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Apresentacao

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma das principais plantas cultivadas no
Brasil. A cafeicultura, economicamente, é uma das principais commodi-
ties do pais, pois gera divisas pela exportacdo e socialmente a cultura
demanda grande contingente de mao de obra.

Entretanto, a cultura pode ser atacada por fungos, bactérias, nematoides
e virus. O Coffee ringspot virus foi relatado pela primeira vez causando
a mancha anular em 1936, mas somente a partir de 1995 a doenca foi
observada em altas incidéncias causando perdas na producao, principal-
mente, no Estado de Minas Gerais.

A alta incidéncia dessa doenca, disseminada pelo acaro Brevipalpus
phoenicis, gerou certa preocupacao porque o controle é dificil ou mesmo
impossivel, apds o estabelecimento do virus na planta.

Este documento tem como objetivo revisar os principais trabalhos de
pesquisas sobre a mancha anular do cafeeiro no Brasil.

Claudio José Reis de Carvalho
Chefe-Geral da Embrapa Amazénia Oriental
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Mancha Anular do Cafeeiro
(Coffee ringspot virus -
CoRSV)

Alessandra de Jesus Boari

Introducéo

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é uma das principais plantas cultivadas no
Brasil. A cafeicultura, economicamente, é uma das principais commodi-
ties do pais, pois gera divisas pela exportacao e socialmente a cultura
demanda grande contingente de mao de obra.

No Brasil, havia previsdao para a producao nacional de aproximada-
mente 47,5 milhdes de sacas (60 kg) de café beneficiado, no ano de
2010, somando as producdes de café aradbica e robusta. A produtivi-
dade média do Brasil é de dez sacas beneficiadas por hectare, poden-
do ser influenciada por diversos fatores, dentre eles a ocorréncia de
pragas e doencas (ABIC, 2010).

A cultura pode ser atacada por fungos, bactérias, nematoides e virus.
Este ultimo grupo de patégeno foi relatado pela primeira vez causan-
do a mancha anular em 1936, mas somente em 1995 foi observada
em altas incidéncias em lavouras na regido do Alto Paranaiba e no
Triangulo Mineiro, no Estado de Minas Gerais (FIGUEIRA et al., 1995;
JULIATTI et al., 1995).
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A mancha anular do cafeeiro foi primeiramente descrita em 1938 por
Bitancourt, que a encontrou em plantas isoladas em cafezais localizados
no Municipio de Cacapava, SP, e quando entado foi sugerida a etiologia
viral. Kitajima e Costa (1972) foram os primeiros a observar as presu-
miveis particulas desse virus (Coffee ringspot virus — CoRSV) em for-
ma de bastonetes curtos, ao microscoépio eletrébnico com dimensdes de
35-40 nm x 100-110 nm.

A alta incidéncia dessa doenca, disseminada pelo acaro Brevipalpus pho-
enicis, gerou certa preocupacao porque o controle é dificil ou mesmo
impossivel, apés o estabelecimento do virus na planta (CHAGAS, 1978;
FIGUEIRA et al., 1996).

Este documento tem como objetivo revisar os principais trabalhos de
pesquisas sobre a mancha anular do cafeeiro no Brasil.

Importancia do café

O cafeeiro Coffea arabica L., pertencente a familia Rubiaceae, é origina-
rio do continente africano, das regidoes altas da Eti6pia (Cafa e Enaria),
podendo ser a regido de Cafa responsavel pela origem do nome café. E
uma cultura de clima tropical de altitude, adaptado a clima imido e tem-
peraturas amenas (GRANER; GODOY JUNIOR, 1967). C. arabica é uma
das espécies mais cultivadas no Brasil.

Os maiores produtores mundiais de café arabica sao: Brasil, Colombia, Eti-
6pia, México, Guatemala e Peru. Em relacado ao café robusta (C. canepho-
ra), os paises da Asia vém aumentando a producdo em ritmo acelerado,
sendo o Vietna o maior produtor mundial, seguido pelo Brasil, Indonésia
e India. O Brasil se destaca como o maior produtor (40%) e exporta-
dor mundial, com &rea cultivada de 2,30 milhées de hectares, dos quais
2,14 milhdes estao em producao e 169 mil em formacao (CONAB, 2008).

No Brasil, a producao de café na safra de 2007/2008 foi de cerca de
46 milhoes sacas beneficiadas, das quais 69,04% foram de café arabica
e 30,96% de café robusta (CONAB, 2008).
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A cultura do café destaca-se historicamente no desenvolvimento do
pais. As riquezas geradas possibilitaram o desenvolvimento e industria-
lizacdo de muitas regidoes no Brasil. Como exemplos citam-se a criacao
de rede ferroviaria, o asfaltamento de estradas, a expansao de energia
elétrica e da industrializacdo nos estados de Sao Paulo e Parana (GUIMA-
RAES et al., 2002).

O Sudeste é a principal regido cafeeira do Brasil sendo que os estados
de Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo, Bahia e Parana sao respon-
saveis por 92% da producao nacional de café. Minas Gerais destaca-se
no cendario da cafeicultura nacional pela amplitude de suas regides pro-
dutoras e condicdes climaticas favoraveis ao cultivo do cafeeiro, com
consequente producao de café de boa qualidade, contribuindo com 45%
da producdo nacional. As maiores regiées produtoras de Minas Gerais
sdo Jequitinhonha, Tridangulo Mineiro/Alto Paranaiba e Zona da Mata
(CONAB, 2008).

O consumo nacional anual é de cerca de 16,9 milhdes de sacas de café,
0 que torna o Brasil o maior consumidor mundial de café. No Brasil,
o café tem sido um dos principais produtos de exportacao brasileira,
gerando empregos e renda nacional. Estima-se que existam cerca de
370 mil propriedades de café em 2 mil municipios de 18 estados onde
o café é a principal fonte de renda e que mais de 4 milhées de pessoas
dependam diretamente da cafeicultura.

