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RESUMO

CARACTERIZACAO DE LINHAGENS DE Pseudomonas syringae pv. garcae, AGENTE
CAUSAL DA MANCHA AUREOLADA DO CAFEEIRO

Campinas, SP, 2013 Dissertacdo de Mestrado do Programa de Pdés-Graduacdo em

Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio, Instituto Biologico

A mancha aureolada, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae, tem acarretado
danos consideraveis a cafeicultura do Brasil, especialmente das regides do Sul e do
Cerrado, em Minas Gerais e no estado de Sdo Paulo. Este estudo foi conduzido com o
objetivo de caracterizar linhagens de P. s. pv. garcae. Foram estudadas técnicas para a
identificacdo do patdgeno e o diagndéstico da doenga em material vegetal, sendo também
avaliada caracterizacao genética e patologica de linhagens de P. s. pv. garcae, obtidas em
diferentes anos e regides dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e do Quénia. As
técnicas de serologia, eletroforese em gel de poliacrilamida com sédio dodecil sulfato
(PAGE/SDS) e amplificacdo do DNA com os primers avr 1F/2R permitiram a diferenciacéo
de P. s. pv. garcae das linhagens tipo das outras bactérias (Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas syringae pv. tabaci e Burkholderia andropogonis), que causam sintomas de
manchas foliares em cafeeiro, indicando que o principal agente causal da doenca € P. s.
pv. garcae. As analises de diversidade genética por rep-PCR permitiram a separacado das
linhagens por ano e local de isolamento, sendo as linhagens originarias do Quénia
agrupadas em um sub-grupo separado das demais linhagens estudadas e as linhagens
obtidas de S&o Paulo se agruparam em um sub-grupo diferente do das linhagens de Minas
Gerais. Observou-se a ocorréncia de linhagens muito virulentas (IBSBF 65, IBSBF 3024 e
IBSBF 3046) e pouco virulentas (IBSBF 248", IBSBF 249, IBSBF 1372, IBSBF 1373,
IBSBF 2996, IBSBF 2998, IBSBF 2999, IBSBF 3005, IBSBF 3015, IBSBF 3049 e IBSBF
3065). Esta diferenca ocorreu tanto entre as linhagens isoladas ha muitos anos, como
entre as mais recentes, indicando que o aumento da importancia desta bacteriose nos
ultimos anos ndo deve ser devido a aumento da viruléncia do patégeno, mas as condi¢des
climéaticas mais favoraveis e outros fatores, com plantio de mudas contaminadas, auséncia
de quebra-ventos, aumento da colheita mecanizada e reducdo no uso de cobre nas
lavouras de café.

Palavras-chave: Pseudomonas syringae pv. garcae, Mancha aureolada, Coffea arabica



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF STRAINS OF Pseudomonas syringae pv. garcae, THE
CAUSAL AGENT OF BACTERIAL HALO BLIGHT OF COFFEE

Campinas, SP, 2012 Dissertation Program Graduate Health, Food Safety and Ambiental

Agribusiness Instituto Biologico.

Bacterial halo blight of coffee, caused by Pseudomonas syringae pv. garcae is an disease
of coffee plants that have become more important in the last years in Brazil, especially in
the regions of South and Cerrado in the State of Minas Gerais and the state of Sdo Paulo.
This study was carried out aiming to characterize if P. s. pv. garcae and understand the
increase of importance of this disease in the last years. The serology, electrophoresis of
polyacrylamide gel sodium dodecyl sulfate (PAGE/SDS) techniques and DNA amplification
with the pairs of primers avr 1F/2R allowed the differentiation of P. s. pv. garcae from the
other bacteria tipe strain that are pathogenic to coffee, Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas syringae pv. tabaci e Burkholderia andropogonis, showing that probably the
main etiological agent involved in the disease is P. s. pv. garcae. The genetic diversity
analysis with rep-PCR showed that the strain could be classified according to year and
place of isolation. The strains originated from Kenya were classified in one group and in the
remaining group there were sub-groups from the States of S&o Paulo and Minas Gerais.
There were strain highly virulent (IBSBF 65, IBSBF 3024 and IBSBF 3046) and less virulent
(IBSBF 248°, IBSBF 249, IBSBF 1372, IBSBF 1373, IBSBF 2996, IBSBF 2998, IBSBF
2999, IBSBF 3005, IBSBF 3015, IBSBF 3049 and IBSBF 3065). These strains occurred
among strains obtained several years ago and from strains obtained recently, showing that
the growth in the importance of the disease observed in the last years is probably not due
to enhance in the virulence of the pathogen, but to climatic conditions that prevailed in the
last years, more favorable to the disease and other factors such as planting infected
seedlings, lack of wind-breaks, enhance in the mechanized harvest and reduction in the

application of copper in the coffee crops.

Keywords: Pseudomonas syringae pv. garcae, bacterial halo blight, Coffea arabica
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o maior exportador e o segundo consumidor mundial de café. Os estados
de Minas Gerais e Sao Paulo se destacam entre os maiores produtores nacionais, 0 que

justifica sua importancia para a economia nacional (CONAB, 2011).

A cadeia agroindustrial de café constitui um dos setores importantes da economia
brasileira pela sua expressiva participacdo na pauta de exportacdo e na geracdo de
emprego e de renda e representa, no médio e no longo prazo, um dos principais produtos
estratégicos para o Pais. A importancia da cafeicultura brasileira pode ser visualizada pelo
volume de producéo, pelo consumo interno, pela sua participacdo na pauta de exportacdo e

pela capacidade de geracdo de emprego e de renda na economia (TEIXEIRA, 2000)

A cafeicultura de montanha do Brasil representa 42 % do total da area cultivada,
sendo o Sul de Minas e o Espirito Santo os maiores produtores, que junto com 0s outros
estados somam uma area cultivada de 900.000 ha. O maior custo de producdo esta na
colheita, entre 35 e 55 %, que mobiliza tanto mao de obra da propriedade como também
mao de obra tercerizada, sendo esta atividade de grande importancia na determinagédo do
rendimento e qualidade do produto final. Este tipo de producdo € mais vulneravel as
incertezas do mercado, fruto de algumas particularidades, como a maior necessidade de
mao de obra, a condigcdo geografica e a estrutura produtiva, predominantemente de
pequenos produtores familiares. Alguns pontos estratégicos para o desenvolvimento da
cafeicultura nessa regido passam pela consolidagdo da marca do café produzido na regido,
o fortalecimento das organizagfes representativas e da extenséo rural, valorizagéo a fixacdo
da mao de obra no campo (ROMERO, 2011). Segundo Borges (2009), o produtor de
montanha investe em qualidade para aumentar 0s precos e talvez este seja um dos

caminhos a ser seguidos seja a certificacao.

Uma série de desafios precisa ser vencida, como o custo de mao de obra, a
migracdo dos trabalhadores rurais para as cidades, a sucessao familiar cada vez menor, 0
preco recebido pelo cafeicultor e talvez o principal desafio, o pequeno produtor e a
agricultura familiar terem que produzir café com qualidade para o mercado (ROMERO,
2011).

Além de todos estes fatores, a cafeicultura de montanha se depara com um desafio

constante que sdo as varias doencas de etiologia fungica e bacteriana que podem ser



agravadas nesta condi¢cdo. Ja foram relacionadas em nosso pais varias doencas de
etiologia bacteriana afetando a cultura do cafeeiro, incluindo a mancha aureolada, causada
por Pseudomonas syringae pv. garcae (BITANCOURT, 1958), o crestamento bacteriano,
causado por Pseudomonas cichorii (ROBBS et al.,, 1974), a mancha escura bacteriana,
ocasionada por Burkholderia andropogonis (RODRIGUES NETO et al., 1981), a atrofia dos
ramos do cafeeiro, causada por Xylella fastidiosa (PARADELA et al., 1995) e, mais
recentemente, a mancha bacteriana, que tem como agente causal a bactéria P. syringae pv.
tabaci (RODRIGUES NETO et al., 2006; DESTEFANO et al., 2010).

De todas essas bacterioses, seguramente a que tem ocasionado maiores danos a
cultura do cafeeiro é a mancha aureolada. Essa bactéria, descrita na década 1950, foi
considerada patdégeno secundario por muitos anos, ocasionando problemas principalmente
em condicdes de viveiro. Essa doenca tem aumentado de importancia especialmente em
lavouras em formacéo introduzidas em regides de elevada altitude, localizadas na face sul e
sudeste e sujeitas a ventos frios constantes. Os sintomas da doenca séo caracterizados por
lesbes foliares de coloragdo parda, que podem ou ndo ser acompanhados por halo
amarelado, seca de ramos e lesfGes nas rosetas, inflorescéncias e frutos novos, provocando,
posteriormente, a desfolha de ramos. No final do periodo das &guas, a doenca se restringe
aos ramos, sendo esta uma estratégia de sobrevivéncia da bactéria. A mancha aureolada
também incide sobre mudas e viveiros, causando lesdes nas folhas e seca de hastes e
ramos (COSTA; SILVA, 1960). A doenca € mais importante em lavouras novas, com até 3
ou 4 anos de idade e nos ultimos anos tem ocorrido com gravidade, causando, inclusive a
morte de plantas com até um ano de idade (PATRICIO et al., 2011).

Confirmando o aumento da importancia da mancha aureolada nos anos de 2007 a
2009, 52 novos isolados de P. s. pv. garcae foram obtidos de materiais de café de varias
cultivares, com sintomas de seca de ramos, lesdes foliares, lesbes nas rosetas e
inflorescéncias, provenientes de varios municipios de Sdo Paulo e Minas Gerais, foram
identificados como P. s. pv. garcae nos anos de 2007 a 2009 (ALMEIDA et al., 2010).

