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RESUMO: A familia Solanaceae e a familia Rubiaceae sao filogeneticamente muito proximas, pertencendo ao mesmo
grupamento taxondmico (Asterid 1) das dicotiled6neas. Esta similaridade foi comprovada ap6s extensiva andlise
molecular do repertério de genes entre tomate (Solanum lycopersicum) and Coffea canephora, onde foi observada uma
quase perfeita correlacdo de diversas regides gendmicas entre estas duas espécies. Plantas da familia Solanaceae
representam o principal grupo de espécies hospedeiras da bactéria vascular Ralstonia solanacearum, causadora da
murcha-bacteriana. No presente trabalho, foi investigado se o cafeeiro (Coffea arabica) ¢ também é uma planta
hospedeira desta bactéria, indicando que o processo de co-evolucéo deste patossistema pode ter iniciado antes mesmo
da divergéncia destas duas familias botanicas. Testes de patogenicidade com nove isolados de R. solanacearum, de
diferentes procedéncias e hospedeiras, foram conduzidos em mudas de cafeeiro das cultivares ‘Catucai’, ‘Catuai
Amarelo’ e “Catuai Vermelho’. A inoculagdo foi conduzida via imersao de raizes podadas em suspensao bacteriana (10°
ufc/mL). Os trés genotipos foram infectados por R. solanacearum e a suscetibilidade foi do tipo isolado-especifica. A
manifestacdo dos sintomas foi bem mais lenta e mais suave (nanismo e seca de folhas) quando comparada com os
sintomas de murcha severa em mudas de tomateiro. Este é, aparentemente, o primeiro registro de C. arabica como
hospedeira desta bactéria. Ralstonia solanacearum possui uma notavel plasticidade patogénica, adaptada a condicGes de
temperaturas elevadas e capaz infectar hospedeiros de diferentes grupos taxondmicos, incluindo espécies arbéreas.
Neste cendrio, 0 avanco da fronteira agricola do cafeeiro para regides quentes e o aquecimento global levam a refletir
sobre a selecdo de isolados mais agressivos nesta hospedeira, bem como a necessidade de estabelecer estratégias para
antecipar o controle desta nova ameaca potencial para a cultura.
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BATERIAL WILT: ANEW THREAT TO THE COFFEE INDUSTRY IN BRAZIL?

ABSTRACT: The Solanaceae and Rubiaceae families have close phylogenetic relationship, being both members of the
higher-dicot Asterid | clade. This close relationship was also verified via comparative molecular analyses of gene
repertoire in tomato (Solanum lycopersicum) and Coffea canephora, where an almost perfect match of genomic regions
was observed in these two species. Species belonging to the Solanaceae family are among the most important host
plants of Ralstonia solanacearum, the causal agent of the bacterial wilt disease. In the present work, we investigated if
the coffee (C. arabica) is also a host species of Ralstonia solanacearum, which might give an indication that the co-
evolution history of this pathosystem took place earlier than the evolutionary divergence of both families. Pathogenicity
tests were carried out in a greenhouse with nine R. solanacearum isolates obtained from distinct geographic areas and
host plants. Seedlings of the cultivars Catucai’, ‘Catuai amarelo’ and ‘Catuai vermelho’ were inoculated by the root-
dipping method with a suspension adjusted to 10 CFU/mL. These tests indicated that C. arabica is an experimental
host of a sub-set of R. solanacearum isolates and the coffee susceptibility was typically isolate-specific. Symptom
expression was slower and milder when compared with the severe vascular wilt symptoms on tomato ssedlings. To our
knowledge, it is the first report of C. arabica as a host of this pathogen. Ralstonia solanacearum has a remarkable
plasticity, being adapted to environmental conditions of high humidity and temperature and being able to induce wilt
symptoms in a wide range of host from distinct taxa, including woody host such as shrubs and trees. In this scenario, the
moving agricultural frontier towards warm climate areas and the perspectives of global warming are points to ponder
especially in relation to the increased chances of selecting R. solanacearum isolates more aggressive to coffee trees.
Therefore, there is a need to establish strategies in order to anticipate this problem and to avoid potential damage of this
pathogen for the coffee industry.
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INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica e C. canephora) ¢ uma das principais fontes de riqueza do Brasil, além de
contribuir significativamente com a absorcdo de mao-de-obra no campo. Atualmente, a area plantada em producéo € de
cerca de 2 milhdes de hectares (Embrapa, 2009). Um dos principais componentes para o sucesso da cafeicultura é a
escolha de areas com clima adequado. Por exemplo, regides com a ocorréncia de temperaturas mais altas o café robusta
(C. canephora), tem sido recomendado uma vez que esta espécie é mais adaptada a faixa de temperatura média anual
entre 22°C a 26°C (Nunes et al., 2005). O cultivo do café-arabica é feito em condicdes de clima mais ameno na faixa de
temperatura entre 19°C e 22°C (Ricci & Neves, 2006). De acordo com dados da Embrapa (2009) relativos a
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levantamento do ano 2000, a contribuigdo dos estados na producéo de café foi: Minas Gerais (51%), Espirito Santo
(22%), Séo Paulo (12%), Parana (6%), Rondonia (4%) e Bahia (4%). A contribuicdo restante, cerca de 1%, se dividiu
entre RJ, GO, MT, PA e CE.

