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O amarelecimento letal (AL) € a mais devastadora
doenca da cultura do coqueiro (Cocos nucifera L.)
no mundo (OROPEZA et al., 2011;

MYRIE et al., 2012) e, uma vez introduzida

em determinada drea, altera rapidamente a
paisagem, causando perda total das folhas das
plantas (Figura 1). Até o presente ndao se conhece
uma variedade de coqueiro com resisténcia ou
tolerdncia aceitdvel e duradoura para essa doenca.
Na Jamaica, a introducdo do amarelecimento letal
provocou a destruicdo de mais de quatro milhées
de coqueiros entre os anos de 1961 a 1983. Perdas
similares ocorreram ao longo das costas atlanticas
do sul do México e de Honduras.

A principal planta hospedeira do agente causal
dessa doenca é o coqueiro, porém mais de

40 espécies de palmeiras tais como Phoenix
dactylifera, P. canariensis, P. sylvestris, Livistona
chinensis, Pritchardia pacifica, Syagrus schizophylla
e Trachycarpus fortunei, entre outras, também séo
suscetiveis (HARRISON et al., 2002; 2008).

Foto: Michel Dollet

ISSN 1678-1937
Dezembro, 2017

v 4 "
Tecnico
Coleta de Amostras
para Analises Moleculares
do Fitoplasma Causador
do Amarelecimento Letal

do Coqueiro

Michel Dollet’
Viviane Talamini?
Leandro Eugenio Cardamone Diniz®

| 'tl'll{i; ' I‘I\ 2 |

Figura 1. Area com a cultura do coqueiro depois de uma epidemia
de amarelecimento letal.

O AL identificado na América do Norte e no Caribe
é causado pelo fitoplasma Candidatus Phytoplasma
palmae. A variabilidade desse microrganismo é
alta, inclusive com relatos de diferentes subgrupos
de fitoplasmas associados aos diversos tipos de
sihdromes do tipo amarelecimento letal. Outras
sihdromes do tipo amarelecimento letal ocorrem
em diferentes regiées do planeta, a exemplo
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da Africa Ocidental e Africa Oriental e de
Papua Nova Guiné. Os sintomas nas plantas
ocorrem na seguinte sequéncia: i) queda
prematura e repentina de todos os frutos;

ii) amarelecimento das folhas de baixo para
cima, ou seja, das mais velhas para as mais
novas; iii) necrose das inflorescéncias; e, iv)
morte da planta. O periodo de incubacao do
AL é, em média, de 8 a 9 meses e, do primeiro
sintoma até a morte da planta o tempo € de
3 a 6 meses, totalizando o ciclo entre 11 e
15 meses (DOLLET et al., 2009). Na América
do Norte, o AL ocorre nos Estados Unidos

e México; no Caribe, nas llhas Cayman,
Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Jamaica,
Saint Kitts e Nevis, Antigua e Barbuda e Séao
Martinho; e na América Central, na Guatemala,
Belize e Honduras.

Na Africa Ocidental as sihdromes do tipo
amarelecimento letal ja foram encontradas em
vdrios paises como: Camardes, Nigéria, Gana,
Togo e Costa do Marfim, e na Africa Oriental,
Mocambique, Tanzénia e Quénia. Nesses
casos, a excecdo da Tanzania, a espécie
identificada é o Candidatus Phytoplasma
palmicola (HARRISON et al., 2014).

O fitoplasma que ocorre na Tanzénia de

outra espécie ja identificada, permanece sem
denominacdao.

O fitoplasma detectado recentemente em
Papua Nova Guiné é um novo fitoplasma.

O AL ainda néo ocorre no Brasil, sendo
oficialmente considerada pelo Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento (Mapa)
uma praga quarentenaria ausente (PQA),
quando foi incluida oficialmente na lista de
PQAs por meio da publicacdo da Instrucéao
Normativa Mapa n°® 52, de 21 de novembro
de 2007, e identificada como Pa/m lethal
yellowing phytoplasma. Recentemente, em
uma acao institucional do Mapa e da Embrapa
sobre priorizacdo de pragas quarentendrias
ausentes, o amarelecimento letal recebeu
prioridade alta, estando entre as dez pragas
com maior risco de introducdo no Brasil e

de provocar elevados prejuizos econémicos

e sociais (BRASIL..., 2017). Diante disso,

é prioritdria a capacitacdo de técnicos da drea de
Defesa Vegetal, tanto federais quanto estaduais na
retirada de amostras de pontos especificos da planta
para que as andlises moleculares tenham resultados
confidveis, evitando falsos negativos.

O objetivo deste trabalho € apresentar, de forma
pratica e ilustrada, o passo a passo da coleta de
amostras no caso de suspeita de plantas com AL em
territério nacional. Além disso, a publicacado informa
quanto a forma correta de envio de amostras para
laboratérios capacitados para a deteccdo, por meio
de analises moleculares, do fitoplasma causador
dessa importante doenca do coqueiro.