Devido ao crescente aumento da incidéncia da mancha aureolada nas areas
produtoras de café, esta doenca tem se tornado um grande problema a cultura, causando
perdas econémicas significativas. Visando o desenvolvimento de um manejo adequado para
o controle desta moléstia, estudos estdo sendo desenvolvidos pelo Instituto Biolégico para a
caracterizacdo do patégeno, bem como o estudo da sua variabilidade por meio de serologia,
eletroforese em gel de poliacrilamida com sédio dodecil sulfato (PAGE/SDS) e técnicas

moleculares como o uso de primers, rep-PCR e andlise dos padrdes de fingerprinting.



2. OBJETIVO

Considerando o aumento da importancia da mancha aureolada os objetivos deste

estudo foram:

Testar e validar a identificacdo de P. s. pv. garcae, diferenciando-a das outras
bactérias que causam manchas foliares em cafeeiro como P. cichorii, P. s. pv. tabaci e
Burkholderia andropogonis por meio de serologia, eletroforese em gel de poliacrilamida com
sodio dodecil sulfato (PAGE/SDS) de proteinas totais e amplificacdo com os primers avr
1F/2R

Estudar a diversidade das linhagens de P. s. pv. garcae com base em sua
diversidade genética, por técnicas moleculares como rep- PCR e andlise dos padrdes de

fingerprinting e patogenicidade.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. O cafeeiro

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, género Coffea, que agrupa
aproximadamente 103 espécies, sendo as mais cultivadas para 0 consumo como bebida C.
arabica e C. canephora (DAVIS et al., 2006; MAURIN et al., 2007). A espécie C. arabica é
originaria de regides restritas do sudoeste da Etiopia e Sudao e também do norte do Quénia.
A faixa de altitude recomendada para o cultivo encontra-se entre 1.000 e 2.000 metros. A
sua dispersdo se deu através do Iémen e toda a cafeicultura brasileira tem origem na
introducdo de apenas trés plantas no Pais, em 1727 (CARVALHO, 2008). Esta espécie € a
de maior importancia econémica para as Américas, por produzir o melhor café e ser mais
apreciado por todos os paises consumidores. O seu cultivo se implantou, abrindo cidades e
criando riquezas, principalmente para o Estado de Sdo Paulo (CARVALHO, 1967).

A érea cultivada de café no pais (arabica e robusta) totaliza 2.341,73 mil hectares
sendo Minas Gerais 0 maior Estado produtor com uma area plantada de 1.221,04 mil
hectares como 98.8 % da espécie arabica, essa area representa 52.66 % da area cultivada
de café no pais sendo o primeiro no ranking nacional. O Espirito Santo tem a segunda maior
area plantada com a cultura do café totalizando 498.952 hectares sendo 311.067 hectares
da espécie robusta e 187.885 hectares da espécie aradbica (CONAB, 2013).

Segundo dados da ICO (2012), o Brasil é o maior exportador mundial de café,

seguido pelo Vietna, Indonésia, Honduras e Colémbia.

O consumo de café pelos brasileiros continua crescendo a cada ano e segundo
dados da ABIC (2012), no Brasil, o0 seu consumo aumentou em 3,05 % em 2012, com um
crescimento anual de 5,34 % em relacdo a 2011. A entrada de novos produtos no mercado
e a ampliacdo da oferta produtos diferenciados sé@o fatores que contribuiram para esse

aumento.

O consumo brasileiro “per capita” continua sendo um dos mais elevados do mundo,
mesmo quando comparado com o de paises europeus. Segundo IBGE-POF (2012), o café é

o0 alimento mais consumido por 78 % da populacao acima de 10 anos, o que representa 79,7



litros por habitante por ano, muito semelhante ao apurado pela ABIC (2012), e € maior na
regido Nordeste, seguido pela regido Sudeste (255 mL/dia ou 93 L/habitante/ano).



3.2. Principais doencas do cafeeiro

Sao fatores limitantes a produgdo de café as doencas causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides. A principal doenca flngica é a ferrugem do cafeeiro, causada
por Hemileia vastatrix. Nematoides do género Meloidogyne e Pratylenchus também podem
afetar a produgédo da cultura (RODRIGUES et al.,, 2013). Com relacdo aos patdégenos
causadores de doencas de etiologia bacteriana, além de P. s. pv. garcae, agente causal da
mancha aureolada, também séo relatadas P. cichorii, causadora do crestamento bacteriano
do cafeeiro em viveiros e campo no Estado de Minas Gerais (ROBBS et al., 1974) e em
viveiro, no Estado de S&o Paulo (ALMEIDA; RODRIGUES; PATRICIO, 2012); Burkholderia
andropogonis (sin. P. andropogonis), que causa a mancha escura bacteriana (RODRIGUES
NETO et al., 1981), constatada em viveiro de mudas no estado de Santa Catarina; P.s. pv.
tabaci, causadora da mancha bacteriana (RODRIGUES NETO et al., 2006; DESTEFANO et
al., 2010), detectada em viveiro no estado de Sao Paulo e Xylella fastidiosa, agente causal
da atrofia dos ramos do cafeeiro (PARADELA et al., 1995).

3.2.1. A mancha aureolada

A mancha aureolada do cafeeiro, causada por Pseudomonas syringae pv. garcae
(Amaral Teixeira & Pinheiro), foi descrita final do ano de 1955, detectada em um cafezal
localizado no municipio de Garca, Estado de S&o Paulo (AMARAL, TEIXEIRA; PINHEIRO,
1956). Apos sua constatagdo, a doenca foi considerada de importancia secundaria (COSTA,
SILVA, 1960) e, por aproximadamente 17 anos apds seu aparecimento, apenas casos
isolados da moléstia foram identificados (MOHAN, 1976). De 1973 e 1975, foi observada
alta incidéncia da doenca em viveiro de mudas e em lavouras de cafezais que se
recuperavam da ocorréncia de geada no Estado do Parana (KIMURA; ROBBS; RIBEIRO,
1973; MOHAN, 1976). Nos ultimos anos, o0 aumento da incidéncia da mancha aureolada
tornou-se um fator limitante para o cultivo do café em regides mais frias e expostas ao
vento, em lavouras em formacdo ou recém-podadas e em viveiros, principalmente nas
regides produtoras do Estado do Parana, S&do Paulo e Minas Gerais, mais frequentemente
no Sul e Triangulo Mineiro, Alto do Parnaiba e Cerrado (MOHAN, 1976; SERA; ALTEIA;
PETEK, 2002; SERA et al., 2004; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI, 2011).



No Brasil, a bactéria ja foi relatada nos estados do Parana, S&o Paulo, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, principalmente em regides com temperaturas mais frias ou amenas
(MALAVOLTA JR. et al., 2008). Mundialmente, h& relatos de sua ocorréncia no Quénia
(RAMOS; SHAVDIA, 1976), Uganda e na China (CHEN, 2002).

Os sintomas caracteristicos da mancha aureolada séo lesdes foliares pardas com
halo amarelado, seca de ramos e desfolha. A doenca também ocorre nas rosetas e frutos,
sendo os frutos novos mais suscetiveis. Nos ramos do cafeeiro, causam queda prematura
de folhas e seca das hastes e dos ramos. Na tentativa de se recuperarem, as plantas
emitem novos ramos, originando sintomas de superbrotamento. A bactéria, ao colonizar as
hastes do cafeeiro, interfere no pegamento das flores, o que prejudica a producdo das
plantas no ano seguinte. O periodo chuvoso esta associado com o periodo de formacdo dos
frutos do café e a infec¢céo nesta fase provoca a queda dos frutos devido a seca dos ramos,
ocasionando prejuizos na producdo. Os sintomas da mancha aureolada podem ser
confundidos com aqueles causados pelos fungos Cercospora coffeicola e Phoma tarda,
responsaveis respectivamente pela cercosporiose e mancha de phoma, e também por
distarbios nutricionais e fatores climaticos (COSTA; SILVA, 1960; PATRICIO et al., 2011).

Estudos ainda revelaram que folhas jovens de café sdo mais suscetiveis a P. s. pv.
garcae, enquanto folhas velhas apresentam maior resisténcia a infeccado (OLIVEIRA, 1988;
OLIVEIRA; ROMEIRO, 1991).

A infeccgdo inicia no interior do tecido vegetal, e a colonizagdo ocorre nos espagos
intra e intercelulares, pois exsudatos celulares sé@o utilizados como substrato pela bactéria.
Ao colonizar os tecidos, a bactéria migra das areas colonizadas para areas nao colonizadas,
deixando como consequéncia tecidos mortos (necrosados), que ficam circundados por halo
amarelado, resultado da liberagéo de toxinas pela bactéria. As células bacterianas presentes
nas lesdes séo transportadas para as folhas ou outras plantas através de gotas de agua
dispersadas pelo vento. Ao atingir as folhas, os respingos de agua levam consigo células
bacterianas, dando sequéncia ao ciclo do patégeno (RODRIGUES et al., 2013). Em
periodos de menor precipitacdo ocorre diminuicdo da incidéncia da bactéria, pela auséncia
da agua para sua disseminacdo. Neste periodo o patégeno sobrevive principalmente na face
inferior das folhas do cafeeiro como epifita, ou seja, na superficie das folhas sem causar
doenca ou em restos de cultura presentes no solo, até que o préximo periodo chuvoso
proporcione condi¢des ideais para que as células bacterianas sobreviventes atuem como
in6culo primério para novas infec¢cbes (ROBBS 1977; ZOCCOLI; TAKATSU; UESUGI,
2011).