O cafeeiro é atacado por muitas doencas, dentre as quais se destacam: ferrugem, cercosporiose, mancha-de-
phoma, mancha-de-ascochyta, mancha-aureolada, rizoctoniose, roseliniose, mancha-anular e amarelinho (Carvalho &
Chalfoun, 2000). Entre as doencas de etiologia bacteriana no cafeeiro descrita na literatura encontra-se a mancha foliar
causada por Bulkholderia andropogonis (Gonzalez et al, 2007).

Ralstonia solanacearum é um patégeno com alta capacidade destrutiva e muito versatil, capaz de atacar
centenas de espécies vegetais pertencentes a mais de 50 familias bot&nicas (Hayward, 1994). Embora cause maiores
danos nas espécies da familia Solanaceae, sua ampla gama de hospedeiras e as diferengas de patogenicidade / viruléncia
entre isolados (cepas) levaram Budenhagen (1986) a comentar que “existem muitas murchas-bacterianas e existem
muitas ralstonias solanacearums”. Posteriormente, Gillings & Fahy (1994) caracterizaram essa variabilidade fenotipica
e genotipica usando o termo “species complex”, ou seja, 0 patdgeno ndo se restringe a uma Unica espécie, mas é um
“complexo de espécies”, ainda ndo devidamente separadas por falta de tecnologia incontestavel para tal. Por isso, tem
sido um dos patdgenos mais estudados em todo 0 mundo desde a sua primeira constatacdo definitiva como patdgeno de
plantas had pouco mais de um século. Tradicionalmente, as variantes de isolados de R. solanacearum tém sido
representadas por “ragas”, com base na capacidade de atacar diferentes hospedeiras (Buddenhagen et al., 1962), ou por
“biovares”, com base na capacidade diferencial de usar agucares e alcoois como fontes de carbono (Hayward, 1991).
Embora as classificacdes em racas e biovares tenham sido Uteis nos Gltimos anos, apresentam a inconveniéncia de
serem inconsistentes, por se basearem em caracteristicas fenotipicas. A caracterizagdo genotipica, mais confiavel por ser
estavel, teve seu primeiro impulso no final de década de 1980, quando, por meio de andlise de RFLP, isolados da
bactéria originarios da Asia foram separados de isolados das Américas, sugerindo uma dicotomia evolucionaria do
patdgeno (Cook et al., 1989). Pouco depois, foi identificado um grupo distinto para isolados da Africa (Poussier et al.,
2000). Mais recentemente, Fegan & Prior (2005), apoiados em estudos de homologia de DNA-DNA, propuseram uma
nova classificacdo genética em quatro niveis taxonémicos, equivalentes a espécies, subespécies, grupos infra-
subespecificos e linhagens clonais. Nessa nova proposta, o termo “filotipo”, que é identificado por PCR multiplex
baseado na regido ITS do cromossoma, é usado para designar grupos maiores no nivel de subespécies. O termo
“sequevar”, que €é identificado pela analise de seqiiéncia de genes de endoglucanases, é usado para designar grupos
infra-subespecificos.

