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INTRODUÇÃO 
Xylella fastidiosa é uma bactéria gram-negativa, aflagelada, em forma de bastonete, de 
crescimento lento e aeróbico estrito. Após a sua instalada e multiplicação nas plantas, 
ocorre à obstrução dos vasos xilemáticos, tornando deficiente a distribuição dos 
componentes necessários para o desenvolvimento normal do hospedeiro (WELLS, 
1987). Por este motivo, é considerada agente causal de diversas doenças que afetam 
plantas ornamentais, frutíferas e cultivares de grande importância econômica. Dentre as 
doenças estão o mal de Pierce das videiras, “PhonyPeach” dos pessegueiros, 
escaldadura foliar de cafeeiros e a CVC (Clorose Variegada de Citros) que afeta todas 
as variedades de laranja doce (FUNDECITRUS, 2008). 
A CVC conhecida popularmente por amarelinho, devido a uma clorose foliar 
generalizada, teve seu primeiro relato em 1987, e hoje sabe-se que esta é a mais 
importante fitopatogenia associada a X. fastidiosa, pois 39,19% dos pomares brasileiros 
estão infectados com esta bactéria, o que causa enormes prejuízos à agroindústria de 
citros, afetando principalmente a qualidade dos frutos, tornando-os de tamanho reduzido 
e imprestáveis para a comercialização in natura ou para a produção de suco concentrado 
(FUNDECITRUS, 2008; ALVES, 2003). Devido a este problema socioeconômico na 
citricultura nacional, o projeto envolveu inicialmente experimentos de inoculação de Xf 
9a5c em plantas de Citrus sinensis, o monitoramento dos sintomas da infecção e a 
tentativa da descoberta de eventuais diferenças na expressão gênica em plantas 
sintomáticas e plantas não sintomáticas, através da técnica de hibridação em 
microarranjos aliados à amplificação de RNA, para que fosse possível o estudo das 
interações patógeno-hospedeiro imprevistas até o momento. No entanto, os 
experimentos de extração de RNA de Xf 9a5c em mudas de citrus infectadas foram 
frustrados, devido à quantidade extremamente pequena de células de bactérias 
encontradas no interior dos vasos xilemáticos, corroborando com Hinton e 
colaboradores (2004), que descreveram o rendimento de bactéria obtida in vivo sendo 
quase sempre escasso, o que proporciona baixo rendimento de RNA. 
 
OBJETIVOS 
O projeto visa o estudo da expressão gênica em Xf 9a5c in planta, através da técnica de 
hibridação em microarranjos de DNA. Uma vez que não foi possível a extração de RNA 
de X. fastidiosa in planta, em quantidade e qualidade compatível com as análises 
pretendidas, o objetivo do atual trabalho foi alterado para o monitoramento da expressão 
gênica em bactérias mantidas por longo tempo em meio de cultura, quando comparadas 
a bactérias recentemente isoladas de plantas infectadas, através da técnica Reação em 
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (Real Time-qPCR). 