De acordo com observacdes feitas por Costa et al. (1957), adubacdes potassicas
resultaram em maior suscetibilidade dos cafeeiros a doenca, enquanto que o fésforo
conferiu tolerancia as plantas . Adubacgfes nitrogenadas ndo alteraram a manifestagdo da
doencga, entretanto estes resultados ndo foram confirmados com diferentes concentractes

de cada um dos nutrientes.

Dados sobre perdas de producdo devido a ocorréncia da mancha aureolada foram
estimados na regido Sul do Estado de Minas Gerais em torno de R$ 5 milhdes, devido a
associacdo da doenca as fortes chuvas de granizo incidentes na regido, 0 que causou
perdas que acarretaram uma producdo de aproximadamente 10 sacas por hectare,
aproximadamente 20 - 40 % do total da producéo estimada para o ano de 2012 (INTER
KAVA AGRONEGOCIOS, 2012). Produtores de S&o Sebastido da Grama e Caconde, no
Estado de S&o Paulo, estimaram quebra na produgdo em até 50 % em 2012, devido a falta
de chuvas no periodo de setembro a novembro de 2011, o que propiciou 0 ataque da
bactéria e dificultou do controle do patégeno em lavouras situadas em regides montanhosas,
gue ndo permitem a entrada de maquindrio para aplicacdo de produtos fitossanitérios
(GLOBO, 2012).

3.3. Pseudomonas syringae pv. garcae (sin. Pseudomonas garcae)

P. s. pv. garcae é uma bactéria Gram-negativa, com células em forma de bastonete
reto ou levemente curvado, com medidas que variam de 0,5-1,0 x 1,5-4,0 um, moveis,
devido a presenca de um a sete flagelo(s) polar(es). Esta espécie € pertencente ao filo
Proteobacteria, classe Gamma Proteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia
Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, espécie Pseudomonas syringae e patovar P. s.
pv. garcae (MOORE et al., 2006) . Produzem pequena quantidade de pigmento fluorescente
em meio de cultura King B (KB) (KING; WARD; RANEY, 1954) e, em meio de cultura como
Batata Dextrose Agar (BDA) e Nutriente Agar (NA), produzem pigmento marrom,
denominado melanina, como citado por Barta e Willis (2005). A bactéria enquadra-se no
grupo | das bactérias fluorescentes LOPAT + - - - + (L= produc¢do de Levan, O= atividade de
oxidase, P= proctopectinase em discos de batata, A= utilizacdo de arginina di-hidrolase, T=
hipersensibilidade em folhas de fumo) (LELLIOTT; BILLING; HAYWARD, 1966). Utiliza L-
ascorbato, meso-inositol, manitol, D-sorbitol, triacetina e D-xylose, porém nao utiliza L-

histidina, DL-homoserina, DL-lactato, a-lecitina, linolenato, L-malato, D(-) tartarato ou L(+)



tatarato (BRADBURY, 1986). De acordo com Bradbury (1986), as plantas hospedeiras
naturais pertencem a diversas espécies do género Coffea. Em iniculacao artificial, sintomas
foram obtidos em: Citrus sp., Ligustrum lucidum, Solanum lycopersicon (sin. Lycopersicon
esculentum), Olea europea, Phaseulus vulgaris, Solanum paniculatum var. acutilobum e

Solanum tuberosum.

3.4. Medidas de controle

Com relagdo ao controle da mancha aureolada do cafeeiro, h4 varios relatos na
literatura nacional sobre a utilizacdo de defensivos agricolas (PATRICIO et al., 2011a;
PATRICIO et al., 2010; MENEGUIM et al., 2004), porém o manejo da doenca é o
procedimento mais recomendado para o controle dessa bacteriose. Esse manejo inicia-se
pela escolha da area a ser plantada, evitando areas ja contaminadas com a bactéria, além
da utilizacdo de mudas sadias. Seguramente, a melhor medida de controle é a obtencéo de

variedades/progénies que apresentem algum grau de resisténcia a P. s. pv. garcae.



10

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Identificacdo de Pseudomonas syringae pv. garcae

4.1.1. Obtencéo das linhagens

As linhagens utilizadas neste estudo sdo procedentes de isolamentos datados a
partir de 1958 que foram obtidos na Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Biologico IBSBF (Tabela 1). As linhagens recentemente isoladas foram obtidas de
levantamentos realizados no periodo de 2007 a 2012, por técnicos dos Laboratérios de
Bacteriologia Vegetal e Fitopatologia do Instituto Bioldégico, nas principais regides
cafeicultoras do Estado de S&o Paulo (Aguas de Prata, Albertina, Altinopolis, Braganca
Paulista, Caconde, Cassia dos Coqueiros, Cristais Paulista, Divinolandia, Franca, Garca,
Piraju, Sdo Sebastifo da Grama e Serra Negra) e de Minas Gerais (Andradas, Carmo de
Minas, Guaxupé, Monte Santo de Minas, Patrocinio, Serra do Salitre, Unai e Varginha)
(Figura 1).
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Figura 1 - Mapa indicativo dos municipios dos estados de S&do Paulo e Minas Gerais
produtores de café onde foram isoladas as linhagens de Pseudomonas syringae
pv. garcae
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Tabela 1 - Linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae isoladas de Coffea arabica
utilizadas neste estudo

N° Linhagens IBSBF Origem Ano de isolamento
Cidade Estado Pais

64 Piraju SP Brasil 1976
65 Jau SP Brasil 1976
75 Piraju SP Brasil 1978
151 Araguari MG Brasil 1978
152 Ouro Fino MG Brasil 1978
158 Campinas SP Brasil 1978
225 - - Brasil 1956
248° Garca SP Brasil 1958
249 - - Quénia 1962
1197 Campinas SP Brasil 1995
1202 Itapira SP Brasil 1995
1293 Guaxupeé MG Brasil 1997
1372 Cristais Paulista SP Brasil 1998
1373 S&o0 Jodo da Boa Vista SP Brasil 1998
1664 Serra Negra SP Brasil 2001
1665 Piraju SP Brasil 2001
1743 Itapira SP Brasil 2002
1744 Jad SP Brasil 2002
2212 Franca SP Brasil 2005
2213 Franca SP Brasil 2005
2511 Patrocinio MG Brasil 2007
2512 Patrocinio MG Brasil 2007
2840 Caconde SP Brasil 2009
2841 Aguas da Prata SP Brasil 2009
2842 Caconde SP Brasil 2009
2883 - - Quénia 1973
2996 Monte Santo de Minas MG Brasil 2008
2997 Serra Negra SP Brasil 2008
2998 Carmo de Minas MG Brasil 2008
2999 Serra Negra SP Brasil 2008
3004 Serra Negra SP Brasil 2008
3005 Altinépolis SP Brasil 2008
3011 Carmo de Minas MG Brasil 2008
3015 Garca SP Brasil 2008
3017 S&do Sebastido da Grama  SP Brasil 2009
3019 Sao0 Sebastido da Grama  SP Brasil 2009
3020 Braganca Paulista SP Brasil 2009
3021 Sao0 Sebastido da Grama  SP Brasil 2009

3022 Braganca Paulista SP Brasil 2009



3023
3024
3029
3030
3031
3032
3037
3045
3046
3049
3050
3051
3052
3053
3058
3060
3062
3063
3064
3065
3069
3070
3107
3109
3110
3111

S30 Sebastidao da Grama

Serra do Salitre

S30 Sebastidao da Grama

Patrocinio
Varginha
Albertina
Divinolandia
Divinolandia
Andradas
Andradas
Andradas
Albertina
Caconde
Caconde
Caconde
Albertina
Albertina
Unai

Unai
Guaxupé
Guaxupé
Monte Santo de Minas
Garca
Garca
Cassia dos Coqueiros

SP
MG
SP
MG
MG
SP

SP
SP
MG
MG
MG
SP
SP
SP
SP
SP
SP
MG
MG
MG
MG
MG
SP
SP
SP

Tabela 1 - Continuagéo

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Quénia
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

2009
2011
2009
2009
2009
2009
1972
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2009
2012
2012
2012

12

P Linhagem Patotipo

Para fins comparativos, além das linhagens de P. s. pv. garcae, também foram

incluidas nos testes linhagens de P. cichorii, P. s. pv. tabaci e Burkholderia andropogonis,

também patogénicas ao cafeeiro, que causam sintomas de manchas foliares (Tabela 2).
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Tabela 2 — Linhagens de fitobactérias que causam sintomas de manchas foliares em

cafeeiro e em outras culturas

N° Linhagens N . . Ano
IBSBE Espécie Hospedeiro Origem isolamento
166 Burkholderia . Coffea arabica  Brasil 1979
andropogonis
1997 Burkholderia ' Sorghum EUA 1959
andropogonis bicolor
587 Pseudomonas cichorii Coffea arabica  Brasil 1973
17847 Pseudomonas cichorii C|chor[um Alemanha 1929
endivia
197" Pseudomo_nas syringae  Nicotiana Hungria 1959
pv. tabaci tabacum
2240 Pseudomo.nas syringae Coffea arabica  Brasil 2005
pv. tabaci
2241 Pseudomo_nas syringae Coffea arabica  Brasil 2005
pv. tabaci
2249 Pseudomonas syringae Coffea arabica  Brasil 2005

pv. tabaci

T Linhagem Tipo; " Linhagem Patotipo
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4.1.2. Selecdo das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae

Das 65 linhagens de P. s. pv. garcae utilizadas neste estudo, 29 foram selecionadas
(Tabela 3), para serem utilizadas nos experimentos de patogenicidade, diversidade genética
e serologia, representativas tanto das diferentes regides geogréficas, bem como dos

diferentes anos de isolamento.
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Tabela 3 - Linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae da Colecdo de Culturas de

Fitobactérias do Instituto Biolégico (IBSBF) selecionadas

N° Linhagens Origem _
Ano de isolamento

IBSBF Cidade Estado Pais
65 Jau SP Brasil 1976
75 Piraja SP Brasil 1978
152 Ouro Fino MG Brasil 1978
158 Campinas SP Brasil 1978
2487 Garca SP Brasil 1958
249 - - Quénia 1962
1293 Guaxupé MG Brasil 1997
1372 Cristais Paulista SP Brasil 1998
1373 S30 Joao da Boa Vista SP Brasil 1998
1664 Serra Negra SP Brasil 2001
2212 Franca SP Brasil 2005
2511 Patrocinio MG Brasil 2007
2840 Caconde SP Brasil 2009
2841 Aguas da Prata SP Brasil 2009
2883 - - Quénia 1973
2996 Monte Santo de Minas MG Brasil 2008
2998 Carmo de Minas MG Brasil 2008
2999 Serra Negra SP Brasil 2008
3005 Altinépolis SP Brasil 2008
3015 Garca SP Brasil 2008
3019 S0 Sebastidao da Grama SP Brasil 2009
3022 Braganca Paulista SP Brasil 2009
3024 Serra do Salitre MG Brasil 2011
3031 Varginha MG Brasil 2009
3032 Albertina SP Brasil 2009
3037 - - Quénia 1972
3046 Divinolandia SP Brasil 2009
3049 Andradas MG Brasil 2009
3065 Unai MG Brasil 2010

P Linhagem Patotipo
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4.1.3. Producédo de antissoros e testes serolégicos

Para obtencdo dos antissoros, a linhagem patotipo de P. s. pv. garcae (IBSBF 248 ")
foi cultivada em meio Nutriente Agar (NA), durante 48 h a 28 °C. Em seguida, as colonias
obtidas foram suspensas em tampéo fosfato salino 0,01 M, pH 7 (PBS) e lavadas trés vezes
nesse tampéo, por centrifugagdo (16.000 g por 3 min). Em cada etapa de lavagem o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de PSB com adicdo
de 200 pL de adjuvante completo de Freund. Essas suspensdes foram utilizadas para
imunizacdo de coelhos da raca Nova Zelandia, com peso aproximado de 2,5 kg. Antes das
imunizacdes, os animais foram submetidos ao processo de sangria para obtencéo dos soros
normais, que foram utilizados como controle negativo das reacdes seroldgicas. Os animais
foram imunizados via linfonddulo (OLIVEIRA, 1975) e as sangrias efetuadas semanalmente
(Figura 2). Os procedimentos para producéo de antissoro estdo de acordo com a Comissao

de Etica do Instituto Bioldgico (Anexo 1).

Foi realizado previamente teste de dupla difusdo em agar para a determinacdo da
melhor concentragdo do antigeno e antissoro para os demais testes serolégicos,
utilizando-se os antigenos nas concentragbes de 0,06 g.mL™, 0,03 g.mL™?, 0,015 g.mL" e

0,0075g.mL™ de peso fresco do crescimento bacteriano em NA (48 h/28 °C).

O relacionamento serologico entre as diversas linhagens bacterianas previamente
selecionadas (Tabela 3) foi efetuado com teste de dupla difusdo em agarose a 1 %,
contendo 0,02 % de azida de sédio, 0,85 % de cloreto de sddio, 2 % de cloreto de magnésio
e 0,5 mL de uma solucdo de azul tripano a 1 %, seguindo protocolos previamente
determinados, de acordo com metodologia descrita por Schaad et al. (1990). E em meio de

agarose a 1 % contendo 0,85 % de cloreto de sédio

O antissoro produzido contra P. s. pv. garcae também foi testado por dupla difusdo

em agar para outras fitobactérias patogénicas ao cafeeiro, relacionadas na Tabela 2.

Também foi realizado teste de dupla difusdo em agar utilizando extrato em solucéo
salina (NaCl 0,85 %) de porcdes de lesdes foliares de amostras de plantas provenientes de

cafeeiros com suspeita de infec¢do por P. s. pv. garcae.
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Figura 2 - Protocolo de producdo de antissoro para Pseudomonas syringae pv. garcae e
testes seroldgicos para observacao da reacdo antigeno-anticorpo

4.1.4. Eletroforese de proteinas totais em gel de poliacrilamida com sédio dodecil
sulfato (PAGE/SDS)

O padréo eletroforético das proteinas totais das linhagens relacionadas na Tabela 2
foi comparado com a linhagem IBSBF 248" por PAGE/SDS, pelo sistema descontinuo e
desnaturante, descrito por Hames; Rickwood (1972), com gel de resolugéo na concentracéo
de 10 % e de empacotamento a 3,73 %. Os géis foram submetidos a uma voltagem

constante de 140 V em cubas Protean Il xi Cell - Bio-Rad (Figura 3).

Aliguotas de crescimento bacteriano, cultivado em NA por 48 h a 28 °C, foram
coletadas, pesadas e tratadas em tampao de amostra (Tris HCI 63 mM-pH 6,8; sacarose 10

%,; 2-B-mercaptoetanol 5 %; SDS 2 % e azul de bromofenol 0,0002 %), na relacdo de 80 mg
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de peso fresco/1000 pL de tampéo de amostra e fervidas a 100 °C/5 min. Esta suspenséo foi
centrifugada a 16000 g por 4 min em temperatura ambiente, desprezando-se o0s

precipitados, sendo os sobrenadantes armazenados em freezer a -20 °C.

Os géis foram corados com prata segundo metodologia de Blum; Bier; Gross (1987)
descrita a seguir: fixacdo em etanol 50 %, &cido acético 12 %, 75 uL de formaldeido,
lavagem com etanol a 50% em agua destilada por trés vezes de 20 min cada, sob agitacédo
constante, seguido de tratamento com tiossulfato de so6dio (20 mg/100 mL de agua
destilada), mantendo o gel nesta solu¢céo por 1 min sob agitacdo constante. Posteriormente
o gel foi lavado em agua destilada por trés vezes de 20 s cada. A seguir, o gel foi tratado
com nitrato de prata a 0,2 % em agua destilada com adi¢éo de 0,075 % de formaldeido, por
20 min sob agitacdo constante, seguido de outras trés lavagens em agua destilada por 20 s
cada. Para a revelacéo foi utilizado carbonato de sodio a 6 % contendo 2 mL da solugéo de
tiossulfato de sédio, descrita acima e 0,05 % de formaldeido. Para interrupcao da revelagao,
o gel foi lavado duas vezes em agua destilada por 20 s e mantido no fixador com etanol 50

%:; acido acético 12 %; 0,075 % de formaldeido.

Os perfis eletroforéticos das proteinas totais para detectar possiveis diferencas entre
as distintas bactérias estudadas foram analisados por sistema binario (bandas presentes, 1
ou ausentes, 0 para cada linhagem). Os fragmentos abaixo de 100 pares de base (pb) néo
foram considerados nas analises. A matriz de similaridade foi construida utilizando-se
programa para dados qualitativos (SIMQUAL), com o coeficiente de Jaccard (S;). Os
dendrogramas foram obtidos utilizando-se o algoritmo de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) por meio do programa NTSYS-PC
(ROHLF, 1992).
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Figura 3 - Metodologia de eletroforese em gel de poliacrilamida PAGE-SDS

4.1.5. Identificacdo dos isolados de  Pseudomonas syringae pv. garcae por PCR

Para a validagdo da identidade das 65 linhagens em estudo como P. s. pv. garcae
(Tabela 1), o DNA extraido foi amplificado com o par de primers avr 1F/2R .

4.1.5.a. Extracdo de DNA

As extracdes do DNA cromossdmico das linhagens de P. s. pv. garcae foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por Pitcher; Saunders; Owen (1989) com

pequenas modificacoes.
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As linhagens cultivadas em meio NA por 48 h/28 °C, foram transferidas para 5 mL de
meio nutriente liquido (NB) e incubadas a 28 °C por 16 a 18 h, sob agitacdo constante de
150 rpm (New Brunswick Classic C25KC Refrigerated incubator shaker). A cultura liquida foi
submetida a centrifugacéo, as células foram suspensas em 100 pL de solugdo de tampéo
TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA) pH 8,0 contendo, 2 mg/ mL de lisozima, homogenizadas com
a utilizacdo de agitador de tubos e incubadas a 37 °C /1h. ApOs esse periodo foram
adicionados 500 pL de solucdo de tiocianato de guanidina 5 M e a mistura foi agitada
brevemente. Em seguida, adicionou-se 250 pL de acetato de aménio 7,5 M misturando-se
por inversdo e incubando-se as amostras no gelo por dez min. Adicionou-se,
posteriormente, 500 uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v) e apés agitacdo manual
vigorosa, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm (12.000 g) em centrifuga Minispin -
Eppendorf por 10 min sendo a fase aquosa transferida para um novo tubo. O DNA foi
precipitado com 0,54 volume de isopropanol (cerca de 450 uL) a solucéo foi centrifugada a
12.000 rpm /2 min e o sedimento foi seco a temperatura ambiente e depois suspendido em
200 pL de tampao TE pH 8,0. Adicionou-se 2 UL de RNAse (10 mg/mL) e a solucéo foi
incubada a 37 °C /1h. Posteriormente, adicionou-se 40 yuL de LiCl 4M e 1 volume de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), cerca de 400 pL. Apds centrifugacdo de 10 min a 12.000
rpm, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, o DNA foi precipitado com 2
volumes de etanol absoluto (400 pL) e centrifugado. O sedimento foi lavado duas vezes em
etanol 70 %. ApoOs secagem o DNA foi suspendido em 20 a 50 pL de &gua ultra pura e

estocado.