Diversas doencas causadas por diferentes patégenos podem afetar o
cafeeiro no Brasil e no mundo. Dentre elas destacam-se o amarelinho
(Xylella fastidiosa), a ferrugem (Hemileia vastatrix), a cercosporiose
(Cercospora coffeicola), a mancha de Phoma (Phoma sp.), a mancha
aureolada do cafeeiro (Pseudomonas syringae pv. garcae) e as meloido-
ginoses (Meloidogyne coffeicola, M. incognita e M. javanica) (GODOY et
al., 1997; ZAMBOLIM et al., 1997). A partir de 1995, a virose passou a
ser considerada potencialmente importante para a cafeicultura, em razao
das altas incidéncias de plantas infectadas pelo CoRSV em varias lavou-
ras de importancia econdémica em Minas Gerais (BOARI et al., 2004,
2006; FIGUEIRA et al., 1996, 1998; JULLIAT et al., 1995).

11
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No mundo, s6 foram relatados dois virus, o Coffee ringspot virus
(CoRSV), tentativamente classificado como pertencente a familia Rha-
bdoviridae (BITANCOURT, 1938; CHAGAS, 1978); e o Coffee clorotic
ringspot Caulimovirus (CoCRSV) (MARTINEZ, 2003; OCAMPO et al.,
2003). O CoCRSV que foi relatado na Coldombia é transmitido por en-
xertia, inoculacdo mecanica e pulgdao Toxoptera aurantii Boyer. CoOCRSV
é constituido de particulas isométricas de 50-60 nm de didmetro, com
uma gama de hospedeiro limitada.

Mancha anular do cafeeiro

Local de descricédo
A doenca foi pela primeira vez descrita no Brasil no cafeeiro em Cacapa-
va, SP (BITANCOURT, 1938).

Distribuicao

No mundo, a mancha anular foi relatada no Brasil e Costa Rica (RODRI-
GUES et al., 2002). Em Filipinas foi relatada uma doenca semelhante
(REYES, 1959, 1961), mas nao existem informacdes sobre sua relacao
com CoRSV.

No Brasil, a mancha anular ja foi relatada nos estados de Sao Paulo (BI-
TANCOURT, 1938), Minas Gerais (FIGUEIRA et al., 1995; JULIATTI et
al., 1995), Parand (RODRIGUES; NOGUEIRA, 2001), Bahia (KITAJIMA;
CHAGAS, 2009), Espirito Santo (conforme comunicado por Hélcio Cos-
ta') e no Distrito Federal (BRANQUINHO et al., 1988).

Em Minas Gerais, a doenca foi constatada em varios cafezais localizados
nas regides do Triangulo Mineiro: Araguari (JULIATTI et al., 1995); Alto
Paranaiba: Coromandel, Paracatu e Patos de Minas (FIGUEIRA et al.,
1995, 1996); Zona da Mata: Teixeiras (conforme observado por Boari?);
e Sul de Minas: Varginha, Trés Pontas, Lavras, ljaci, Boa Esperanca, Al-
fenas e Nepomuceno (BOARI et al., 1999, 2004).

" Entrevista concedida pelo Dr. Hélcio Costa, da Encaper-ES, Salvador (Ba), a Dra. Alessandra de Jesus
Boari, bolsista Prodoc do CNPq, em 08.08.98.

2 Observacdo de campo feita pela Dra. Alessandra Boari, pesquisadora da Embrapa Amazénia Oriental,
em 06.09.1998.
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No Estado do Parand, a doenca foi relatada nos municipios de Maring4,
Urai e Palotina (RODRIGUES; NOGUEIRA, 2001).

Em Sao Paulo, observou-se a doenca em Cacapava (BITANCOURT,
1938), Campinas (KITAJIMA et al., 2007a), Taubaté e Piracicaba (CHA-
GAS, 1978).

Em 1978, Chagas considerou o estudo do CoRSV importante porque,
com a crescente expansao da cultura do café em areas de cerrado, as
novas técnicas de manejo adotadas poderiam contribuir para um dese-
quilibrio ecolégico, favorecendo o desaparecimento do inimigo natural do
acaro vetor, seu aumento populacional nos campos produtores de café
e, consequentemente, a disseminagcao do CoRSV (CHAGAS, 1978).

Sintomas

Essa doenca afeta os cafeeiros em qualquer idade do seu desenvolvi-
mento (CHAGAS, 1978). Os sintomas provocados por esse virus se ca-
racterizam por manchas cloréticas nas folhas (Figura 1a, b), geralmente
em forma de anéis concéntricos, e nos frutos manchas amareladas em
forma de anéis ou irregulares e deprimidas (Figura 2) (BITANCOURT,
1938; CHAGAS, 1973, 1978; SILBERSCHMIDT, 1941). Quando as fo-
lhas entram em senescéncia os anéis verdes ficam mais evidenciados
com a folha amarelada. Nos frutos da cultivar Catuai Amarelo também
héd a maturacao irregular, ficando a area infectada esverdeada e a res-
tante amarelada. O tamanho das manchas varia com a fase de desen-
volvimento em que o érgao foi infectado, ou seja, quanto mais novo o
tecido maiores serdo as manchas. Além disso, as manchas podem se co-
alescer. O CoRSV pode também provocar queda severa de folhas e fru-
tos nas plantas infectadas (FIGUEIRA et al., 1996, 1998; RODRIGUES
et al., 2002). Boari et al. (2001a) relataram a ocorréncia de manchas
arredondadas ou elipticas na porcao verde dos ramos (Figura 3), onde
foram constatadas presencas de particulas virais por meio da microsco-
pia eletronica. No cafeeiro, ndo foram observadas particulas virais fora
dessas manchas amareladas, indicando assim a infeccao localizada e
ndo sistémica como ocorre na maioria das viroses de plantas. Observam-

13
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-se também necroses no centro das manchas cloréticas (Figura 1c), que
coincidem com os pontos de inoculacao pelo acaro e provavelmente sao
causadas pelo acaro e nao pelo virus.

