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INTRODUÇÃO 
A Xylella fastidiosa (Xf.) é uma bactéria aflagelada, gram-negativa, presente no xilema 
de uma gama de hospedeiros que inclui pelo menos 28 famílias de mono e 
dicotiledôneas. Esta bactéria infecta e causa doenças em diversas plantas como alfafa 
(Medicago sativa L.), ameixeira (Prunus saliciana Lindl), citros (Citrus ssp.), 
pessegueiro (Prunus percicae L.), videira (Vitis vinifera L.) e café (Coffea ssp.) 
(YORINORI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2002 ). O isolado 9a5c, que infecta citros, 
foi o primeiro fitopatógeno a ter seu genoma completamente seqüenciado, devido a sua 
importância socioeconômica na citricultura nacional. Foi detectada pela primeira vez 
em 1987 no norte do estado de São Paulo nos pomares do Triangulo Mineiro. (SOUZA 
et al., 2003; WENDLAND et al., 2001; YORINORI et al., 2003). A Clorose Variegada 
de Citros (CVC) é uma doença causada pela Xylella fastidiosa que acomete 
primeiramente as folhas da copa, levando ao surgimento de manchas amarelas na parte 
ventral e lesões cor de palha na parte dorsal das folhas. Por esse motivo, essa doença em 
citros também recebe o nome popular de amarelinho. Outro sintoma é o 
amadurecimento precoce dos frutos, tornando-os duros e pequenos, queimados do sol e 
perdendo assim seu valor comercial. Esses sintomas são causados por estresse hídrico 
que é causado pela oclusão vascular devido à formação de biofilme, goma, tilose e 
matriz exopolimérica. A maneira pela qual a doença se estabelece e evolui a partir do 
ponto de infecção ainda não está elucidada, assim como a relação entre quantidade de 
bactérias no xilema e severidade dos sintomas. Essa doença também pode ser 
transmitida através de enxertos contaminados ou por insetos vetores, da subfamília 
Cicadellinae e Cercopidae, conhecidos popularmente como cigarrinha, que se 
alimentam da seiva do xilema. (SOUZA et al., 2003; COLETTA-FILHO et al., 2001) 
 
OBJETIVOS 
Este projeto tem por objetivo a implementação de uma plataforma para detectar, através 
de PCR quantitativo em tempo real, a presença de Xylella fastidiosa em plantas de 
Citrus sinensis para monitoramento do processo de infecção após inoculação 
experimental em plantas jovens. 
 

METODOLOGIA 



Primeiramente, células de X. fastidiosa., da linhagem 9a5c foram crescidas em meio 
PW para construir uma curva de crescimento com base nos valores de densidade óptica 
(DO600) e na contagem de células que foi realizada, com o auxilio de uma câmara de 
Neubauer, em três momentos do crescimento bacteriano: fase inicial, fase exponencial e 
estacionária. O DNA das bactérias cultivadas em laboratório foi extraído, para 
construção de uma curva padrão e para simular as condições àquelas encontradas em 
amostras de plantas infectadas e um ramo de Citrus sinensis foi coletado, esterilizado, e 
triturado em Nitrogênio líquido até a obtenção de um pó bem fino, e então foi 
adicionado uma suspensão contendo 107 células de X. fastidiosa com DO600 = 0,175. 
Foram realizadas três inoculações em três lotes diferentes de mudas de Citrus sinensis 
com culturas de X. fastidiosa 9a5c, com poucas passagens em meio de cultura e 
mantidas em meio PW por 6 dias. Gotas de 20 µl da suspensão bacteriana foram 
aplicadas de 3 a 4 pontos do caule da planta com a mesma deitada. Em seguida, com o 
auxilio de agulhas de insulina, foram feitos pequenos furos, na região da gota, na 
epiderme da planta, sem perfurá-la. Diluições do DNA controle, obtido na extração, 
variando de 1000 a 0,0001 ng/µl, foram utilizadas para a construção da curva padrão 
para as reações de Real Time qPCR com o reagente SYBR® Green e com a sonda 
TaqMan®, ambas fabricadas pela Applied Biosystems. Para a extração de DNA das 
bactérias das plantas infectadas experimentalmente, aproximadamente 20 folhas de 
Citrus sinensis assintomáticas foram coletadas, esterilizadas e trituradas com Nitrogênio 
líquido até a obtenção de um pó bem fino e então foram adicionados os tampões 
adequados para que tal reação ocorra. E então, o material extraído foi concentrado a 100 
ng/µl, para as reações de Real Time qPCR com o reagente SYBR® Green. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
As plantas infectadas, como descrito anteriormente, começaram a apresentar sintomas 
de CVC depois de 4 meses da inoculação experimental, o que indica sucesso no 
procedimento. Até o presente momento foram realizadas duas extrações de plantas 
infectadas experimentalmente, a primeira 4 meses após a primeira inoculação e, a outra, 
5 meses após a primeira inoculação. Com base nos dados analisados, pôde-se verificar 
um aumento populacional de X. fastidiosa, estando assim de acordo com estudos 
anteriores que demonstraram uma maior concentração de bactérias em folhas infectadas 
ha mais tempo. (MACHADO et al., 1997), o que pode também estar intimamente 
associado ao desenvolvimento da doença CVC (OLIVEIRA et al.,2002). O crescimento 
populacional de X.fastidiosa detectado em regiões diferentes do xilema está 
representado na Figura 1, onde se pôde verificar um aumento populacional de X. 
fastidiosa no xilema das folhas de Citrus sinensis de acordo com o envelhecimento das 
plantas (inoculação 1). Nas inoculações 2 e 3 houve uma diminuição populacional de 
X.fastidiosa, podendo ter sido causado em função de baixa amostragem da população ou 
extração ineficiente. Outro aspecto verificado foi a alta evidência de sintomas nas 
mudas da segunda inoculação em comparação com as demais, o que corrobora estudos 
realizados por Lacava e colaboradores (2004), os quais demonstraram que em plantas 
sintomáticas a população de X. fastidiosa é maior que em plantas assintomáticas. 
 



 
 

Figura 1: Quantificação de X.fastidiosa em plantas ao longo do tempo: Mudas jovens de Citrus 
sinensis foram infectadas em três experimentos separados, identificados como inoculação 1, 2 e 3. Após 4 
e 5 meses de infecção, foi extraído o DNA total de 150 mg de pecíolo e nervura foliar e realizadas reações 
de qPCR em Tempo Real, para quantificação da bactéria X. fastidiosa. Em plantas inoculadas apenas com 
PBS não houve detecção de X. fastidiosa; nas plantas da inoculação 1, no período de um mês houve um 
aumento populacional da bactéria, o que não foi percebido nas inoculações 2 e 3. As plantas originadas do 
Centro APTA - Cordeirópolis foram usadas como um controle positivo da quantificação da bactéria. 
 
CONCLUSÃO 
Atráves do procedimento utilizado para a infecção experimental das mudas de Citrus 
sinensis pôde-se concluir que as inoculações foram bem sucedidas, pois há o 
aparecimento de sintomas de CVC em grande parte das plantas infectadas. 
Interessantemente pôde-se verificar que apesar do nível populacional de X. fastidiosa ter 
diminuído após um mês na inoculação 2, os sintomas da doença estão mais evidentes 
que nas demais.  
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