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Xylella fastidiosa EM OLIVEIRAS (Olea europaea): DISTRIBUIÇÃO NA PLANTA, 

TRANSMISSÃO VERTICAL E DIAGNOSE 

 

Autor: BEATRIZ DE NADAI GASPARINI SANTOS  

Orientador: Prof. Dr. HELVÉCIO DELLA COLETTA FILHO  

 

RESUMO 
 

 Face a recente ocorrência da doença conhecida como Dessecamento Foliar 

das Oliveiras (DFO), causada por Xylella fastidiosa subsp. pauca (Xf-p), em oliveiras 

(Olea europaea) existe uma carência de informações científicas quanto a biologia 

deste patógeno em oliveira e que possam auxiliar no entendimento desse 

patossistema em suporte as discussões sobre estratégias de manejo. A partir dessas 

inúmeras lacunas sobre o conhecimento de ordem prática desse patossistema, este 

trabalho tem como objetivos; 1. avaliar a ocorrência de transmissão vertical da 

bactéria; 2. determinar a distribuição da Xf-p em plantas com diferentes graus de 

severidade; e 3. estabelecer um método de diagnóstico de baixo custo e com a 

possibilidade de execução "in farm". Ramos de oliveira retirados de uma planta 

assintomática, porém infectada com Xf-p, foram propagados em casa- de-vegetação 

e as mudas oriundas analisadas para presença do patógeno através de PCR 

quantitativo em tempo real (q-PCR). A taxa de transmissão vertical estimada aos 32 

meses foi de 57,74% (41 de 71 mudas) e somente em uma planta das 28 positivas 

(0,014%) foi observado sintomas da DFO. Para se atingir o segundo objetivo, 

amostras de 3 plantas da cultivar “Grapollo” apresentando baixa severidade da DFO 

(apenas um ramo com sintomas) e uma com sintomas generalizados por toda a copa 

(alta severidade) foram coletadas em diferentes posições da copa e do sistema 

radicular e analisadas para a presença de Xf-p através de qPCR. Mesmo em 

condições de baixa severidade da DFO diagnósticos positivos para Xf-p foram obtidos 

entre 30 a 57% das amostras coletadas em ramos assintomáticos, enquanto que nos 

ramos sintomáticos 77% das amostras foram positivas. Por outro lado, em plantas 

com alta incidência da DFO 82 a 100% das amostras foram positivas. Finalmente, o 

método de diagnóstico baseado em impressões de estratificação de ramos em 

membranas de nitrocelulose e identificação de Xf-p por meio de serologia (Tissue-

Print: TP - objetivo 3) mostrou-se promissor, porém com necessidades de 
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aprimoramento uma vez que a concordância dos resultados entre as técnicas de TP 

e qPCR foi apenas levemente parcial (K = 0,01 a 0,20) segundo o índice de Cohen-

Kappa. 

 

Palavras-chave: Doença bacteriana, diagnóstico, síndrome do declínio rápido, Olea 

europaea. 
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Xylella fastidiosa IN OLIVE TREES (Olea europaea): PLANT DISTRIBUTION, 
VERTICAL TRANSMISSION AND DIAGNOSIS 
 

Author: BEATRIZ DE NADAI GASPARINI SANTOS 

Adviser: Prof. Dr. HELVÉCIO DELLA COLETTA FILHO  

 

ABSTRACT 
 

 As consequence of the recent occurrence of the disease known as Olive Quick 

Decline Syndrome (OQDS), caused by Xylella fastidiosa subsp. pauca (Xf-p), in olive 

trees (Olea europaea) there is a lack of scientific information about the biology of this 

pathogen in olive trees that can help to understand this pathogen and support 

discussions about management strategies. From these numerous gaps in the practical 

knowledge of this pathogen, this work has as objectives: 1. to evaluate the occurrence 

of vertical transmission of the bacterium; 2. to determine the distribution of Xf-p in 

plants with different degrees of severity; and 3. to establish a low-cost diagnostic 

method with the possibility of execution "in farm". Olive branches taken from an 

asymptomatic plant, but infected with Xf-p, were propagated in a greenhouse and the 

resulting seedlings were analyzed for the presence of the pathogen by real-time 

quantitative PCR (q-PCR). The estimated vertical transmission rate at 32 months was 