Estas metodologias para coleta de amostras sao
resultantes da experiéncia de vdrios anos de
pesquisas relacionadas a doencas do coqueiro

de etiologia indefinida ou sihdromes de tipo
amarelecimento letal realizadas por um dos autores
deste documento (1), em paises do Caribe,

Africa e Asia.

Metodologia 1
Coleta de amostras do estipe

Utiliza-se essa metodologia em casos onde néo
se pode eliminar a planta ou ndao hd tempo para
disseca-la totalmente para coleta adequada da
inflorescéncia ou da zona meristemdtica e

das folhas jovens.

Material:

- furadeira (preferencialmente, com bateria acoplada)
ou “Arco de pua”;

- broca para madeira de 10 mm de didmetro com
comprimento Util de aproximadamente 15 cm;

- frasco spray com produto antimicrobiano, por
exemplo, hipoclorito de sédio a 2%-2,5%;

- frasco com &agua limpa que pode ser mineral ou
potavel de torneira;

- facdo com aproximadamente 35 cm de ldmina;

- canivete com aproximadamente 9 cm de ldmina;

- papel alumihio ou folha nova de papel sulfite;

- frascos coletores (capacidade de 80 mL) com
saquinhos de silica gel, de preferéncia,
do tipo rubingel.
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Procedimento: Finalizar a retirada dos excessos de casca com o
auxilio de canivete, que devera ser previamente
Desinfetar a superficie do estipe com o produto limpo conforme descrito anteriormente (Figura 4).

antimicrobiano, em uma drea de, aproximadamente,
15 cm x 15 cm e na altura de 1,5 m do solo
(Figura 2).

Fotos: Viviane Talamini

Figura 2. Aspersdo de hipoclorito de sddio a 2%-2,5% na drea do
estipe do coqueiro.

Remover cerca de 2 mm a 3 mm da casca do estipe
com facdo limpo com produto antimicrobiano e
enxaguado com dgua limpa (Figura 3).

Figura 4. Limpeza do canivete com hipoclorito de sédio a 2%-2,5%
e dgua limpa (A) e retirada dos excessos da casca do estipe do
coqueiro (B).

Figura 3. Remocédo das camadas superficiais da casca do estipe
do coqueiro.
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A broca a ser utilizada devera ser também
previamente limpa (Figura 5A). Inicialmente, perfurar
o estipe em 0,5 cm de profundidade, remover e
desprezar as aparas desta etapa da perfuracao
(Figura 5B). Em seguida, continuar a perfuracao e
coletar as aparas (residuo do estipe perfurado) em
uma folha de alumihio ou de papel sulfite novo ou
diretamente dentro do frasco de amostragem. Para
facilitar a retirada das aparas, deve-se a cada

1,0 cm-1,5 cm retirar lentamente a broca do estipe
e recolher o material (Figura 5C).

Figura 5. Limpeza da broca com produto antimicrobiano e dgua limpa
(A), perfuracdo do estipe do coqueiro com a broca (B) e coleta das
aparas do estipe em papel alumihio (C).

Fotos: Viviane Talamini

A quantidade das aparas do estipe deve preencher
pelo menos 1/3 de um frasco coletor limpo, estéril e
o frasco deve ser bem vedado com tampa de rosca.
Dentro do frasco deve ser colocado um saquinho
com silica gel para manter amostra seca (Figura 6).
Deve-se evitar contato manual com as aparas do
estipe durante a coleta.

Figura 6. Acondicionamento das aparas do estipe do coqueiro e da
silica gel no frasco coletor (A e B).

As amostras, uma vez, acondicionadas deverdo ser
imediatamente enviadas ao laboratdrio responsdvel
pela andlise. No frasco com silica gel as amostras
poderdo permanecer na parte baixa de uma
geladeira (temperatura de 6 °C a 10 °C) por até
15 dias ou a temperatura ambiente (por volta de
24 °C) por uma semana, mas, nunca devem ser
congeladas ou mantidas em locais muito quentes,
principalmente, dentro de veiculos ao sol, mesmo
que por curtos periodos de tempo.

Observacées:

1) As ferramentas devem estar bem limpas e
desinfetadas com produto antimicrobiano e
enxaguadas com dgua limpa sempre que

coletar uma nova amostra.

Repetir a limpeza das ferramentas a cada planta
ou tecido diferente da mesma planta, para evitar
contaminacdo cruzada.

Usar broca para madeira (didmetro a depender
da resisténcia do material, geralmente broca de
10 milimetros € a indicada).

Nao utilizar a furadeira em velocidade elevada
para a perfuracao, a fim de evitar o aquecimento
do material e comprometimento da qualidade

da amostra.