 
METODOLOGIA 
Células infectivas de Xf 9a5c foram cultivadas em 40 mL de meio de cultura CCON, a 
28º C em agitador orbital (EnvironShaker, Lab-Line), a 125 rpm e o crescimento celular 
foi monitorado diariamente, com base na turbidez do meio com o auxílio de um 
espectrofotômetro (Ultrospec 2100pro, AmershamBiosciences) pela absorbância a 
600nm (DO600) até atingir a fase exponencial de crescimento. Foram utilizados 2 grupos 
de bactérias com diferentes quantidades de passagem pelo meio de cultura: (i) células 
recém retiradas da planta hospedeira, apresentando 4 passagens e (ii) células com 
inúmeras passagens e mantidas em cultivo in vitro há vários anos.  
Quando as culturas atingiram o início da fase exponencial de crescimento (DO600 ~ 0,4 
após quatro dias de cultivo) as células de Xf 9a5c foram centrifugadas e submetidas à 
extração de RNA total utilizando Trizol. O RNA total obtido a partir de cada cultura, foi 
quantificado através de absorbância a 260nm e 280nm, com o auxílio de um 
espectrofotômetro (NanoDrop ND-1000) e para a verificação da integridade do RNA, 
submeteu-se as mostras ao gel de eletroforese, onde  padrões de migração foram 
visualizados sob luz ultravioleta.  
Após, o RNA total obtido das culturas foi submetido à purificação pelo sistema RNeasy, 
da Qiagen, e ao enriquecimento de RNAmcom o kit MICROBExpress™ (Ambion) que 
removeu RNAs ribossomais 16S e 23S. Em seguida os RNAm enriquecidos, foram 
submetidos a amplificação, através da reação de poliadenilação seguida de transcrição 
reversa para a construção do cDNA dupla fita,  com uso do kit MessageAmp™ II-
Bacteria (Ambion). 
Finalmente do cDNA dupla-fita obtido, foi utilizado 100ng, para as reações de Real 
Time qPCR com o reagente SYBR® Green para a verificação da expressão gênica de Xf 
9a5c. Esta técnica, desenvolvida para quantificar DNA genômico, é realizada em 
equipamentos capazes de detectar o momento exato da amplificação de um gene, 
atingindo níveis mais altos de sensibilidade e menor risco de contaminação devido ao 
formato fechado da reação (KUBISTA et al., 2006).  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
As culturas de Xf 9a5c em meio CCON cresceram satisfatoriamente e apresentaram fase 
exponencial de crescimento no quarto dia de cultivo. O método de eletroforese foi 
eficiente para avaliar a qualidade do RNA extraído através da integridade das bandas 
16S e 23S de RNA ribossomal. 
O kit MICROBExpress™ (Ambion), é adequado para a realização do processo de 
enriquecimento de RNAm e o kit MessageAmp™ II-Bacteria (Ambion), se mostrou por 
meio de poliadenilação, eficiente  para a amplificação do RNAm, porém apresentou  
uma redução de aproximadamente 50% da massa inicial utilizada. 
A reação em cadeia da polimerase em tempo real RT-qPCR funcionou com sucesso e 
através desta técnica comprovou-se que genes supostamente envolvidos com 
patogenicidade como Xf 0262, Xf 0487 e Xf 2121, bem como, alguns fatores de adesão, 
menos expressos pela bactéria, estão diretamente ligados ao seu poder de infectividade 
para com a planta hospedeira, que por sua vez, pode ser responsável pelo surgimento 
dos sintomas de CVC, corroborando com o descrito por Souza e colaboradores (2003).  
Nossos resultados indicam o porquê de plantas, comprovadamente infectadas por Xf 
9a5c no início deste trabalho, não apresentarem sintomas. O fato é que as células 
utilizadas para a infecção, provavelmente pouco expressaram genes de virulência 
capazes de debilitar o hospedeiro. 



 

 

 

 
Figura 1 – Razão da expressão gênica nos diferentes grupos experimentais (Células de Xf 9a5c recém 
retiradas de citrus e células de Xf 9a5c mantidas in vitro) por RT-PCR. A – Razão Xf 2121/Xf1311, 
mostrou uma diminuição do grupo Xf 9a5c mantidas in vitro comparado ao grupo Xf 9a5c recém retiradas 
de citrus, B – Razão Xf 0487/Xf1311, apresentou-se inalterado entre os grupos apesar da tendência a 
diminuir no grupo Xf 9a5c mantidas in vitro e C – Razão Xf 0262 / Xf1311, mostrou uma diminuição do 
grupo Xf 9a5c mantidas in vitro comparado ao grupo Xf 9a5c recém retiradas de citrus.  Para análise 
estatística foi utilizada test t. * p<0,04 e ** p<0,01.  
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CONCLUSÃO 
De acordo com a pesquisa realizada no atual trabalho, foi possível concluir que os 
mecanismos utilizados pela bactéria Xylella fastidiosa, durante a infecção de seus 
hospedeiros são ainda obscuros e indefinidos, devido à dificuldade de obtenção de 
quantidades suficientes de RNA de células presentes no xilema das plantas para a 
realização da expressão gênica. A amplificação das amostras de RNA in vitro de Xf 
9a5c foi um excelente método para multiplicar a quantidade do material obtido dos 
meios de cultura que poderá ser empregado futuramente para viabilizar o estudo da 
expressão gênica in vivo. 
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