57.74% (41 of 71 nursery plants) and only one plant of the 28 Xf-p-infected (0.014%) 

showed symptoms of OQDS. To achieve the second objective, samples from 3 plants 

of the cultivar 'Grapollo' showing low OQDS severity (only one branch with symptoms) 

and one with symptoms generalized throughout the canopy (high severity) were 

collected at different positions in the canopy and root system and analyzed for the 

presence of Xf-p by qPCR. Even under conditions of low ORDS severity positive 

diagnoses for Xf-p were obtained between 30% and 57% of the samples collected on 

asymptomatic branches, while on symptomatic branches 77% of the samples were 

positive. On the other hand, in plants with high incidence of OQDS 82 to 100% of 

samples were positive. Finally, the diagnostic method based on printing of branch 

extracts on nitrocellulose membranes and identification of Xf-p by serology (Tissue-

Print: TP - objective 3) showed promise, but with needs for improvement since the 

agreement of the results between TP and qPCR techniques was only slightly partial (K 

= 0.01 to 0.20) according to the Cohen-Kappa index. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O cultivo da oliveira (Olea europaea L.) é recente no Brasil com destaque para 

as regiões do sul do Rio Grande do Sul e a região serrana do Sudeste, nos estados 

de Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Paraná e Santa Catarina 

(VILLA & OLIVEIRA, 2012). Muitas foram as tentativas de introdução ao cultivo de 

oliveiras no Brasil, porém nem sempre com muito sucesso. Os fatores respectivos a 

estes insucessos podem ser atribuídos aos materiais genéticos ainda não adaptados 

às condições climáticas locais; ao local de implantação da cultura inapropriado às 

suas necessidades; ao pacote tecnológico não adequado às condições de clima 

subtropical; às dificuldades de manejo de cultura exótica em nossas condições, como 

adubação, poda, e controle de pragas e doenças (BERTONCINI et al., 2010). No 

entanto, independente das dificuldades citadas, bons resultados vêm sendo obtidos 

quando os plantios são conduzidos em microclimas favoráveis à cultura, como é o 

caso do estado do Rio Grande do Sul, e em algumas regiões da serra da Mantiqueira, 

região vulcânica dos estados de Minas Gerais e São Paulo, com altitudes superiores 

a 1000 metros, além de áreas nos estados do Rio de Janeiro e Espírito Santo, Santa 

Catarina e Paraná (BELARMINO et al., 2020). 

Em sendo a olivicultura na região sudeste uma cultura de ambiente específico 

(altas altitudes), problemas de ordem fisiológica têm sido relatados pelos olivicultores, 

principalmente relacionados à alternância de produção e, muitas vezes, à ausência 

de frutificação. Somado a estes, existem ainda fatores de ordem biótica, como as 

doenças e pragas. Dentre estas, pode-se citar as doenças fúngicas, do Gênero 

Colletotrichum, a antracnose da oliva afeta em especial folhas, ramos, brotos, frutos e 

o vigor das plantas. A sua severidade e incidência variam principalmente em função 

da suscetibilidade do cultivar, das condições climáticas e da agressividade do 

patógeno, podendo causar perdas de até 50 % (DOMINGUES et al., 2016). As quais 

estão entre as mais importantes, que podem causar desfolhas, queda de vigor, morte 

de plantas, lesões em frutos, apodrecimento e a queda de frutos (CASAS et al., 2012; 

DOMINGUES et al., 2016; TÖFOLI et al., 2013; TRAPERO et al., 2008; COUTINHO 

et al., 2009, MOHEDANO & BERROCAL, 2011). Tais sintomas afetam diretamente o 

rendimento, a qualidade e o resultado econômico da atividade, além de haver uma 

confusão de sintomas com outras doenças. 
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As doenças bacterianas também se somam a estes problemas fitossanitários, 

pois geram perdas significativas pela destruição parcial ou total da planta ou do órgão 

comercializável, que tem seu valor econômico reduzido. Dentre estas, a doença 

denominada como dessecamento foliar das oliveiras (DFO), causada pela bactéria X. 

fastidiosa, tem impactado negativamente a produção de oliveiras no sul da Itália, 

sendo reportada também na Espanha e Portugal. No Brasil e Argentina foram 

reportados problemas com X. fastidiosa em oliveiras causando dessecamento foliar 

decorrente da síndrome do declínio rápido (HAELTERMAN et al., 2015; COLETTA-

FILHO et al., 2016). 

