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Implementacdo de um método de deteccdo molecular de Xylella
fastidiosa em plantas de citros e insetos vetores
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A Clorose Variegada dos Citros (CVC) ou amarelinho é uma das principais doencas que
afeta os pomares de citros no Brasil. O agente causal da doenca é a bactéria Xylella
fastidiosa, limitada ao xilema das plantas e de crescimento lento. A bactéria é transmitida
por enxertia ou por cigarrinhas de xilema das familias Cicadellidae e Cercopidae. O objetivo
deste trabalho € implementar um método de deteccao de X. fastidiosa em plantas de citros e
no inseto vetor da CVC. Para deteccdo da bactéria na planta citrica (laranja), foram
utilizadas amostras de plantas enxertadas com borbulhas sadias, com borbulhas de plantas
com CVC, procedentes do Centro Experimental de Umbauba-SE, e amostras de plantas de
pomar infectado pela CVC da Fazenda Gravata, em Governador Mangabeira. A nervura das
folhas mais jovens foram maceradas utilizando cadinho, nitrogénio liquido e posteriormente
adicionadas em tubos de 1,5 mL com tampéo de extracdo e tampéao de precipitacdo CTAB.
Apbs a extracdo o DNA foi quantificado e amplificado utilizando primers especificos para a
X. Fastidiosa (272-1: 5'AGCGGGCCAATATTCAATTGCS' e 272-2:
5'AGCGGGCCAAAACGATGCGTG3'). Para a deteccdo no inseto vetor, foram colocadas
cigarrinhas inteiras do género Acrogonia e apenas a cabeca das cigarrinhas do género
Homalodisca em tubos de 1,5 mL com tampéo (1M Tris-HCI pH 7,5; 0,5M EDTA; H,0) e
adicionadas duas beads magnéticas em cada tubo para maceracdo. Ap6és maceracao, foi
utilizado proteinase K e Kits Promega (Nuclei Lysis Solution e Protein Precipitation solution)
para a extracdo do DNA. O mesmo foi quantificado e submetido a PCR com primers
especificos para a X. fastidiosa. Espera-se obter uma validacdo de método de detecgdo
molecular  utilizando Nested PCR com os primers externos (272-1:
5'AGCGGGCCAATATTCAATTGCS; e 272-2: 5'AGCGGGCCAAAACGATGCGTG3) e
primers internos (272-1 int: 5 CTGCACTTACCCAATGCATCGS3'; e 272-2 int. 5%
GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT3') especificos para a X. fastidiosa e Real Time PCR com
possibilidade de obter ensaios de transmisséo.
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