Por se tratar de um patégeno muito bem adaptado ao solo e por causar doenca em cultivos conduzidos sob altas
temperaturas, é muito provavel que, a médio e longo prazos, R. solanacearum venha a se tornar um patogeno ainda
mais agressivo nas areas cultivadas com solanaceas, a medida que se constata aumento de temperatura global. Da
mesma forma, ndo deve ser surpresa o aparecimento de focos de murcha-bacteriana em novas hospedeiras e em regides
geogréaficas onde até entdo ndo se havia preocupacdo com esta doenca (Lopes, 2005). Hospedeiras consideradas “ndo
tradicionais” relatadas no Brasil sdo: eucalipto (Dristig et al., 1988), maracuja (Lopes et al., 1999), ab6bora (Sinigaglia
et al., 2001), pepino (Parente et al., 1988), feijdo (Akiba et al., 1980) e pimenta-longa (Lopes et al., 1997), além de
varias plantas daninhas (Malavolta Jr. et al., 2008). Um exemplo da plasticidade patogénica de R. solanacearum e de
seu status de “complexo de espécies” foi a recente introdugdo, nos EUA, de isolados da raga 3 do patdgeno (até entdo
raramente associada a outra espécie que ndo a batata), em mudas de geranio provenientes da Guatemala e do Quénia
(USDA, 2004). A comprovacao da presenca da bactéria em viveiros e estufas nos EUA e no Canada provocou alerta
maximo nesses paises, tendo em vista a ameaca de sua disseminacdo para campos de batata. Com isso, o patdgeno
ganhou a condicdo de “Agente de Destaque no Ato de Protecdo ao Agroterrorismo dos EUA”, de 2002. Outro exemplo
dessa diversidade fenotipica é a constatacéo de variantes com potencial patogénico diferenciado na Martinica, capazes
de infectar antdrio, cucurbitaceas, heliconias e algumas plantas daninhas (Wicker et al., 2007).

De acordo com Hayward (1994), que compilou as hospedeiras de R. solanacearum a partir de levantamento
historico de Kelman (1953), o Unico relato mundial de uma hospedeira na familia Rubiaceae foi na planta daninha
Oldenlandia corymbosa, ocorrido na india em 1979. Recente levantamento de bactérias fitopatogénicas assinaladas no
Brasil ndo indica relato do cafeeiro como hospedeira R. solanacearum (Malavolta Jr. et al., 2008). Algumas
informagdes geradas recentemente pela comunidade cientifica mundial, entretanto, levam & reflexdo sobre o um
pretenso patossistema café x murcha-bacteriana, tomando-se como base os componentes do tridngulo da doenga:
patdgeno, hospedeira e ambiente. Pelo lado do patégeno, a grande diversidade de R. solanacearum a credencia como
agente etiolégico de qualquer hospedeira vegetal. Em relacdo ao ambiente, os fatores que mais contribuem para a
infeccdo de R. solanacearum e avango das epidemias da murcha-bacteriana sdo a umidade e a temperatura elevadas.
Com o avanco da fronteira agricola brasileira em dire¢do a Regido Norte do Pais e 0 aumento gradual da temperatura
global, espera-se que aumentem os relatos de novas hospedeiras de R. solanacearum e o aparecimento da doenca em
regides até entdo livres dela (Ghini & Hamada, 2008).

Do lado da hospedeira, o cafeeiro aparece como possivel hospedeira preferencial devido a grande similaridade
entre as familias Solanaceae e Rubiacea. A familia Solanaceae e a familia Rubiaceae séo filogeneticamente muito
préximas, pertencendo ao mesmo grupamento taxondmico (Asterid 1) das dicotileddneas (Chase et al, 1993). As
evidéncias fosseis indicam que uma familia divergiu da outra a cerca de 50 milhGes de anos (Gandolfo et al., 1998;
Crepet et al., 2004, apud Lin et al., 2005). Esses resultados sdo consistentes com o fato de que o cafeeiro e o tomateiro
apresentam diversas caracteristicas genéticas similares, incluindo tamanho de genoma, organizagdo cromossdmica
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(n=11 para café, n=12 para tomate) e arquitetura cromossémica. A estreita similaridade genética e taxonémica entre as
duas familias foi mais recentemente comprovada apés extensiva e sofisticada analise de bases de dados moleculares
EST (“Expressed Sequence Tags”) que indicaram uma quase perfeita correlacdo de regides gendmicas e conservacao do
repertério de genes nas duas familias (Lin et al., 2005). As espécies da familia Solanaceae representam o principal
grupo de plantas hospedeiras da bactéria causadora da murcha vascular (R. solanacearum). A presenca comum de genes
relacionados com resisténcia a doencas sugere nestas duas familias sugere que estudos comparativos entre
patossistemas em café e tomate devem ser mais cuidadosamente considerados. Neste contexto, seria interessante
investigar se o cafeeiro (Coffea arabica) é também hospedeira desta bactéria, indicando que o processo de co-evolugédo
deste patossistema é anterior a divergéncia destas duas familias botanicas. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar preliminarmente a suscetibilidade do cafeeiro a infeccdo com R. solanacearum e analisar essa rea¢do em funcgéo
da potencial ameaca que a murcha-bacteriana pode representar para a cafeicultura brasileira.