Recentemente, Chagas et al. (2007) relataram a ocorréncia de um iso-
lado distinto em plantas de café de um parque publico na cidade de Sao
Paulo, que causava lesGes foliares mais avermelhadas (Figura 1d), e se
referiram a este como CoRSV-SP.

Matiello et al. (1995) relataram que plantas infectadas pelo CoRSV ficam
bastante desfolhadas, de dentro para fora, ficando ocas na copa.

Os sintomas persistem nas plantas quando os &caros viruliferos estdo
presentes (CHAGAS, 1978).

.1a ‘ 1b
. 1c

1d

Fotos 1a, 1b e 1c: Alessandra de J. Boari e Foto 1d: Elliot W. Kitajima

Figura 1. (a, b) Folhas de café exibindo sintomas de mancha anelar; (c) necrose da
nervura e pontos necréticos de inoculagéo pelo &caro B. phoenicis; (d) lesbes foliares
mais avermelhadas causadas pelo CoRSV-SP.



Fotos: Alessandra de J. Boari
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i & A5

Figura 2. (a) Frutos de café sadio e (b,c,d) exibindo sintomas de mancha anelar,

depressdo na casca e maturacéo irregular.

Foto: Alessandra de J. Boari

S 4

Figura 3. Ramo de café com sintomas

de mancha causada pelo CoRSV.
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Etiologia

A mancha anular é causada pelo virus da mancha anular do cafeeiro
(Coffee ringspot virus — CoRSV), cujas particulas tém forma de bastonetes
(35-40 nm x 100-110 nm) (Figura 4), sdao encontradas no nucleo e tam-
bém no citoplasma, comumente associadas com uma massa de baixa den-
sidade aos elétrons, referida como viroplasma (Figura 5). Também podem
estar associadas perpendicularmente as membranas do invélucro nuclear
e do reticulo endoplasmaético, das células epidermais e parenquimatosas
das lesdes das folhas e dos frutos, mas nao tém sido detectadas em regiao
vascular (KITAJIMA; COSTA, 1972). Segundo Kitajima e Chagas (2009),
as particulas podem ser detectadas ocasionalmente pela microscopia ele-
tronica utilizando a contrastacao negativa do extrato de plantas infectadas.

Em preparacao purificada de CoRSV (Figura 6), observaram-se particulas
com diametro de 40 nm, canal axial de 22 nm e estriacOes transversais
espacadas de 4 nm (BOARI et al., 2004).

Foto: Elliot Watanabe Kitajima

Figura 4. Particulas baciliformes de CoRSV dentro do ntcleo.



Foto: Elliot Watanabe Kitajima

Foto: Elliot Watanabe Kitajima

[ -

Figura 6. Preparado parcialmente purificado de CoRSV.

Titulo da publicacéo
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Em tecidos infectados pelo isolado CoRSV-SP, as particulas virais sao
baciliformes curtas, com membranas (Figura 7), e ocorrem arranjadas indi-
vidualmente e longitudinalmente dentro de cisternas do reticulo endoplas-
matico. Raramente sdo visualizados os viroplasmas (Kitajima et al. 2007a).

Transmissao

Chagas (1978) relatou que o CoRSV era transmitido pelo &caro plano
Brevipalpus phoenicis Geijskes (Figura 8). Das fases ovo, larva, ninfa e
adulto coletadas de plantas sintomaticas, Costa et al. (2009) verificaram
por meio da RT-PCR a presenca do CoRSV apenas na ninfa e adulto.

Chagas (1978) testou varios hospedeiros, por meio da inoculacdo me-
canica, utilizando tecidos provenientes de lesdes de folhas e frutos de
cafeeiros infectados, e conseguiu a transmissao mecénica do virus em
plantas de Chenopodium quinoa e C. amaranticolor, nas quais causou
lesOes locais cloréticas arredondadas com o centro necrético.

Foto: César M. Chagas

2 e i +4 n." 4 2 3 .' "
e X e : o el

iculas virais do CoRSV-SP baciliformes curtas, com membranas

Figura 7. Part
arranjadas individualmente.
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Foto: Elliot Watanabe Kitajima

Figura 8. Acaro Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari: Tenuipalpida).

Propriedades fisicas

Chagas (1978) determinou a estabilidade /in vitro do CoRSV, e relatou
que o ponto de inativacao térmica (TIP) do virus era de 70 °C - 75 °C, o
ponto final de diluicdo de 10* e que o virus comecava a inativar-se (LIV)
a partir do 19° dia ap6s a preparacao do suco do tecido manchado de
folhas de café.

Taxonomia

Baseado na forma e tamanho das particulas Orchid fleck virus (OFV),
Citrus leprosis virus (CiLV) e CoRSV foram tentativamente colocados
como virus nao classificados da familia Rhabdoviridae na sexta reuniao
do ICTV (WUNNER et al., 1995). Contudo, estudos ao microscépio ele-
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trénico de transmissao tém mostrado que ha dois tipos de virus trans-
mitidos por acaros Brevipalpus (VTB), respectivamente o nuclear e ci-
toplasmatico. O nuclear (VTB-N), que é representado pelo Orchid fleck
virus (OFV), tem particulas em forma de bastonetes curtos presentes
no nudcleo e no citoplasma e produz um viroplasma nuclear. O genoma
do OFV é conhecido, constituindo-se de dois fragmentos (ca. 6 kb) de
ssRNA senso negativo e sua organizacao é similar a dos rhabdovi-
rus, tendo sido proposto um novo género Dichorhabdovirus para OFV
(KONDO et al., 2006). O citoplasmatico (VTB-C) tem particulas bacili-
formes curtas que se acumulam no reticulo endoplasmatico e causam
um viroplasma denso e vacuolado no citoplasma. Esse grupo é repre-
sentado pelo virus da leprose do citros, tipo citoplasmatico (Citrus
leprosis virus cytoplasmic type - CiLV-C). Seu genoma é constituido
por dois segmentos de ssRNA (5 e 9 kb), senso positivo (PASCON et
al., 2006), e sua organizacao é distinta dos demais virus conhecidos,
tendo sido proposto um novo género Cilevirus para este virus (LOCA-
LI-FABRIS et al., 2006).