A bactéria X. fastidiosa é classificada em três principais subespécies: X. 

fastidiosa subsp fastidiosa, X. fastidiosa subsp. multiplex e X. fastidiosa subsp. pauca 

(SCHAAD et al., 2004). Em oliveiras nos países da América do Sul, foi reportada a X. 

fastidiosa subsp.  pauca (HAELTERMAN et al., 2015; COLETTA-FILHO et al., 2016), 

portanto pertencente à mesma subespécie encontrada na Itália que causa a síndrome 

do declínio rápido (ELBEAINO et al., 2014), enquanto na América do Norte foi 

reportada X. fastidiosa subsp. multiplex (KRUGNER et al., 2014). 

De um modo geral as infecções por X. fastidiosa têm por característica um 

longo período de incubação (meses a anos) e, muitas vezes, sintomas que podem ser 

confundidos como fatores abióticos ou derivados de infecção de outros patógenos, o 

que demanda uma identificação do patógeno na amostra. Nesse contexto, ao longo 

dos anos, foram desenvolvidos testes sorológicos, os quais incluem ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) (SHERALD & LEI, 1991), ensaio imunobinding 

(DIBA), Western blotting (LEE et al., 1992; CHANG et al., 1993), de 

imunofluorescência e imunoprint, isto é, “carimbo” da seiva do tecido vegetal em 

membrana (DJELOUAH et al., 2014). Do mesmo modo, foram inúmeros os trabalhos 

publicados que utilizavam a reação em cadeia da polimerase (PCR) e técnicas 

derivadas para o diagnóstico desta bactéria (EPPO Bulletin, 2016). Uma variedade de 

iniciadores gerais ou subespécie específicos para X. fastidiosa estão presentes na 

literatura tanto para PCR tradicional, PCR quantitativa em tempo real ou para Lamp-

PCR (JANSE & OBRADOVIC, 2010; EPPO BULLETIN, 2016). 

Também, um sistema inovativo baseado em microchips, contendo um método 

de transdução eletroquímico, foi apresentado para fins de diagnose, em que o 

reconhecimento da bactéria por anticorpos específicos ligados a eletrodos em 
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microcanais e à leitura de valores de impedância são obtidos (CHIRIACÒ et al., 

2018). Dentre estes diferentes métodos, aquele que mais teria potencial para atender 

a uma demanda de uso "in farm", de forma a demandar poucos recursos financeiros, 

é o baseado em imunoprint, face à facilidade na realização e ausência de 

equipamentos sofisticados na execução (DJELOUAH et al., 2014). 

Por fim, o manejo de X. fastidiosa em culturas perenes é ainda um grande 

desafio e baseia-se nos princípios de exclusão do patógeno do material de 

propagação, eliminação de fontes de inóculo e diminuição da população de vetores, 

objetivando, nessas duas últimas ações, a redução da transmissão da bactéria planta-

a-planta (QUEIROZ-VOLTAN et al., 2006). A exclusão do patógeno do material de 

propagação e o controle do vetor foram fundamentais para a redução da CVC (Clorose 

Variegada dos Citros) no parque citrícola de São Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2020; 

BASSANEZI et al., 2021). Também, a eliminação de ramos de plantas de laranja doce 

com CVC teve sua contribuição para o manejo da doença na década de 1990, período 

de maior pressão da CVC (GARCIA et al., 1995; COLETTA-FILHO et al., 2000). 

Porém, conhecimentos acerca do manejo de X. fastidiosa em oliveiras ainda é 

muito incipiente. A poda de ramos sintomáticos tal como adotado para a CVC poderia 

se fazer parte das estratégias de manejo desta doença, ainda mais que a realização 

de podas são atividades horticulturais, tanto na formação, como poda de produção e 

reforma de olivais. No entanto, para isso primeiramente é necessário conhecer a 

distribuição espacial da bactéria ao longo da planta. Ainda, como constatado para a 

CVC a exclusão de X. fastidiosa do material de propagação foi uma das ações de 

maior impacto no manejo deste patógeno. No caso de oliveiras mesmo que evidências 

indiretas tenham sido constatadas na disseminação deste patógeno por mudas 

(SAFADY et al., 2019), nenhuma informação foi publicada demonstrando a 

transmissão vertical desta bactéria. Finalizando, a constatação da ocorrência de X. 

