por D. costalimai
e na maioria (>78%) das plantas inoculadas mecanicamente (controles positivos), nas avaliagdes
realizadas entre 6 e 10 meses apds o PAI (Tabela 1). O patégeno ndo foi detectado por PCR ou cultura nas
plantas de café inoculadas pelas demais espécies de cigarrinhas e em nenhuma das plantas mantidas como
controle negativo. Baseando-se nas estimativas da taxa de transmissdo por um Unico individuo, a
cigarrinha D. costalimai transmitiu X. fastidiosa (isolado CCT6756) para café com uma eficiéncia média
de 6,2% (Tabela 1). Para as plantas de citros inoculadas nas mesmas condigdes, D. costalimai transmitiu o
isolado de citros (CCT6570) com eficiéncia média de 6,4% (Tabela 2).

Das quatro espécies de cigarrinhas testadas, somente D. costalimai transmitiu o isolado de cafeeiro
de X. fastidiosa entre plantas de café, até o momento. Embora os dados sgjam ainda preliminares,

coletados com apenas 6 a 10 meses da inoculagdo, 0 pequeno nimero de plantas positivas para a bactéria
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nos testes com cigarrinhas sugere gque a eficiéncia de transmissao da estirpe de café é baixa (<10%), o que
também foi verificado para a estirpe de citros em estudos anteriores. Kriigner et a. (1998) e Y amamoto et
a. (2000) constataram uma eficiéncia de transmissdo em citros variavel de 1 a 12%, para varias espécies
de cigarrinhas. Em contraste, a estirpe de X. fastidiosa que causa a doenca de Pierce em videira €
transmitida pela cigarrinha Graphocephala atropunctata com eficiéncia superior a 90%, durante um PAI
de apenas 3h (Purcell & Finlay, 1979).

Acredita-se que 0 mecanismo de transmissdo por vetores sga muito semelhante para as véarias
estirpes de X. fastidiosa, podendo, no entanto, haver variagbes em algumas caracteristicas, como: tempo
necessario para a aquisicdo ou inoculagdo pelo vetor, periodo latente, eficiéncia de transmisséo,
persisténcia da bactéria no vetor e periodo de incubagdo na planta ap6s inoculagdo pelo vetor (Lopes,
1996). Os dados da presente pesquisa mostram gue o vetor D. costalimai transmite a bactéria para citros e
café com eficiéncia semelhante (»6%). Em citros, entretanto, parece haver variacdo na eficiéncia de
transmissdo entre as espécies vetoras, sendo que as espécies da tribo Cicadellini (B. xanthophis e D.
costalimai) transmitem X. fastidiosa com maior €eficiéncia que as da tribo Proconiini (O. facialis e H.
ignorata) (Krlgner et al., 1998; Yamamoto et al., 2000). Uma andise comparativa da eficiéncia das varias
espécies de cigarrinhas na transmissdo de X. fastidiosa em café somente sera possivel apos o término da
avaliagdo do experimento, com 18-24 meses apés as inocul agoes.

Tabela 1 - Deteccéo de Xylella fastidiosa em plantas de café inoculadas por quatro espécies de cigarrinhas

Espécie (tratamento) Repet.  No. de plantasinocul adas® Proporcéo de plantas positivass  Taxa de transmissio

Cultura PCR Tota (P)°
B. xanthophis | 10 0/10 0/10 0/10 0
1 10 0/10 0/10 0/10 0
1 3 0/3 0/3 0/3 0
D. costalimai | 10 1/10 1/10 1/10 0,035
1 10 /10 2/10 2/10 0,072
11l 9 2/9 2/9 2/9 0,080
H. ignorata | 10 0/10 0/10 0/10 0
1 10 0/10 0/10 0/10 0
11l 10 0/10 0/10 0/10 0
O. facialis | 10 0/10 0/10 0/10 0
Il 7 0/7 0/7 0/7 0
Controle negativo® I 13 0/13 0/13 0/13 NAT
1l 13 0/10 0/13 0/13 NA
11l 33 -9 0/33 0/33 NA
Controle positivo® I 9 5/9 719 719 NA
1l 9 5/9 7/9 8/9 NA
1l 9 - - NA

%Cada planta-teste foi inoculada por um grupo de trés individuos, exceto no caso de H. ignorata, em que foi utilizado

apenas um inseto por planta.

POs testes de deteccao foram realizados entre 6 e 10 meses ap6s a inoculacao.

“Taxa de transmissdo por um individuo, estimada pela férmula P = 1-(1-1)Y%, em que I corresponde & proporcéo de plantas
positivas e K ao nimero de insetos por planta (Swallow, 1985).
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Pl antas-teste ndo expostas &s cigarrinhas.

*Plantas-teste inoculadas mecanicamente por agulha com suspensio de X. fastidiosa (isolado de cafeeiro), na
concentracdo de 10° UFC/m.

'NA: nao aplicavel.

9N&o testado.

Tabela 2 - Deteccdo de Xylella fastidiosa em plantas de citros inoculadas por D. costalimai

Proporc&o de plantas positivas’ Taxade
Tratamento Repet N° plantas transmissio

inoculadas® Cultura PCR Total (P°

D. costalimai I 10 3/10 4/10 4/10 0,157

I 10 0/10 0/10 0/10 0

I 10 1/10 - 1/10 0,035
Controle negativo® [ 15 0/15 0/15 0/15 NA'
I 15 0/15 0/15 0/15 NA
Il 15 -9 - - NA
Controle positivo® [ 8 5/8 4/8 5/8 NA
I 8 6/8 8/8 8/8 NA
11 8 - - - NA

%Cada planta-teste foi inoculada por um grupo de trés individuos, exceto no caso de H. ignorata, em que foi utilizado
apenas um inseto por planta;

POs testes de deteccao foram realizados entre 6 e 10 meses ap6s a inocul agao;

“Taxa de transmissdo por um individuo, estimada pela férmula P = 1-1-1)Y%, onde | corresponde a proporcéo de
plantas positivas e K ao nimero de insetos por planta (Swallow, 1985);

9Pl antas-teste ndo expostas as cigarrinhas;

*Plantas-teste inoculadas mecanicamente por agulha com suspensdo de X. fastidiosa (isolado de citros), na
concentragdo de 10° UFC/m;

'NA: ndo aplicavel;

9N&o testado.
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Figura 1 - Espécies de cigarrinhas testadas: (A) Bucephalogonia xanthophis, (B) Dilobopterus costalimai, (C) Homalodisca
ignorata e (D) Oncometopia facialis.
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