O CoRSV tem muitas caracteristicas em comum com OFV: (a) sin-
tomas em formas de lesOes localizadas; (b) transmissao por acaros
Brevipalpus (CoRSV é transmitido por B. phoenicis e o OFV por B.
californicus); (c) tém algumas hospedeiras experimentais em comum
as quais tém infeccao sistémica quando mantidas a alta temperatu-
ra; (d) virions e efeitos citopatico similares (KITAJIMA et al., 2003);
(e) embora apenas parte do genoma do CoRSV seja conhecida, esta
guarda similaridades com o do OFV (LOCALI-FABRIS et al., 2005);
(f) primers especificos para CoRSV e OFV nao promovem amplifica-
cdo cruzada em ensaios de RT-PCR; (g) ensaios sorolégicos usando
anticorpos reciprocos indicam que, embora sejam distintos, OFV e
CoRSV teriam alguns epitopos comuns (BOARI et al., 2004). Esses
dados em conjunto sugerem fortemente que CoRSV seja distinto de
OFV, mas pertenceria ao mesmo género Dichorhabdovirus (LOCALI-
-FABRIS et al., 20086).
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Diagnose

Os sintomas causados pelo CoRSV sao bastante caracteristicos, po-
dendo a diagnose ser realizada por meio da sintomatologia. Entretan-
to, a virose pode ser identificada por meio de indicadoras de virus,
sorologia - ELISA e MET associado a sorologia (BOARI et al., 2004).
Recentemente, apds a realizacdao do sequenciamento nucleotidico
parcial do genoma, Locali-Fabris et al. (2005) desenvolveram um par
de primer especifico para a diagnose do CoRSV por meio da RT-PCR.
Entretanto, esseprimerespecificonaopermitiuaamplificacdodoisolado
CoRSV-SP pelo RT-PCR, indicando uma variabilidade génica (KITA-
JIMA; CHAGAS, 2009).

Estudos citopaticos

As particulas de CoRSV sao encontradas apenas em lesdes encon-
tradas em folhas, frutos (CHAGAS, 1978; CHAGAS et al., 2003;
KIAJIMA; COSTA, 1972; RODRIGUES et al., 2002) e ramos (BOARI
et al., 2003a). Kitajima e Costa (1972) constataram, por meio da
microscoépia eletrénica, a presenca de particulas em forma de bas-
tonetes, medindo de 35 nm a 40 nm de didmetro por 100 nm a
110 nm de comprimento, nas células dos tecidos foliares infectados
de cafeeiro (Figura 4). Outra caracteristica marcante é a presenca de
uma massa electron-transparente no nucleo, referido como viroplasma
(Figura 5). No caso do OFV, demonstrou-se que esse viroplasma con-
tém proteinas virais, como demonstradas por ensaios de imunoloca-
lizacao (KITAJIMA et al., 2001). As particulas podem ocorrer no nu-
cleo, dispersas ou agregadas (Figura 9), no nucleoplasma e/ou no
viroplasma e também no citoplasma, em geral associadas perpendi-
cularmente as membranas do reticulo endoplasmatico. Essa associa-
cdo ocasionalmente gera imagens em seccoes de particulas dispostas
radialmente e circundado por membrana dupla, figura conhecida como
“roda de carroca” (spokewheel) (Figura 10), descrita para OFV (LESE-
MANN; BEGTRUP, 1971). Em raras ocasides, as particulas em forma
de bastonete, envoltas por membrana, podem ser encontradas dispos-
tas longitudinalmente no Iimen do reticulo endoplasmatico (CHAGAS
et al., 2003; KITAJIMA; CHAGAS, 2009).
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Fotos: Elliot Watanabe Kitajima

Fotos: Elliot Watanabe Kitajima

o
Figura 10. Estruturas do tipo spokeweel (roda de carroca) formadas

por particulas de CoRSV associadas a membrana.
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Recentemente, encontrou-se na cidade de Sao Paulo cafeeiros planta-
dos em parques publicos ostentando sintomas de mancha anular, mas
distinto das convencionais. As manchas tém coloracao avermelhada,
ferruginosa. Sao também transmissiveis por acaros B. phoenicis, mas
estudos citopaticos revelaram que raramente induzem viroplasma nucle-
ar, e as particulas, ndo muito abundantes, ocorrem consistentemente no
limen do reticulo endoplasmatico. Primers especificos para CoRSV nao
amplificaram por RT-PCR genoma deste isolado (CHAGAS et al., 2007).
O eventual relacionamento e a posicdao taxondmica dessa forma distinta
da mancha anular estao sob investigacao.

Gama de hospedeiros

Chagas (1978) inoculou isolados de CoRSV provenientes de lavouras de
café do Estado de Sao Paulo em diversas plantas indicadoras de virus, mas
obteve infeccao local em apenas C. quinoa e C. amaranticolor (Chenopodia-
ceae). Boari et al. (2002, 2004) observaram que sintomas sistémicos podem
ser induzidos quando plantas de Chenopodium quinoa, C. amaranticolor e
Tetragonia expansa (Figura 11), inoculadas mecanicamente com CoRSV,
sdo mantidas a altas temperaturas (28-30 °C) por 10-14 dias. Na auséncia
da temperatura alta, essas espécies reagem somente com lesoes locais clo-
réticas. Efeitos citopaticos idénticos aos observados em lesdes locais foram
notados em tecidos infetados sistemicamente (NOGUEIRA et al., 2000). Em
1998, Carvalho e Figueira relataram a infeccéo sistémica de C. quinoa, mas
ndo conseguiram reproduzi-la.