A pureza e quantificacdo do DNA das amostras foram realizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,6 % em tampao TAE 1X (0,04 M Tris-acetato/0,001 M
EDTA). Os géis foram corados com brometo de etidio 10 mg/mL (MANIATIS; FRITSCH,;
SAMBROOK, 1982), visualizados em transluminador sob luz ultravioleta e fotografados em

sistema digital de fotodocumentac&o Alpha Innotech 2200.

4.1.5.b. Amplificacdo das linhagens com primers avr 1F/2R

A amplificacdo do DNA das linhagens foi realizada por por PCR utilizando-se os
primers avr 1F/2R. As reacGes de amplificacdo foram efetuadas em um volume de 25 pL
contendo 1X tampdo de reacdo da enzima Taq polimerase; 1,5 mM MgCl,; 0,4 mM dos

primers avr 1F/2R; 0,2 mM de dNTPs e 2 U da enzima Tag DNA polimerase (Fermentas) e
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200 ng do DNA gendmico de cada linhagem. As amplificagcbes foram realizadas em
termociclador (Bio-Rad MyCycler) programado para execucdo de um ciclo de desnaturacéo
inicial 95 °C/2 min, seguido de 25 ciclos de 94 °C/1 min, 55°C/30 s, 72 °C/1 min e um ciclo

de extensao final a 72 °C/3 min.

Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2,5 % em tampao TAE 1X, corado com brometo de etidio 10 mg/mL (MANIATIS; FRITSCH,;
SAMBROOK, 1982), visualizados em fonte de luz U.V. e registrados pelo sistema de

fotodocumentacéo.

4.2. Estudos da diversidade genética e da patogenic idade das linhagens de

Pseudomonas syringae pv. garcae

A analise da diversidade genética foi realizada submetendo as linhagens a

amplificacdo com rep-PCR e andlise dos padrdes de fingerprinting.

4.2.1. Patogenicidade das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae

Os testes de patogenicidade foram realizados por inoculagdes artificiais em
condicbes de casa de vegetacao, com 29 linhagens de P.s. pv. garcae selecionadas (Tabela
3). Plantas de cafeeiro da cultivar Mundo Novo, com quatro pares de folhas verdadeiras,
foram inoculadas com suspensdes aquosas bacterianas obtidas de cultivo em meio NA,
durante 48 h a 28 °C, na concentracéo de aproximadamente 10° UFC/mL (A = 550 nm; T =
55 %). As inoculacbes foram efetuadas por aspersdo da suspensao, até o escorrimento, em
folnas que receberam quatro picadas com alfinete entomoldgico esterilizado. Plantas
controle foram também picadas e aspergidas com agua destilada e esterilizada. As plantas
foram mantidas sob cadmara Uumida por 72 h apés as inoculagbes (Figura 4). A partir do
décimo terceiro dia apos as inoculacdes, foram feitas observacdes didrias para
acompanhamento do desenvolvimento dos sintomas da doenca. As avaliacbes foram

realizadas aos 13, 19, 26 e 33 dias ap0s a inoculacdo (DAI), através de uma escala de notas
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adaptada de Moraes e colaboradores (1975), sendo adotados os valores de 1 a 5, onde a
nota 1 foi atribuida as folhas sem lesdes aparentes, nota 2 para as lesfes leves com até 25
% da area foliar afetada por clorose e necrose, nota 3 para folhas com até 50 % de area
lesionada necrosada, nota 4 para folhas com até 75 % da area lesionada necrosada e nota

5 para as folhas com até 100 % da area lesionada necrosada.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticbes, sendo cada repeticdo representada por uma muda contendo quatro pares de
folhas verdadeiras, considerando-se nas avaliacdes o segundo e terceiro pares de folhas.
Os resultados das avaliacbes foram submetidos a andlise de variancia, e os dados, quando
necessario, foram submetidos a transformacéo, sendo as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5 % de probabilidade, com o uso do programa SASM-Agri (ALTHAUS;
CANTERI; GIGLIOTI, 2001).
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Figura 4 - Esquema do teste de patogenicidade conduzido em casa de vegetacéo.
Inoculacdo em mudas de café com suspensdo bacteriana de Pseudomonas

syringae pv. garcae

4.2.3. Avaliacdo da diversidade genética de linhage

garcae por rep-PCR

ns de Pseudomonas syringae pv.

A Avaliacdo da diversidade genética foi realizada com 28 das 29 linhagens de P.s.

pv. garcae selecionadas (Tabela 3). Foram utilizados cerca de 100 ng de DNA gendmico de

cada amostra em reagdes de 25 pL. Com os primers listados na tabela a seguir:
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Tabela 4 - Sequéncia dos primers utilizados nas reacdes de REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-
PCR

Sequenua do primer CédigO Nt Especiﬁcidade

(& - 3)
Il ICG ICG ICA TCI GGC REPIR- 18  Repetitive Extragenic
Palindromic sequence
ICG ICT TAT CIG GCC TAC REP2-| 18  Repetitive Extragenic
Palindromic sequence
Enterobacterial Repetitive
ATG TAA GCT CCT GGG GATTCAC ERICIR 22 Intergenic Consensus
sequence
Enterobacterial Repetitive
AAG TAA GTG ACT GGG GTG AGC G ERIC2 22 Intergenic Consensus
sequence
CTA CGG CAAGGC GACGCT GACG BOX AIR 22 elementos Box

*|=A, T, C, G; Nt = nucleotideos

Os protocolos de amplificacdo segundo Lows et al (1995), com algumas modificacoes,

utilizados para os diferentes primers foram:

* REP-PCR: 2,5 U de enzima Taq polimerase (Fermentas), 1X tampéo de reacdo da
enzima; 0,2 mM de dNTPs; 0,5 uM de cada primer;2,5 mM MgCI, por reagédo. O programa
de amplificagdo das amostras consistiu de um ciclo de desnaturagéo inicial a 95 °C/6 min;
seguido de 30 ciclos a 94 °C/ 1 min; 40 °C/ e 65 °C/1 min; e um ciclo de extensé&o final a
65 °C/16 min.

 ERIC-PCR: 2,5 U de enzima Taq polimerase (Fermentas), 1X tampéao de reacdo da
enzima; 0,4 mM de dNTPs; 0,8 uM de cada primer; 2,5 mM MgCl, por reagdo. O programa
de amplificacdo das amostras consistiu de um ciclo de desnaturagéo inicial a 95 °C/7 min;
seguido de 30 ciclos a 94 °C/1 min; 52 °C/1 min e 65 °C/8 min; e um ciclo de extenséo final a
65 °C/16 min.

» BOX-PCR: 2,5 U de enzima Taq polimerase (Fermentas), 1X tampao de reacdo da
enzima; 0,4 mM de dNTPs; 1 uM do primer; 1,5 mM MgCI, por reacdo. O programa de
amplificacdo das amostras consistiu de um ciclo de desnaturagdo inicial a 95 °C/7 min;
seguido de 30 ciclos a 94 °C/1 min; 53 °C/1 min e 56 °C/8 min; e um ciclo de extenséo final a
65 °C/16 min.



25

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,5 %
em tampédo TAE 1X. Os géis foram corados com brometo de etidio 10 mg/mL, visualizados

em fonte de luz U.V. e registrados pelo sistema de fotodocumentacao digital.

4.2.3.a Analise dos padrdes de fingerprinting

Os perfis eletroforéticos obtidos por rep-PCR foram analisados por sistema binario
(bandas presentes, 1 ou ausentes, 0 para cada linhagem). Os fragmentos abaixo de 100
pares de base (pb) ndo foram considerados nas analises. A matriz de similaridade foi
construida utilizando-se programa para dados qualitativos (SIMQUAL), com o coeficiente de
Jaccard (S;). Os dendrogramas foram obtidos utilizando-se o algoritmo de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) por meio do programa
NTSYS-PC (ROHLF, 1992).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacdo das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae

5.1.1. Testes seroldgicos

No teste para a determinagdo da concentracdo 6tima do antigeno e do antissoro, o
antissoro sem diluicdo apresentou os melhores resultados e para os antigenos, a suspenséo
bacteriana na concentracdo de 0,03 g correspondente ao peso fresco de crescimento

bacteriano (48 h/ 28 °C) por mL de solugdo salina (NaCl 0,85 %) se mostrou mais eficiente

(Figura 5).