Os ferimentos feitos na planta devem ser
tratados com uma substéncia que forme uma
barreira selante, como uso da pasta bordalesa,
por exemplo.

2)

3)

4)

5)
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Na Figura 8 € possivel verificar as espatas ainda

Metodologia 2 fechadas (nimeros um a oito) do coqueiro. As de
numeros seis a oito, bem como a nove sdo as mais
Coleta das espatas indicadas para andlise do fitoplasma do AL.
Material: £
K
- motosserra e equipamento de protecdo individual e
(6culos de protecdo, luvas etc...); ;§
- frasco spray com produto antimicrobiano, por z
exemplo, hipoclorito de sddio a 2%-2,5%; 5

- frasco com dgua limpa que pode ser mineral ou
potavel de torneira;
- facdo com aproximadamente 35 cm de ldmina;
- canivete com aproximadamente 9 cm de lamina;
- papel alumihio ou papel filme;
- sacos plasticos transparentes com capacidade ) ]
Figura 8. Espatas do coqueiro de nimero 1 a 8 conforme insercdo na

para 5 litros nunca usados. base de cada folha do coqueiro, ou de -2 a -9 conforme nomenclatura
de Perera et al. (2010).

Procedimento: i ..
No caso de plantas de porte alto é necessario

fazer o corte total do estipe na base. Essa etapa
devera ser feita por profissional treinado e com
equipamentos de seguranca para evitar risco de
acidentes (Figura 9A). Apds o corte da planta,
devem-se remover com cuidado todas as folhas
(Figura 9B) no sentido da espiral para ndo danificar
as espatas a serem coletadas (Figura 9C).

Neste caso devem-se coletar as inflorescéncias
ainda fechadas que sdo denominadas espatas
(Figura 7) por meio de um corte no ponto de
fixacdo desta ao estipe, mantendo todo

o peciolo. Em plantas ainda jovens e com porte
baixo € possivel obter as espatas sem destruicao
da planta, removendo algumas folhas ao redor

da mesma até atingir a sua base. Segundo Patel
(1938) e Perera et al. (2010) as espatas sao
classificadas em estdgios e quando recém abertas
recebem o ndmero 10 e denomina-se estdgio O, a
medida que as espatas vao ficando imaturas sao
denominadas de -1, -2, -3, -4 ..., chegando a
-23, -24 (muito imaturas). Neste trabalho sera
utilizada a nomenclatura usual que denomina a
espata recém-aberta como de nimero 10, por estar
inserida na base da folha 10, e as demais como
9, 8, 7 e assim por diante, para as

espatas mais jovens.

Fotos: Viviane Talamini
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Figura 7. Espatas oito e nove do coqueiro e a inflorescéncia dez Figura 9. Corte da planta de coqueiro (A) e remocéo das folhas na
recém-aberta. base (B) e em espiral (C).
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A espata a ser amostrada é a nimero nove que
estd inserida na base da folha nove. Na coleta, esta
inflorescéncia deve ser retirada inteira, incluindo o
peciolo, e assim, cortada na regido de insercao do
peciolo ao estipe (Figura 10). Se o peciolo estiver
com les6es de coloracdo marrom nao devera ser
amostrado. Neste caso, procurar uma espata mais
jovem e Ihtegra na regido do peciolo.

Figura 10. Retirada da espata nove da planta de coqueiro (A) ainda
fechada e com o peciolo protegido (B).

E recomendado o envio, ao laboratdrio que fara o
diagndstico, da inflorescéncia inteira ainda dentro
da espata para formar uma barreira natural contra
agentes contaminantes externos. No caso do

envio via postagem/encomenda ou quando ha a
necessidade de reducao do volume pode-se proceder
ao corte da inflorescéncia e enviar somente o
peciolo da mesma (Figura 11).

Figura 11. Corte da inflorescéncia (A) para retirada da porcdo do
peciolo (B) a ser enviado ao laboratdrio para andlise.

O peciolo deverd ser embalado em um saco pldstico
limpo, nunca usado, e mantido em ambiente entre
6 °C e 10 °C até a chegada ao laboratério. O
material ndo devera ser congelado ou deixado em
locais muito quentes, principalmente, dentro de
veiculos ao sol, mesmo que por curtos

periodos de tempo.

Recomenda-se que todo o material vegetal restante,
apds a derrubada da planta e a dissecacao e para
retirada das amostras, seja destruido seguindo as
recomendacdes da legislacdo vigente.

Metodologia 3
Coleta da zona meristematica
Material:

- motosserra e equipamento de protecao individual
(6culos de protecdo, luvas etc...);
- frasco spray com produto antimicrobiano,
por exemplo, por exemplo, hipoclorito de
sédio a 2%-2,5%;
- frasco com dgua limpa que pode ser mineral
ou potavel de torneira;
- facdo com aproximadamente 35 cm de ldmina;
- canivete com aproximadamente 9 cm de Idmina;
- papel alumihio ou papel filme;
- sacos plasticos para embalagens nunca usados.