Além de C. amaranticolor, C. quinoa e T. expansa, o CORSV in-
fetou experimentalmente varias plantas como Alternanthera tenella,
N. tabacum ’'White Burley’, C. murale, Gomphrena globosa, todas
elas respondendo com lesdo local (Figura 11) (BOARI et al., 2003b,
2004). Erva de Santa Maria (Chenopodium ambrosioides) e o caruru
(Amaranthus deflexus) também foram infetadas experimentalmente
(ALMEIDA et al., 2006, 2008).

Recentemente, Kitajima et al. (2007c) relataram a ocorréncia de CoRSV
no banco de germoplasma de Coffea e rubidceas afins, mantidas no
Centro Apta Café do Instituto Agronémico (IAC) em Campinas, SP. Por

23



24

Mancha Anular do Cafeeiro (Coffee ringspot virus — CoRSV)

meio de microscopia eletrénica e RT-PCR, verificaram que C. kapakata,
C. dewevrei cv. Excelsa, C. arabica x C. dewevrei, C. canephora cv.
Robusta e os hibridos Timor (C. arabica e C. racemosa) e C. arabica
x C. dewevrei se encontravam naturalmente infectadas pelo CoRSV.
Neste levantamento, constatou-se o primeiro caso de uma espécie rubi-
acea nao Coffea, Psylanthus ebracteolatus, naturalmente infetada pelo
CoRSV. Novelli et al. (2009) constataram um caso de infeccdo natural
da ornamental Spatiphylum wallisi pelo CoRSV, resultando em man-
chas cloréticas. H4 um caso de infeccdo experimental de maracujazeiro
(Passiflora edulis f. flavicarpa) pelo CoRSV, mas ndo para citros
(MASCARENHAS et al., 2009). Em todos esses casos, a confirmacao da
infeccao pelo CoRSV foi feita por microscopia eletronica e RT-PCR. Em
comunicacdo pessoal, Hélcio Costa® do Encaper relatou que a mancha
anular ocorre em café canéfora (Coffea canephora Perre & Froenher) no
Estado do Espirito Santo, mas este caso requer confirmacao por outros
ensaios, ja que diagnose por sintomatologia apenas nao é confiavel.

O isolado CoRSV-SP nao pode ser transmitido mecanicamente tanto
para mudas de café como para outras plantas hospedeiras (CHAGAS
et al., 2007).

Purificacao do CoRSV
O CoRSV pode ser purificado (BOARI et al., 2004) utilizando os protoco-
los de Chang et al. (1976) modificados.

Inicialmente, plantas de C. quinoa com dez dias de pds-transplantio sao
inoculadas mecanicamente e mantidas por uma a duas semanas em ca-
maras de crescimento a 28 °C e acondicionadas em telado para desen-
volvimento dos sintomas por mais dez dias.

Cem gramas de folhas de C. quinoa com sintomas de mosaico sao tritu-
radas com 150 mL de tampao fosfato O0,1M, pH 7,0, contendo O0,01M
de Na-DIECA, 0,1% de éacido ascérbico e 5% de Triton X-100. Apds

S Entrevista concedida pelo Dr. Hélcio Costa, da Encaper-ES, Salvador (Ba), & Dra. Alessandra de Jesus
Boari, bolsista Prodoc do CNPq, em 08.08.98.
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Figura 11. Folhas de C. quinoa (a,b), C. amaranticolor (c,d), A. tenella

(e), C. murale (f), G. globosa (g), fumo cv. Samsum (h), T. expansa (i,j) e
A. deflexus (k) mostrando sintomas causados pelo CoRSV apds inoculacéo
mecénica. As figuras a, c, e, f, g. h. i e k mostram folhas com lesdes locais.
As figuras b, d e j mostram folhas com infeccéo sistémica.
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a centrifugacdo do homogeneizado a 5 mil rpm por 15 minutos, faz-
-se a centrifugacdo do sobrenadante em colchdo de sacarose (20%) a
29.500 rpm (rotor 30) por 150 minutos. Em seguida, faz-se outro ciclo
de centrifugacao diferencial e, posteriormente, a centrifugacao (90 mi-
nutos) em gradiente de sacarose (10% - 40%). Fracdes do gradiente
sdo coletadas e é lida a absorbancia. A fracao de maior pico de absor-
bancia foi centrifugada a 29.500 rpm por 150 minutos.

Apds ressuspensao do pellet com tampao fosfato 0,02M, pH 7,2 e bai-
xa centrifugacao, faz-se a observacdo deste em microscopia eletrdnica
de transmissao (MET), utilizando contrastacdo negativa com acetato de
uranila (1%) para verificar a qualidade do purificado.

Apds o processo de purificacdo, as particulas se mantiveram infectivas,
pois as plantas de C. quinoa reagiram com sintomas de lesao local.

As particulas se apresentaram quebradas (Figura 6) provavelmente em
razao da acao dos reagentes utilizados no processo da purificacao.

Producéo de antissoro e relacionamento sorolégico

Boari et al. (2004) produziram antissoro a partir das particulas de CoRSV
purificadas por meio da injecdo destas no coelho branco da raca Nova
Zelandia e um més apds coletaram o sangue para extracao do antissoro.

O antissoro foi testado utilizando o ELISA-PTA contra extrato de folha de
café sadio e infectado pelo CoRSV, folhas de C. quinoa sadias e infecta-
das, e espinafre sadio e infectado pelo OFV.