Figura 5 - Teste de dupla difusdo em agar para determinacédoda titulacdo do antissoro: (A)
antissoro IBSBF 248" Pseudomonas syringae pv. garcae sem diluicdo; antigeno
de Pseudomonas syringae pv. garcae: (1) - 0,06 g.mL™,(2) - 0,03 g.mL", (3) -
0,015 g.mL™, (4) - 0,0075 g.mL™ de peso fresco de crescimento bacteriano (48
h/28 °C) por mL de solucéo salina (NaCl 0,85 %)

5.1.2 Relacionamento serolégico

Os resultados obtidos nos testes de dupla difusdo em agar com antissoro produzido

contra a linhagem IBSBF-248" (AS-248 P) mostraram que, quando foi utilizado o meio de
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dupla difusdo em &gar descrito por Schaad et al. (1990), houve reacdo de precipitacdo
contra os antigenos obtidos de suspensfes das linhagens de P. s. pv. garcae, sem que
tenham ocorrido reagcdes com outras linhagens bacterianas patogénicas ao cafeeiro. Nas
reacOes serolégicas com o0 meio de agarose contendo cloreto de sddio, foram observadas
reacbes cruzadas entre AS-248" e linhagens de P. s. pv. tabaci e P. cichorii. Como os
antissoros foram obtidos a partir de células totais, as reagdes cruzadas entre P.s. pv. garcae
e P. s. pv. tabaci eram esperadas, visto tratar-se das mesmas espécies, com inimeros
determinantes antigénicos comuns Como as Unicas diferencas entre dos dois meios sdo a
presenca de cloreto de magnésio e o corante no meio de Schaad, € provavel que um ou
ambos os componentes estejam de alguma forma, alterando a estrutura dos determinantes

antigénicos das diversas linhagens testadas.

As reacdes de dupla difusdo com AS-248" utilizando como antigeno extratos em
salina (NaCl 0,85%) de porcdes de plantas suspeitas de infeccdo de amostras originarias do
campo mostraram resultado equivalente ao obtido com antigenos em forma de suspenséo
bacteriana. Esse teste foi um indicativo de que o diagnéstico da mancha aureolada do
cafeeiro possa ser efetuado diretamente, a partir de material vegetal, porém é preciso testar
um maior niumero de amostras, inclusive a partir de plantas de cafeeiro infectadas por P.
cichorii e P. s. pv. tabaci, com o objetivo de se verificar se h& especificidade ou se os
antissoros reagem cruzadamente. E ainda possivel que ocorram infec¢des cruzadas, o que

dificulta ainda mais a diagnose.

Os resultados obtidos indicam que esse antissoro foi eficiente no reconhecimento
das 29 linhagens estudadas (Tabela 3, Figura 6) de P. s. pv. garcae. Sugimori e
colaboradores (1978) ja haviam obtido antissoro para P. s. pv. garcae com 0 uso da mesma
técnica, porém este estudo foi mais amplo, porque incluiu um grande numero de isolados.
Para estudos com outros patosistemas também foram desenvolvidos antissoros para fins de
diagnose de fitobactérias (SILVEIRA et al., 2002). De acordo com os resultados obtidos no
presente estudo, a técnica de dupla difusdo em agar pode ser empregada como rotina
fitossanitaria, devendo ser usada paralelamente a outras técnicas de diagnose (FISCHER;
KIMATI; MARTINS, 2003; ALMEIDA et al., 2009)
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Figura 6 - Teste de dupla difusdo em agar utilizado meio descrito por Schaad et al. (1990)
para: (A) antissoro 248° Pseudomonas syringae pv. garcae; antigenos: (1)
IBSBF 65, (2) IBSBF 75, (3) IBSBF 152, (4) IBSBF 158, (5) IBSBF 248", (6)
IBSBF 249, (7) IBSBF 1293, (8) IBSBF 1372, (9) IBSBF 1373, (10) IBSBF 1664,
(11) IBSBF 2212, (12) IBSBF 2511, (13) IBSBF 2840, (14) IBSBF 2841, (15)
IBSBF 2883, (16) IBSBF 2996, (17) IBSBF 2998, (18) IBSBF 2999, (19) IBSBF
3005, (20) IBSBF 3015, (21) IBSBF 3019, (22) IBSBF 3022, (23) IBSBF 3024,
(24) IBSBF 3031, (25) IBSBF 3032, (26) IBSBF 3037, (27) IBSBF 3046, (28)
IBSBF 3049, (29) IBSBF 3065
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5.1.3. Eletroforese de proteinas totais em gel de p  oliacrilamida com sddio dodecil
sulfato (PAGE/SDS)

As analises das bandas protéicas obtidas nos perfis eletroforéticos mostrou diferenca
nos padrdes obtidos para P. s. pv. garcae das demais espécies de bactérias fitopatogénicas
gue causam manchas foliares no cafeeiro (Figura 7), o que possibilitou a montagem de um
dendrograma de similaridade que permitiu diferenciar as linhagens e confirmar as

respectivas identidades (Figura 8).

Estes resultados mostraram que o PAGE/SDS também pode ser utilizado para a

diferenciacéo das bactérias patogénicas ao cafeeiro em nivel de patovar.

Figura 7 - Perfis eletroforéticos de proteinas totais em gel de poliacrilamida PAGE-SDS
corado por nitrato de prata. (1) IBSBF 166, (2) IBSBF 199 - Burkholderia
andropogonis; (3) IBSBF 248", IBSBF (4) 1372 - Pseudomonas syringae pv.
garcae; (5) IBSBF 2240 (6) IBSBF 1972° (7) IBSBF 2241 (8) IBSBF 2249 -
Pseudomonas syringae - pv. tabaci
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Figura 8 - Dendrograma de similaridade gerado de acordo com o0os com os perfis
eletroforéticos de proteinas totais em gel de poliacrilamida PAGE-SDS
mostrando a diferenciacdo das bactérias ao nivel de patovar, baseado no
método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade Jaccard (S;)

5.1.4. Amplificacdo das linhagens bacteriana s com uso de PCR

Com a amplificacéo por PCR utilizando-se os primers avr 1F/2R foi obtido fragmento
de aproximadamente 800 pb para as linhagens de P. s. pv. garcae, distinguindo-a das
bactérias P. cichorii, Burkholderia andropogonis e linhagem tipo de P. s. pv. tabaci. Contudo,
também se observou um fragmento nesta altura para as linhagens de P. s. pv. tabaci

isoladas de cafeeiro (Figura 9).

Amplificagdes de linhagens de P. s. pv. tabaci de diversos hospedeiros foi realizada,
e observou-se que apenas naquelas isoladas de cafeeiro ocorreu sinal positivo de
amplificacéo do fragmento de 800 pb (Figura 10). Esse fato levantou a suspeita de que o par
de primers utilizado pode estar amplificando uma regido envolvida na relacdo patégeno
hospedeiro, uma vez que o mesmo foi desenhado a partir de sequéncias do gene avr

(avirulence gene). Entretanto, somente estudos posteriores poderdo confirmar tal hipotese.

Neste estudo a utilizacdo dos primers avr 1F/2R foi eficiente para a diferenciacdo de
P. s. pv. garcae das linhagens de algumas das principais bactérias que causam sintomas
de manchas foliares na cultura do café. Segundo Loreti e colaboradores (2001) a deteccédo

de fitobactérias por primers especificos tem se mostrado uma ferramenta molecular de
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grande importancia por sua alta eficiéncia. Embora haja dificuldade no desenvolvimento de
primers especificos, principalmente para a diferenciacdo de fitobactérias em nivel de
patovar, como observado por Cachatori (2011) para P. s. pv. aptata e P. s. pv. syringae; por
Berg; Tesoriero; Hailstones (2005) para a deteccdo de Xanthomonas campestris em
sementes, pois estas assemelham-se em suas caracteristicas genéticas; e por Tonin (2012)
que obteve um primer reverso, que associado a outro primer, conseguiu diferenciar a

espécie X. campestris em nivel infraespecifico.

Figura 9 — Amplificacdo com o par de primers avrlF/2R (1) IBSBF 248P Pseudomonas
syringae pv. garcae (2) IBSBF 199" Burkholderia andropogonis (3) IBSBF
1784T. Pseudomonas cichorii, (4) IBSBF 2240 Pseudomonas syringae pv.
tabaci (5) IBSBF 2241 Pseudomonas syringae pv. tabaci, (6) IBSBF 1972P
Pseudomonas syringae pv. tabaci (7) Controle negativo sem DNA e (M)
Marcador molecular 100pb
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Figura 10 - Amplificacdo de Pseudomonas syringae pv. tabaci isoladas de diversos
hospedeiros com o par de primers avrlF/2R (1) IBSBF 2249 Coffea arabica (2)
IBSBF 2240 Coffea arabica (3) IBSBF 974 Desmodium canum, (4) IBSBF 758
Cucumis sativus (5) IBSBF 1437 Celosia plumosa, (6) IBSBF 1822 Carica
papaya (7) 1687 Carica papaya (8) 1662 Aster sp (9) Controle negativo sem
DNA e (M) Marcador molecular 100pb

5.2. Diversidade das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae

5.2.1. Patogenicidade das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae

No experimento para avaliar a patogenicidade as linhagens (Figura 11) IBSBF 2996,
IBSBF 2998 e IBSBF 3005 foram as menos virulentas comparadas com as demais. As
linhagens IBSBF 65, IBSBF 75, IBSBF 1293, IBSBF 2212, IBSBF 3024 e IBSBF 3046 foram
as mais virulentas, sendo as demais linhagens moderadamente virulentas (Tabela 5). Ndo

foram observados sintomas de mancha aureolada no tratamento controle.