MATERIAL E METODOS

Mudas de cafeeiro ‘Catucai’, ‘Catuai Amarelo’ e ‘Catuai Vermelho’ foram inoculadas no estadio cotiledonar
(orelha-de-onga) mergulhando-se suas raizes, podadas com tesoura no seu terco inferior, por 1 minuto em suspensdo
bacteriana contendo aproximadamente10® ufc/mL, coldnias de 48 horas crescidas a 28°C em meio Kelman (1964). A
seguir, as mudas inoculadas foram transplantadas individualmente para vasos de 3L contendo solo autoclavado. A
inoculacdo foi feita com nove isolados de R. solanacearum, de diferentes procedéncias e hospedeiras.
Concomitantemente, foram inoculadas de forma similar mudas de tomateiro ‘San Vito’, suscetivel & murcha-bacteriana,
no estadio de dois pares de folhas definitivas. Para cada isolado bacteriano, foram usadas cinco plantas de cada cultivar
de cafeeiro e 15 plantas de tomateiro. As plantas inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo (20°C-40°C)

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de 15 dias ap6s a inoculacdo, as mudas de cafeeiro inoculadas com os isolados ‘CNPH 322, ‘CNPH
350’ e “CNPH 376°, originados de solanaceas de Tocantins, apresentavam dois tipos de sintomas: (1) murcha e seca de
uma ou ambas folhas cotiledonares, com morte das plantas no segundo caso; (2) epinastia, perda de turgidez, com perda
de brilho na superficie superior da folha (Figura 1) e necrose parcial do limbo foliar, similar ao sintoma de déficit
hidrico (Figura 2), e (3) reducdo de crescimento sem murcha aparente. Caules seccionados de plantas de cafeeiro com
sintomas acima descritos exsudaram pus bacteriano em abundancia quando submetidas ao teste do copo (Figura 3),
comprovando a infeccdo e colonizagdo dos tecidos vasculares das plantas de café, caracterizando assim o
estabelecimento da interacdo compativel entre patégeno e hospedeira, resultando em doenca. Do pus bacteriano
exsudado, colbnias tipicas de R. solanacearum foram obtidas em meio Kelman (1953), com posterior identificacdo da
espécie e confirmacdo da patogenicidade em mudas de tomateiro.

Os outros isolados ndo foram virulentos ao cafeeiro, embora tenham induzido murcha em tomateiro, em
especial os isolados ‘CNPH 221°, ‘CNPH 217’ e ‘CNPH 329’, indicando especificidade patogénica dos isolados
(Figura 4), ja observada por outros autores Fegan et al., 2005).

Embora plantas de ‘Catucai’ apresentassem sintomas mais visiveis e em menor tempo quando comparadas com
plantas de ‘Catuai Amarelo’ e ‘Catuai Vermelho’, o nimero insuficiente de plantas inoculadas ndo permitiu detectar
diferenca significativa de resisténcia entre elas.

A agressividade dos isolados de R. solanacearum em tomateiro foi bem maior que aquela observada em mudas
de cafeeiro, demonstrada pelo aparecimento dos sintomas apenas cinco dias apds a inoculacdo, em comparagdo com 15
dias em cafeeiro.

A constatacdo C. arabica como hospedeiro de isolados de R. solanacearum representa uma preocupagdo
adicional a industria cafeeira no Brasil, em especial em novas areas de plantio sujeitas a temperaturas altas, que
favorecem a instalacdo e o desenvolvimento da murcha-bacteriana. Além disso, o cafeeiro, até entdo considerada planta
ndo hospedeira de R. solanacearum, era uma opcdo para a rotacdo de culturas como banana e solanaceas; entretanto,
como tal, ao ser cultivado em areas infestadas, pode desenvolver a doenga e assim proporcionar a selecdo de estirpes
mais adaptadas a sua propria infeccéo.