Apés adsorcao do antissoro com extrato de C. quinoa sadio, realizaram o tes-
te Elisa-PTA e verificaram a eficiéncia deste na deteccao do CoRSV, na dilui-
céo de 1:500, nas amostras de C. quinoa e café infectadas pelo CoRSV. En-
saios sorolégicos comparativos, em ELISA indireto, usando antissoro contra
CoRSV e OFV, previamente adsorvidos, demostraram que houve forte reacao
cruzada, evidenciando epitopo(s) em comum. Em experimentos de imunomar-
cacao in situ, houve marcacao significante sobre o viroplasma nuclear em
células infectadas pelo CoRSV ou OFV em reacdoes homdlogas, e uma leve
marcacao nas reacoes heterélogas usando antissoros antiCoRSV e antiOFV.
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RNA do CoRSV

Boari et al. (2004) fizeram a extracdo do RNA viral misturando 100 pl
da preparacao viral purificada, 300 pl com adicdo de 100 ul de tampéo
de extracdao de RNA (0,2 M glicina, 0,2 M NaCl, 0,02 M EDTA, pH 9,5),
40 ul de SDS (20%) e 5,4 ul de proteinase K (20 mg/mL). Apéds a
incubacdo dessa mistura a 37 °C por 1 hora, o RNA viral foi extraido com
um volume igual de fenol/cloriférmio (1:1) e precipitado em 2,5 volumes
de etanol absoluto e 1/20 do volume, com 3M acetato de sédio pH 5,5.
Em seguida, o pellet foi lavado com &lcool 70% e ressuspendido em
50 ul de agua tratada com DEPC. O RNA extraido foi observado por
meio da eletroforese em gel de agarose (0,8%). Apds a extracdo de
RNA a partir deste purificado, observou-se por meio da eletroforese
a presenca de duas bandas de RNA com cerca de 6.000 nts e
6.400 nts, evidenciando a sua semelhanca com outros virus
tentativamente classificados como Rhabdovirus (Citrus leprosis virus-
-CiLV e Orchid fleck virus).

Locali (2002), comparando o RNA de fita dupla (forma replicativa —
dsRNA) do CiLV com CoRSV, verificou que o virus possuia dois geno-
mas de cerca de 6.000 pb e 7.000 pb.

Parte do genoma do CoRSV pode ser obtido a partir do dsRNA e sequen-
ciado, gerando pares de primers que permitiram a deteccao especifica do
CoRSV por meio de ensaios de RT-PCR (LOCALI-FABRIS et al., 2005).

Preservacao do virus

O virus pode ser mantido /n vivo em plantas de C.quinoa, C. amarantico-
lor e T. expansa inoculadas e expostas por sete dias a 28 °C constante e
posteriormente mantida em estufa telada.

Também pode ser preservado in vitro por meio da dessecacao dos cortes
das folhas de C. quinoa, C. amaranticolor e T. expansa infectadas siste-
micamente pelo virus, utilizando dessecador contendo silica gel mantidos
a 10 °C. Apéds sete dias, os dessecados sdao embalados em envelopes
de papel manteiga, dentro de vidros fechados hermeticamente contendo
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silica gel, e armazenados a -20 °C. O virus se manteve infectivo por mais
de 3 anos, quando foi realizada a dltima inoculacao.

As folhas infectadas também podem ser preservadas em nitrogénio liqui-
do por tempo indeterminado.

Vetor — Brevipalpus phoenicis

No Brasil, esse 4caro também foi identificado como vetor da leprose do
citros, causada pelo CitLV-C (MUSUMECI; ROSSETTI, 1963); da man-
cha verde do maracuja, causada pelo virus da mancha verde do maracuja
(Passion fruit Green spot virus — PFGSV) (KITAJIMA et al., 1997) e de
outras doencas (KITAJIMA et al., 2010).

Em 1973, Chagas observou que o virus da mancha anular do cafeeiro era
transmitido por populacées do acaro B. phoenicis (Acari: Tenuipalpida).
Segundo Chagas et al. (2003), a eficiéncia da transmissao do virus pelas
fémeas adultas foi de 24%, e a transmissao transovariana ndo ocorreu.

A fim de melhor compreender as relacbes virus/vetor, Kitajima et al.
(2007b) estudaram seccoes ultrafinas de acaros B. phoenicis coletados
em cafeeiros, provenientes de Lavras, MG, e Campinas, SP, exibindo
manchas cloréticas, nas quais o CoRSV foi detectado em exames histo-
I6gicos. Efeitos citopaticos essencialmente similares aos observados nas
células parenquimatosas (viroplasmas e particulas arranjadas em forma
de roda de carroca) das lesdes em folhas e frutos de cafeeiro foram
observados em algumas células das glandulas prosomais de acaros pro-
cedentes de plantas infectadas, mas nao de plantas sadias. Segundo os
autores, essa constatacao sugere que CoRSV replica-se nos tecidos do
acaro e, portanto, a relacao virus/vetor seria do tipo circulativo propaga-
tivo. Costa et al. (2009) verificaram a presenca do CoRSV em diferentes
fases de desenvolvimento do acaro através de ensaios de RT-PCR.

O isolado CoRSV-SP também é transmitido pelo B. phoenicis para mudas de
café que reproduziram os sintomas de anéis avermelhados. Segundo Kitaji-
ma e Chagas (2009), os estagios larvas, ninfas e adultos foram capazes de
transmitir esse isolado apds alimentacao por um periodo de 18 a 24 horas.
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No Brasil, esse acaro tem sido relatado vivendo em cafeeiros (Coffea
spp.) pelo menos desde 1950 (AMARAL, 1951), quando foi relatado no
Estado de Sao Paulo como Tenuipalpus phoenicis Geijskes, 1939, junta-
mente com surtos do acaro-vermelho.