Com relagéo a severidade, avaliada pela area ocupada pelas lesbes (escala de notas
1-5), observou-se que as linhagens IBSBF 65, IBSBF 3024 e IBSBF 3046 foram mais
virulentas. As linhagens IBSFB 248", IBSBF 249, IBSBF 1372, IBSBF 1373, IBSBF 2996,
IBSBF 2998, IBSBF 2999, IBSBF 3005, IBSBF 3015, IBSBF 3049 e IBSBF 3065 foram
menos virulentas apresentando menor agressividade as mudas de cafeeiro, embora também

tenham causado a mancha aureolada nas mudas (Tabela 5).
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Embora P. s. pv. garcae seja um patdogeno pouco estudado até o momento,
variages da viruléncia de linhagens bacterianas as mudas de cafeeiro sdo esperadas. Este
fendbmeno foi detectado em outros patossistemas semelhantes, como observado por Natalini
e colaboradores (2006) para P. s. pv. syringae em um pomar de pera e também por Mirik;
Ayson; Sahin (2011) para P. cichorii em alface, tomate e a planta ornamental Schefflera

arboricola.

A variagdo tanto na viruléncia das linhagens de P. s. pv. garcae quanto na
agressividade as mudas de cafeeiro observada neste estudo pode ter sido causada, em
parte, pela producdo de toxinas. Toxinas podem estar envolvidas no grau de viruléncia,
promovendo aumento na severidade de algumas linhagens, pois como observado no
trabalho de Lydon; Patterson (2001), linhagens de P. s. pv. garcae podem produzir tabtoxina
em diferentes quantidades. As toxinas ndo sdo essenciais para a patogenicidade dos
isolados, porém podem aumentar a sua viruléncia, ao favorecer o aumento da severidade
das lesGes, além de promover o crescimento e movimento das bactérias nos tecidos da
planta (HWANG et al., 2005). Bactérias da espécie P. syringae sdo conhecidas produtoras
de toxinas como tabtoxina, coronatina, faseolotoxina e siringomicina (BENDER; ALARCON-
CHAIDEZ; GROSS, 1999; HWANG et al., 2005). Hwang e colaboradores (2005)
observaram, ao estudar 95 isolados de P. syringae, dos patovares aceris, actinidiae, aesculi,
apii, aptata, atrofaciens broussonetiae, cilantro, coronafaciens, glycinea, japonica,
lachrymans, maculicola, mella, mori, morsprunorum, myricae, oryzae, phaseolicola, pisi,
savastanoi, sesami, syringae, tabaci, thea e tomato, que 54 isolados n&o produziram
nenhuma das quatro toxinas testadas, phaseolina, siringomicina, tabtoxina e coronatina,
embora fossem patogénicos. Também verificaram que alguns isolados perdiam a
capacidade de produzir as toxinas quando armazenados por longos periodos. No presente
estudo linhagens obtidas ha muitos anos (IBSBF 65, IBSBF 75 e IBSBF 1293) foram
patogénicas, indicando que ndo perderam a patogenicidade durante 0 armazenamento sob
liofilizacdo e ultracongelamento a -80 °C. Mas é possivel que as linhagens produzam outras
toxinas (coronatina, corpeptina, fuscopeptina, persicomicina, phaseolotoxina, rhizobitoxina,
syringomicina, syringopeptina, tagetinotoxina, tolaasina e viscosina) como observado para
outras espécies de Pseudomonas. (BENDER; ALARCON-CHAIDEZ; GROSS, 1999).
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Figura 11 — Sintomas de necrose com halos amarelos em folhas de mudas de cafeeiro
obtidos a partir de inoculacéo artificial por picada e aspersdo de linhagens de
Pseudomonas syringae pv. garcae, em condi¢cdes de casa de vegetacdo. (A)
IBSBF 65, (B) IBSBF 1293, (C) IBSBF 2840, (D) IBSBF 2511
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Tabela 5 — Severidade de mancha aureolada em folhas de mudas cafeeiro, cultivar Mundo
Novo, inoculadas com 29 linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae.
Severidade avaliada por escala de notas (1-5) calculada pela porcentagem de
lesbes formadas em cada folha inoculada, apés inoculagcdo com 4 perfuracées

por folha

N° Linhagens AvaliacBes AACPD

IBSBF 13 DAI 19 DAI 26 DAI 33 DAI nota
65 16a 2,3a 2,7b 4a 64,2 a
75 15a 19b 2,3c 3.2b 55,3b
152 1l4a 15c 2d 2,7c 475 ¢
158 13b 1,7b 1,7d 28c 46,6 c
248" l,1c 1,2c 1,3e 1,3e 334e
249 10c 13c 13e 16d 349¢e
1293 14a 19b 26b 3.2b 56,5b
1372 10c 12c 1,3e 1,7d 33,1e
1373 10c 12c l4e 1,7d 339e
1664 12b 15c 20c 2,7c 46,7 c
2212 12b 22a 26Db 3,1b 56,6 b
2511 l1lc 16¢ 1,8d 2,6¢cC 43,5d
2840 1,2c 1,7b 1,9d 2,2d 44,7 d
2841 1,3b 18b 2,2c 34b 52,2b
2883 l,1c 1,3c 15e 26¢C 39,5d
2996 10 c 1,1c 12e 12e 29,8 e
2998 11c 10c l1e 12e 30,1e
2999 10c 1,3c l4e 1,6d 343e
3005 10c 1,1c 12e 1,3e 3l,1le
3015 10c 1,1c 12e l4e 31,8e
3019 10c 15c 15e 16d 36,7d
3022 1,3b 1,3c 15e 1,7d 38,0d
3024 15a 24a 3,1a 45 a 68,6 a
3031 10c 1,3c 15e 1,7d 354e
3032 10c 13c 16e 1,7d 36,0e
3037 l,1c 1,3c 15e 1,9d 37,5d
3046 15a 24a 3,3a 4,1 a 68,1 a
3049 10c 11c 13e 1,7d 322e
3065 10c 1,3c l4e 1,9d 353e
Controle 10c 10c 10e 10e 26,5e

CV(%) 12,1 18,8 19,5 17,6 13,1

! Médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade
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5.4.2. Diversidade genética das linhagens de P. s.  pv. garcae por rep-PCR

5.4.2.1. BOX-PCR

A anadlise de fingerprinting dos padrbes de P. s. pv. garcae (Tabela 3) com
amplificacdo de sequéncias repetitivas do DNA bacteriano com o primer BOX A1R gerou
perfis genéticos muito similares em todas as 29 linhagens analisadas e, portanto, optou-se

por descartar esse marcador molecular nas analises de diversidade genética (Figura 12).

M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M

Figura 12 - Produtos de amplificacdo dos DNAs de linhagens de Pseudomonas syringae pv.
garcae utilizando-se o primer BOX AlR. (M) marcador de peso molecular 100
pb, (1) IBSBF 248", (2) IBSBF 65, (3) IBSBF 75, (4) IBSBF 158, (5) IBSBF 1372
e (6) IBSBF 1373, (7) IBSBF 1664, (8) IBSBF 2840, (9) IBSBF 2841, (10) IBSBF
2999
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5.4.2.2. ERIC-PCR

Diferente das amplificagbes com o primer BOX, os padrbes gerados pela
amplificacdo de sequéncias repetitivas do DNA genémico com os primers ERIC 1R/ ERIC2
revelaram diversidade genética entre os isolados testados. Nessa analise foram

considerados fragmentos de DNA que variaram de 200 a 1.400 pb (Figura 13).

M1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 11 M
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Figura 13 - Produtos de amplificacdo dos DNAs de linhagens de Pseudomonas syringae pv.
garcae gerados pelos primers ERIC 1R/ ERIC2. (M) marcador de peso
molecular 100 pb, (1) IBSBF 248", (2) IBSBF 2999, (3) IBSBF 3005, (4) IBSBF
3015, (5) IBSBF 3019, (6) IBSBF 3022, (7) IBSBF 3032, (8) IBSBF 3046, (9)
IBSBF 249, (10) IBSBF 2883, (11) IBSBF 3037

A andlise do polimorfismo das linhagens foi efetuada por meio da construcao de
dendrograma de similaridade. O dendrograma gerado permitiu a separacdo das linhagens
em dois grandes grupos denominados | e Il, com aproximadamente 36 % de similaridade
entre si. O grupo | ficou representado por quatro linhagens oriundas do estado de S&o
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Paulo, isoladas no periodo de 1958 a 1978. O grupo Il alocou as 24 linhagens restantes,
ficando dividido em dois subgrupos “a” e “b”, com aproximadamente 44 % de similaridade
entre eles. O grupo “a@” ficou representado pelas trés linhagens provenientes do Quénia, com
isolamentos que dataram entre 1962 a 1973; e o grupo “b” ficou ainda subdividido em outros
dois subgrupos, “i” e “ii”, com similaridade de aproximadamente 67 %. O subgrupo “i” alocou
apenas linhagens provenientes do estado de Minas Gerais (76 % de similaridade), enquanto
gue o subgrupo“ii” apenas linhagens do estado de S&o Paulo (75 % de similaridade), sendo

estes ultimos isolados no periodo de 1998 a 2010 (Figura 14).