Embora possa parecer paradoxal, o fato de o cafeeiro ndo ser tdo boa hospedeira como tomate, batata e banana,
pode ser um fator crucial para favorecer a disseminacéo do patdgeno sob a forma de infecgdo latente. Identificagdo de
plantas doentes com sintomas sutis, como necrose foliar e reducéo de crescimento que podem ser atribuidas a varias
causas, requer atengdo. Portanto, plantas com sintomas de estresse hidrico em condi¢éo de calor e alta umidade do solo,
mesmo que seja um aparente simples sintoma de nanismo, devem ser analisadas para a presenca de murcha-bacteriana,
quando pode ser usado o teste do copo (Figura 3). Da mesma forma, mudas com infeccdo latente ou quiescente, ou
seja, doentes, porém assintomaticas, podem ser eficazes veiculos de células bacterianas de um local para outro. De fato,
esse fendmeno aconteceu com eucalipto, outra hospedeira ndo convencional de R. solanacearum, quando foi constatada
contaminagdo de viveiros com mudas preparadas a partir de mini-estacas retiradas de plantas contaminadas
aparentemente sadias (Alfenas et al, 2006). Viveiros podem ser também infestados pelo solo ou agua contaminada.
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Figura 1. Murcha e perda de brilho em muda de Figura 2. Epinastia e seca de folhas em muda
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Figura 3. Exsudagdo de pus bacteriano em caule de Figura 4. Reacéo de cafeeiro e tomateiro a
cafeeiro infectado com Ralstonia solanacearum infeccdo por Ralstonia solanacearum

Por outro lado, a resposta de “tolerncia” do cafeeiro a alguns isolados de R. solanacearum pode indicar que
esta espécie possua em seu genoma gene(s) de resisténcia a este patégeno que podem ser de interesse mobiliza-los (via
estratégias de transgenia) para outras hospedeiras suscetiveis. Para tal, estudos de genética, mapeamento e expressdo
génica podem ser conduzidos uma vez que a ciéncia gendmica do cafeeiro avangou muito nos Gltimos anos, tendo
catalogado uma base de dados EST de cerca de 33000 genes (Vieira et al., 2006).

Finalmente, é importante lembrar que o propalado aquecimento global torna as regifes tradicionais de cultivo
mais vulneraveis ao ataque de patégenos adaptados ao clima tropical. Dentre eles, certamente destaca-se R.
solanacearum, cuja temperatura ideal de multiplicagdo situa-se entre 27°C e 35°C (Hayward, 1991), faixa de
temperatura que, por motivos da fisiologia de florescimento e frutificacéo, € limitante a producdo de café. Neste sentido,
encontra-se em andamento a avaliagcdo da reacdo de cultivares de C. arabica e C. canephora, esta a espécie mais
adaptada a altas temperaturas, a um grupo de isolados de R. solanacearum. Somente o tempo dird se a murcha-
bacteriana se constituird numa doenga importante do cafeeiro. A médio e longo prazos, quando se considera o
melhoramento do cafeeiro visando resisténcia a altas temperaturas para fazer frente ao aquecimento global, é
recomendavel se atentar para resisténcia também as doencas causadas por patégenos adaptados a essas temperaturas.

CONCLUSOES

e O cafeeiro (Coffea arabica), quando artificialmente inoculado em casa de vegetacdo, mostrou ser hospedeiro de
Ralstonia solanacearum;

e De nove isolados de R. solanacearum inoculados, apenas trés provocaram sintomas em mudas de cafeeiro e todos
foram virulentos ao tomateiro, indicando diferencas patogénicas entre os isolados;

e O aparecimento de sintomas foi bem mais lento e mais sutil (nanismo e seca de folhas) em cafeeiro do que em
tomateiro, que é um hospedeiro tradicional de R. solanacearum, onde ocorre murcha rpida;
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e Aauséncia de sintomas tipicos de murcha em cafeeiro pode fazer com que o nanismo e a seca de folhas seja
atribuido somente a outras causas patoldgicas e fisiologicas, com exclusdo da possibilidade de sua associagdo com
R. solanacearum;

e Regides de climas frios possivelmente escapem da infeccdo e/ou desenvolvimento da murcha-bacteriana em graus
preocupantes. Entretanto, plantios em regides sujeitas a altas temperaturas podem desenvolver epidemias de
murcha-bacteriana;

e Migracdo do plantio de cafezais rumo a Regido Norte do Pais e o aquecimento global levam a reflexdo sobre uma
provavel nova ameaca a cafeicultura nacional.
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