Segundo Childers et al. (2003), B. phoenicis, o acaro plano, é de dis-
tribuicdo cosmopolita nas regides tropicais e subtropicais e polifago,
tendo sido encontrado infestando centenas de plantas, muitas delas de
importancia econémica, incluindo o cafeeiro. O ciclo evolutivo do acaro
compreende as fases de ovo, larva protocrisédlida, protoninfa, deutocrisa-
lida, deutoninfa, teliocrisalida e adulta. Sua reproducao pode ser sexuada
ou partogenética deuterotoca, sendo a Ultima mais comum. A populacao
€ maior nos periodos mais secos do ano e com temperaturas amenas.
Por ter reproducao partenogenética e pelo fato de a feminilizacao desses
acaros ser determinada por uma bactéria simbionte Cardinium, as popu-
lacdes sdo predominantemente de fémeas, com raros machos.

Em cafeeiro, o 4caro é encontrado nas folhas, ramos e frutos. Nas fo-
Ihas localizam-se na pdgina inferior, préximo as nervuras, principalmente
central. Nos ramos sao encontrados nas fendas e, nos frutos, na coroa
e pedunculo. A maior populacdo concentra-se no terco inferior e inter-
namente a planta, regidao onde se encontram a maioria das folhas com
mancha anelar. Nos ramos, se encontra em maior populacdao na parte
verde, onde se concentram as folhas. Na época da frutificacdo observou-
-se que os acaros preferem os frutos para ovoposicao (REIS, 2002).

Epidemiologia

Boari et al. (1999) realizaram uma avaliacao epidemiolégica da mancha
anular do cafeeiro baseada na distribuicdo de plantas afetadas em uma
lavoura no municipio de ljaci, MG. A deteccao de plantas de café infecta-
das pelo virus foi feita visualmente pela observacdo de manchas tipicas
em folhas e frutos de café. Na avaliacdo da incidéncia do CoRSV foram
avaliadas 700 plantas, quanto ao nimero de plantas contendo folhas e/
ou frutos apresentando manchas tipicas. Para verificar a incidéncia de
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folhas e frutos manchados pelo CoRSV, foram coletados 20 frutos por
pé, na altura mediana, de cinco plantas, que compds uma amostra de
50 frutos. Foram avaliadas sete fileiras compostas de 100 plantas.

Em média, observaram-se 50% de frutos manchados pelo CoRSV.

Cem por cento das plantas avaliadas apresentaram frutos com sintoma
caracteristico de mancha anular do cafeeiro.

O mapeamento revelou grande incidéncia da mancha anelar CoRSV forman-
do um gradiente, tanto no sentido da linha quanto das entrelinhas (Figura
12). A maior incidéncia foi observada nas plantas préximas a cerca viva.

A ocorréncia do CoRSV em altas incidéncias na regido sul do Estado de
Minas Gerais é preocupante, j& que essa regiao é a maior produtora de
café, com 50% da producao estadual e 34% da producao nacional.

& INCIDENCIA DO ViRUS
E‘ DA MANCHA ANULAR DO CAFEEIRO EM FRUTOS
% ENZL 4 N TR 28 [m80,0-100,0
| S N =D 20 W 60,0-80,0
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Figura 12. Mapa da distribuicdo da mancha anular em uma lavoura no Municipio de

ljaci, MG, com a porcentagem de frutos doentes nesse municipio.
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Nos municipios de Coromandel, Boa Esperanca, Trés Pontas, ljaci e Var-
ginha, do Estado de Minas Gerais, foram observadas lavouras com 100%
de plantas doentes. No municipio de ljaci, MG, foram observadas pou-
quissimas folhas apresentando manchas de CoRSV. Entretanto, na época
de frutificacdo observou-se 100% de plantas contendo frutos manchados
pelo virus (BOARI et al., 1999). Segundo Reis et al. (2000), os acaros
preferem os frutos para ovoposicdo, o que pode explicar tal fato.

Boari et al. (2001b) elaboraram uma escala diagramatica para avaliacao
da severidade da mancha anular em folha e Girdo (2007), em frutos de
cafeeiro.

Danos e perdas

Qualidade da bebida produzida por frutos manchados pelo
CoRSV

Boari et al. (2006) realizaram testes bioquimicos e de xicara (gustacao).
Em uma lavoura de café “Mundo Novo”, no Municipio de ljaci, MG, com
100% de incidéncia de plantas com mancha anular, foram coletadas
aleatoriamente 22 amostras de frutos sadios e com mancha tipica da do-
enca, seguindo o Delineamento Inteiramente ao Acaso. Cada amostra foi
coletada de dez plantas e as amostras sadias e doentes foram coletadas
das mesmas plantas. Cada amostra consistiu de 3 a 4 litros de frutos
frescos, que foram secados em telados e posteriormente analisados.

As amostras de café foram analisadas quanto aos teores de polifenolxi-
dases, compostos fendlicos, lixiviacao e porcentagem de potdssio, acu-
cares totais, redutores e nao redutores e teste de xicara pelo laboratério
de referéncia da Epamig. A prova de xicara (PX) foi feita por meio de
degustacao por especialista da area, seguindo-se a classificacao oficial
diferenciando as amostras entre rio, riada, dura, apenas mole, mole e
estritamente mole, que receberam, respectivamente, as notas zero, um,
dois, trés, quatro e cinco. As médias foram comparadas pelo teste de
comparacao multipla de Newman-Keuls a 5% de probabilidade.
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No que se referem aos compostos fendlicos totais, aclcares nao re-
dutores, aclcares totais e lixiviagcdo de potdssio, os autores nao ve-
rificaram diferenca estatistica entre graos de frutos manchados e nao
manchados. Entretanto, verificou-se que os graos de frutos manchados
produziram menos acUcares redutores e maior condutividade elétrica
que os de ndao manchados. Segundo Prete (1992), a condutividade
elétrica e a lixiviacdo de potassio nos graos de café com diferentes de-
feitos apresentam valores mais elevados para esses parametros quando
as membranas sao mais deterioradas. De acordo com Clarke e Macrae
(1985), os teores de sacarose (aclcar redutor) dependem de vérios fa-
tores como, por exemplo, a maturidade dos frutos. Nos frutos de café
atacados por CoRSV, a maturacao é irregular, o que pode ter levado a
reducdo de acuUcares redutores.