Procedimento:

A amostragem da zona meristematica € uma

coleta obrigatoriamente destrutiva para a planta.
Para tanto, devem-se seguir os passos citados na
“Metodologia 2. Coleta das espatas” derrubando-se

a planta e removendo as folhas uma a uma até
atingir o nivel da zona meristemdtica (onde as folhas
jovens sdo formadas). Apds essa etapa, separa-se

a regido do meristema (Figura 12A-C) do restante
da planta e faz-se a dissecacao até chegar na regiao
dos tecidos meristematicos tenros das folhas novas
em formacdo (que serdo retiradas posteriormente)
(Figura 12).
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Imediatamente apds o corte, deve-se envolver

a amostra (tecidos tenros do meristema apical)

em uma pelicula de protecdo que pode ser papel
alumihio (Figura 13) ou filme pldstico para envio ao
laboratério. A amostra devera ser mantida em uma
temperatura entre 6° C e 10 °C até a chegada ao
laboratério. O material ndo devera ser congelado ou
deixado em locais muito quentes, principalmente,
dentro de veiculos ao sol, mesmo que por curtos
periodos de tempo.

Foto: Viviane Talamini

Figura 13. Protecdo do meristema apical com papel alumihio.

Recomenda-se que todo o material vegetal restante,
apds a derrubada da planta e a dissecacdao e para
retirada das amostras, seja destruido seguindo as
recomendacbes da legislacao vigente.

Metodologia 4
Anadlise das folhas novas

Depois de cortada a amostra da regido
meristemadtica, procurar na porcao que corresponde
a base das folhas novas, as folhas em formacéo, de
tecidos tenros e de coloracdo ainda clara (creme/
branco). Entdo, cortar o peciolo das folhas, cerca de
20 cm, da base até o inicio dos foliolos (Figura 14A)
e envolver a amostra em papel filme (Figura 14B).
Manter a amostra em 6 °C-10 °C até a chegada ao
laboratério. O material ndo devera ser congelado ou
deixado em locais muito quentes, principalmente,
dentro de veiculos ao sol, mesmo que por curtos
periodos de tempo.

Fotos: Viviane Talamini

Figura 12. Coleta do meristema apical. Separacdo da regido do
meristema do restante da planta (A) e dissecacao criteriosa dessa Figura 14. Corte das folhas novas e tenras do coqueiro (A) e protecéo
regido para coleta dos tecidos amostrais de interesse (B, C e D). das amostras com papel filme (B).
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Todos os materiais coletados deverdo conter uma etiqueta com as seguintes informacées:

Local da coleta:

Parte da planta:

Ponto de GPS:
Responsavel pela coleta:
Data e hora da coleta:

Laboratério a ser enviado:

Escrever as informacdes na etiqueta a lapis para
evitar que a umidade prejudique a clareza das
informacdes ali descritas.

Consideracées finais

A etapa de coleta de amostras é uma das mais
importantes no processo de diagnose molecular do
fitoplasma causador do amarelecimento letal. Por
esse motivo, o maximo rigor devera ser considerado
em todas as etapas, desde a correta selecéo e
limpeza das ferramentas a serem utilizadas, bem
como do manuseio, embalagem e manutencédo das
amostras até a chegada ao laboratdrio.

Na impossibilidade da amostragem destrutiva
(com corte da base do estipe), recomenda-se,
se possivel, além da coleta da amostra do estipe
a obtencdo de pelo menos uma espata (oito ou
nove) para complementar a andlise (método ndo
destrutivo).

A experiéncia com diferentes sihdromes do tipo
amarelecimento letal mostra que no coqueiro,

os locais mais adequados para a deteccao de
fitoplasmas, sdo: i) as espatas do coqueiro de
numeros sete, oito e nove, no caso de coqueiros
da variedade ando. Esse tipo de amostragem pode
ser “ndo destrutiva” se for possivel o alcance das
mesmas, ou seja, nao ha necessidade de derrubar
as plantas; ii) a zona meristematica e folhas novas,
como foi comprovado por amostragens de plantas
doentes provenientes do Caribe, embora seja
destrutiva e demorada; e, iii) a amostra obtida

do estipe, que é a maneira mais rdpida e simples
de amostrar, mas, pode gerar resultados falso
negativos nas andlises para o fitoplasma.

Para obtencdo de um resultado confidvel, em caso
de suspeita de primeiro caso de amarelecimento
letal no Brasil, a recomendacao € coletar e

enviar ao laboratdrio os quatro tipos de amostras

apresentados: espatas (sete, oito e nove), zona
meristematica, folhas jovens (novas e tenras),
e estipe.
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