Nessas analises foi possivel verificar a separacdo das linhagens provenientes de
Sao Paulo por periodo de isolamento, ou seja, as linhagens isoladas de 1958 a 1978 ficaram

no grupo | enquanto que as demais isoladas de 1998 a 2010 no grupo Il subgrupo “b”, “ii".
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Figura 14 - Dendrograma de similaridade gerado de acordo com os perfis de amplificagédo
das linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae a partir dos primers ERIC
1R/ ERIC2, baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de
similaridade Jaccard (S;)

5.4.2.3. REP-PCR

A anadlise dos padrdes de perfis gerados pela amplificacdo dos DNAs das 29
linhagens de P. s. pv. garcae (Tabela 3) por REP-PCR com os primers REP1R/ REP2I
também revelou alta diversidade genética entre os isolados (Figura 15). Nessa andlise foram

considerados fragmentos de DNA que variaram de 200 a 1.400 pb.
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Figura 15 - Produtos de amplificacdo dos DNAs de linhagens de Pseudomonas syringae pv.
garcae com os primers REP1R/ REP2I. (M) marcador de peso molecular 100
pb, (1) IBSBF 248", (2) IBSBF 65, (3) IBSBF 75, (4) IBSBF 158, (5) IBSBF
1372 e (6) IBSBF 1373 (7) IBSBF 1664, (8) IBSBF 2840, (9) IBSBF 2841, (10)
IBSBF 2999

As linhagens foram analisadas quanto ao polimorfismo pela construcdo de
dendrograma de similaridade (Figura 16). Nesta andlise as linhagens ficaram separadas em
dois grupos, sendo que o grupo | ficou representado apenas pela linhagem IBSBF 2883,
proveniente do Quénia, com similaridade de aproximadamente 20 % com o grupo Il. O
grupo Il alocou as linhagens restantes e ficou subdividido em “a” e “b”, com similaridade de
aproximadamente 50 % entre si. O subgrupo “a” incluiu apenas cinco linhagens, sendo duas
delas provenientes do Quénia (IBSBF 249 e IBSBF 3037), a linhagem Patotipo (IBSBF 248")
e ainda duas linhagens provenientes do estado de Minas Gerais. O subgrupo “b” com as 22
linhagens restantes, ainda pode ser dividido em dois outros subgrupos, “i’ e “ii”, sendo
pertencentes ao grupo “i", apenas linhagens isoladas do estado de Minas Gerais e no grupo

“ii” apenas linhagens provenientes do estado de Sao Paulo.
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Nessas analises as linhagens provenientes do estado de S&o Paulo (grupo Il
subgrupo “b”, “ii") ficaram claramente separadas das oriundas do estado de Minas Gerais

(grupo I, subgrupo “a” e subgrupo “b”, “i").
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Figura 16 - Dendrograma de similaridade gerado de acordo com os perfis de amplificacdo de
linhagens de Pseudomonas syringae pv.garcae com o0s primers REP1R/
REP2I, baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade
Jaccard (S;)

5.4.2.4. Analise combinada de ERIC -/REP-PCR

Foi também construido um dendrograma de similaridade da analise combinada das
matrizes com os primers de ERIC 1R/ ERIC2 e REP1R/ REP2I. A analise do polimorfismo
entre as linhagens testadas permitiu separar as linhagens em dois grupos. O grupo | ficou
composto apenas por trés linhagens de provenientes do Quénia, com similaridade de
aproximadamente de 37 % com as demais linhagens deste estudo. O grupo Il compreendeu
as linhagens restantes, divididas em dois subgrupos, “a” e “b”, com similaridade de

aproximadamente de 50 % entre si. O subgrupo “a” ficou composto por quatro linhagens
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isoladas estado de S&o Paulo no periodo de 1958 a 1978. O subgrupo “b”, alocou 21
linhagens oriundas do estado de S&o Paulo e Minas Gerais e ficou subdividido em dois
subgrupos “i” e “ii", com similaridade de aproximadamente de 61 %, sendo os pertencentes
ao grupo “i", apenas linhagens oriundas do estado de Minas Gerais, e o “ii", alocando
apenas linhagens de do Estado de Sao Paulo. Nessa analise, foi possivel a observacao de

correlacéo entre a formacado dos grupos e o local de origem das linhagens (Figura 17).
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Figura 17 - Dendrograma de similaridade gerado de acordo com os perfis de amplificacdo de
linhagens de Pseudomonas syringae pv. garcae com os primers ERIC-PCR e
REP-PCR, baseado no método UPGMA utilizando o coeficiente de similaridade
Jaccard (S;)

A técnica de rep-PCR (REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR) tem sido considerada
robusta para estudos filogenéticos de populacdes de bactérias, tendo apresentado elevada
correlacdo com outras técnicas mais trabalhosas como AFLP e hibridizacdo de DNA
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(RADEMAKER et al.,, 2000). Louws e colaboradores (1994), jA haviam descrito a
possibilidade de andlise de diversidade genética através dos primers rep-PCR, contudo
apenas recentemente Cepni; Gurel, (2012) observaram possibilidade desta diferenciacdo
para a espécie P. syringae em nivel infraespecifico e subsequente andlise genética da
diversidade de linhagens do mesmo patovar. Lows et al (1995) observaram que a técnica
permitiu a diferenciacéo dos isolados de acordo com a localidade e hospedeiro de origem.
Também para Xanthomonas axonopodis pv. juglandis foi observado que a técnica de rep-
PCR diferenciava duas regides de origem dos isolados (SCORTICHINI; MARCHESI; DI
PROSPERO, 2001). Ainda, Lows e colaboradores (1995) puderam diferenciar linhagens de
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria de diferentes hospedeiros de acordo com o

hospedeiro de origem.

Neste estudo ndo foi possivel diferenciar geneticamente as linhagens de P. s. pv.
garcae com a utilizacdo do primer BOX, embora Marques e colaboradores (2008) tenham
observado a diferenciacdo de espécies e patovares de P. s. como aceris, aptata,
atrofaciens, dysoxyli, japonica, lapsa, panici, papulans, pisi, syringae, aesculi, ciccaronei,
dendropanacis, eriobotryae, hibisci, lachrymans, mella, mori, morsprunorum, myricae,
photiniae, sesami, tabaci, ulmi, antirrhini, apii, berberidis, delphinii, maculicola, passiflorae,
persicae, philadelphii, primulae, rabicola, tomato, viburni, atroporpurea, coronafaciens,
garcae, oryzae, porri, striafaciens, zizaniae, helianthi, tagetis, theae e actinidiae com a
amplificacdo desta regido repetitiva do genoma. Natalini e colaboradores (2006) utilizando
essa mesma técnica também conseguiram separar e analisar a diversidade de linhagens de

P. s. pv. syringae que produziam diferentes sintomas em pera.

Com a utilizacdo do marcador molecular ERIC-PCR foi possivel a separacdo das
linhagens de P. s. pv. garcae por periodo de isolamento, enquanto que experimentos com o
marcador REP-PCR permitiram a separacdo das linhagens por local do isolamento. A
diferenciagcédo de linhagens de P. syringae de rosaceas de caroco foi possivel utilizando a
técnica de REP-PCR (GASIC et al., 2012), enquanto que Vicente; Roberts (2007)
conseguiram diferenciar linhagens de P. s. pv. morsprunorum obtidos de cereja (nivel

infraespecifico).

Na analise combinada dos marcadores moleculares ERIC-PCR e REP-PCR foi
possivel observar que a linhagens provenientes do estado de S&o Paulo se diferenciavam
das linhagens originarias de Minas Gerais. Também foi possivel verificar baixa similaridade
entre as linhagens brasileiras das originarias do Quénia, 0 que possibilitou a separacdo
desses dois grupos de linhagens bacterianas. Esses resultados corroboram estudo anterior

desenvolvido por Kairu (1997), que mostrou a clara diferenciacdo entre as linhagens
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nacionais das linhagens quenianas, baseado em formacdo de pigmentos florescentes,

producdo de bacteriocina e viruléncia.

O presente trabalho representa o primeiro estudo desta natureza para P. s. pv.

garcae.

Os dados obtidos com os resultados de patogenicidade, diversidade genética, local
de origem e ano de isolamento das linhagens estudas, foram cruzados, mas néo
apresentaram correlacdo evidente. As linhagens IBSBF 65, IBSBF 75, IBSBF 1293, IBSBF
2212, IBSBF 3024 e IBSBF 3046, que foram mais virulentas ndo se alocam em um grupo
definido em nenhum dos trés dendrogramas gerados de acordo com os perfis de
amplificagdo com os primer ERIC 1R/ ERIC2, REP1R/ REP2I e a andlise combinada de
ERIC e REP-PCR, a mesma divergéncia ocorreu com as linhagens pouco virulentas IBSBF
2996, IBSBF 2998 e IBSBF 3005.

Linhagens isoladas h&d muitos anos bem como as mais recentes apresentaram
divergéncia no grau de viruléncia, indicando que o aumento da importancia da bacteriose
nos ultimos anos ndo deve ser devido ao aumento da viruléncia do patébgeno, mas as
condicbes climaticas mais favoraveis e outros fatores, como plantio de mudas
contaminadas, auséncia de quebra-ventos, aumento da colheita mecanizada e reduc¢do no

uso de cobre nas lavouras de café.
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6. CONCLUSOES

. Linhagens de P. s. pv. garcae apresentaram reacdes soroldgicas especificas,
quando usado com o meio descrito por Schaad et al. (1990) e perfis eletroforéticos de
proteinas totais que diferenciaram das outras bactérias que atacam o cafeeiro.
Amplificacdes com os primers avr 1F/2R permitiram diferencia-la também de P. cichorii,

Burkholderia andropogonis e linhagem tipo de P. s. pv. tabaci;

. Houve variacéo na viruléncia das linhagens de P. s. pv. garcae em folhas de cafeeiro

cultivar Mundo Novo, independente do local de origem e ano de obtencéo; e

. Linhagens de P. s. pv. garcae do Quénia foram diferenciadas das linhagens
brasileiras e estas apresentaram diversidade quanto a data de obtencéo e local de origem

pelas analises obtidas por rep-PCR.
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