Com relacao a prova de xicara (sensorial), verificou-se diferenca signifi-
cativa entre as bebidas provenientes de frutos com e sem manchas. Os
frutos manchados tiveram nota 3,63, sendo enquadrados com bebida
apenas mole, ja os frutos sem manchas alcancaram nota 4,00 dando um
padrao superior de bebida e sendo enquadrado como bebida mole.

Girao (2007) montou uma escala de severidade (0%, 9%, 77% e 90%)
da mancha anular em frutos de café estadio cereja para avaliacao da qua-
lidade de bebida e verificou que frutos com mais de 90% da area man-
chada pelo CoRSV apresentaram menor atividade de polifenoloxidase,
maior teor de compostos fendlicos e acUcares redutores, sugerindo que
pode afetar a adstringéncia e consequentemente a qualidade da bebida.

Efeito do CoRSV no peso de grdos de café

Devido ao sintoma de mancha amarelada na casca do fruto do café
provocado pelo virus, suspeitou-se que o virus pudesse interferir no me-
tabolismo e, consequentemente, prejudicar a formacdo do grdao. Desse
modo, Boari et al. (2006) utilizaram as amostras de frutos de café co-
letadas para o teste bioquimico e de xicara, as quais apés a secagem e
descascamento foram pesadas em balanca de precisdo. Cem graos de
cada amostra, proveniente de frutos com e sem manchas, foram pesa-
dos e analisados pelo teste de Tukey. Fizeram-se onze repeticdes.
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O peso dos graos derivados de frutos manchados foi cerca de 5% menor
quando comparado com frutos ndo manchados.

Essa reducao na producdo foi subestimada, pois o teste ndo levou em
consideracao os danos causados pela queda de folhas, reducao de fotos-
sintese nas dreas manchadas das folhas, alteracées do metabolismo, etc.

O fato de o CoRSV induzir a senescéncia precoce das folhas e frutos ja
é sinbnimo de dano na fotossintese da planta devido a reducao do seu
painel fotossintético. O mesmo pode-se falar das areas clordticas nas
folhas onde ha uma menor concentracao de cloroplastos e/ou clorofila.

A reducdo de 5% da producdo j& mostra a importancia que o CoRSV
representa para a cafeicultura brasileira.

Obviamente, danos em producdo no cafeeiro estardo vinculados a po-
pulacao de acaros que se encontra em uma lavoura infectada, uma vez
que se trata de um virus que nao é sistémico na planta, ou seja, estao
presentes apenas nas manchas. A alta incidéncia e severidade da man-
cha anular verificada no Alto Paranaiba: Coromandel, Paracatu e Patos
de Minas (FIGUEIRA et al., 1995, 1996) e Sul de Minas: Varginha, Trés
Pontas, Lavras, ljaci, Boa Esperanca, Alfenas e Nepomuceno (BOARI et
al., 1999, 2004) obviamente coincidiu com a alta populacdo de acaros
nas lavouras.

Controle

Mesmo numa plantacdo que sofrera forte geada, resultando em uma
intensa desfolha nos meses de junho e julho, nas brotacdes da parte
central da planta em agosto, notaram-se sintomas da mancha anular do
cafeeiro (RODRIGUES; NOGUEIRA, 2001).

Em uma lavoura no Municipio de Coromandel, MG, verificou-se que, em
um talhdo que apresentava um histérico de mancha anular e que fora
recepada (corte do caule acima de 30 cm) ha dois anos, houve reapare-
cimento dos sintomas de manchas em folhas e frutos em muitas plantas
apés 1 ano. Por se tratar de um virus que nao infecta o cafeeiro siste-
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micamente, imaginou-se que a recepa seria uma estratégia de controle
da doenca. A reincidéncia da virose, provavelmente, se deve a acaros
viruliferos que se mantiveram na casca do tronco e, apés a brotacao,
se translocaram para se alimentar e consequentemente transmitiram o
CoRSV. Talvez o ideal seja a recepa bem feita sem deixar folhas no
tronco e a aplicacao de acaricida logo a seguir. Posteriormente, seria
realizada a inspecdo periédica do plantio para observacao de plantas sin-
tomaticas para proceder a aplicacao de acaricidas sistémicos e poda de
ramos doentes. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade de que a
fonte de inéculo esteja em plantas que crescem no interior ou nas proxi-
midades dos cafezais e que possam abrigar o acaro e o virus.

Segundo Reis et al. (2004), o controle do 4caro da mancha anular deve
ser feito em fungao da incidéncia da doenca e nao do nimero de acaros.
Caso seja constatada a incidéncia da mancha anular, recomenda-se duas
aplicacdes de acaricidas seletivos aos acaros predadores. A primeira apli-
cacao deve ser feita apds a colheita dos frutos, época em que o cafeeiro
fica mais desfolhado, o que facilita a penetracdo dos produtos nas partes
mais internas das plantas. A segunda aplicacdo deve ser feita logo apés
o aparecimento dos frutos no estagio chumbinho, pois os acaros se diri-
gem para os frutos para se alimentar e colocar ovos na regidao da coroa.

Mineiro (2006) verificou que o acaricida que apresentou reducdes signifi-
cativas na populacao de B. phoenicis foi o aldicarb. Enquanto Fernandes
et al. (2008) verificaram que abamectina apresentou maior eficiéncia no
controle do acaro.

A mancha anular do cafeeiro pode levar a um aumento do custo da pro-
ducao de café devido a necessidade da utilizacdo de mais de um tipo de
acaricida, como esté ocorrendo com a citricultura no Estado de Sao Pau-
lo, onde o maior problema da cultura é a leprose dos citros disseminada
pelo B. phoenicis.
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