fastidiosa nas unidades de produção de oliveira apenas com observações de sintomas 

de dessecamento de folhas podem levar a equívocos uma vez que outros estresses 

bióticos e mesmo abióticos podem levar a sintomas semelhantes. Um método de 

diagnóstico de X. fastidiosa de fácil uso e acesso pelos produtores poderia facilitar a 

assertividade na identificação de sintomas de dessecamento foliar associado a 

infecção pela bactéria. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 

 

Embora a bactéria X. fastidiosa tenha sido bastante estuada, especialmente, 

em citros e em videira, face ao recente relato em oliveiras, as informações ainda são 

escassas neste patossistema. Nesse sentido, este projeto tem como principal objetivo 

produzir informações de caráter científico, que possam ser usadas no manejo de X. 

fastidiosa na olivicultura. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a distribuição de X. fastidiosa em plantas de oliveira em função 

da severidade de sintomas como parâmetro de recomendação de podas de ramos 

visando à eliminação da bactéria da planta; 

2. Estimar o potencial de transmissão vertical de X. fastidiosa pela 

utilização de material de propagação assintomáticos, porém retirados de plantas 

infectadas. Tais resultados trarão subsídios para fortalecer a demanda por produção 

de mudas certificadas para oliveiras; 

3. Validar um sistema de diagnóstico de X. fastidiosa, através de imunoprint 

de tecido em membranas de celulose (Tissue-Print), de forma a disponibilizar um 

método simples de diagnose da bactéria, que possa ser levado às unidades de 

produção. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1 A olivicultura no mundo e no Brasil 

A oliveira (Olea europaea L.) não tem sua origem propriamente definida, sendo 

atribuída à Síria ou à Líbia, onde já era cultivada havia mais de 10.000 anos 

a.C. A princípio, a oliveira pode ter chegado primeiro à Grécia, em 700 a.C; a 

Marselha, em 600 a.C., e, finalmente, a Roma, em 500 a.C. (WREGE et al., 2009; 

SANTOS, 2002). Houve uma enorme expansão da cultura ao longo dos anos, além 

das áreas tradicionalmente destinadas ao cultivo da oliveira, caracterizadas pelo clima 

mediterrâneo – verões seco e quente, invernos úmidos e com temperaturas amenas, 

em busca de novas oportunidades de negócio ou mesmo visando à crescente 

demanda mundial de azeites. A Espanha, por exemplo, é a maior produtora de 

oliveiras, contudo não apresenta capacidade de ampliar os plantios já existentes 

(WREGE et al., 2015). Por essa razão, nas últimas décadas, o cultivo da oliveira tem 

sido ampliado a várias regiões do mundo, principalmente em locais onde o cultivo não 

é tradicional (MARTINS et al., 2012; TANASIJEVIC et al., 2014; WREGE et al., 2015), 

as regiões, em que, muitas vezes, encontram-se condições climáticas e de solo muito 

dispares dos presentes no centro de origem da cultura, caracterizado por ter um clima 

com baixo volume de precipitação e solos alcalinos. 

À vista disso, a constante busca por uma alimentação saudável e balanceada, 

através de dietas que tenham a utilização de azeite de oliva, fez com que o consumo 

e a produção tivessem um aumento significativo nos últimos anos, e em caráter 

mundial. De acordo com COI (2022), o Brasil é o segundo maior importador de azeites, 

consumindo mais de 62 mil toneladas de azeite estrangeiro, ficando atrás apenas dos 

Estados Unidos. O maior exportador foi a Tunísia, com 160 mil toneladas, já o maior 

importador também é o EUA, com 346,5 mil toneladas, e o maior produtor, o Marrocos, 

com 200 mil toneladas de produção. Ainda que o consumo de azeite no Brasil seja 

incipiente, face à quantidade importada a produção local de azeite este ano foi de 448 

mil litros de azeite, um acréscimo expressivo, de 122%, em relação ao ano passado e 

a produção local é de 350 mil litros em São Paulo e no Brasil a produtividade chegou 

a 300.000 mil litros de azeite nessa safra de 2022. (GZH, 2022).  

A olivicultura se estabeleceu no Brasil no início do século XIX, e se estabeleceu 

nos Estados do Rio Grande do Sul e na região da Serra da Mantiqueira, devido às 

características climáticas mais favoráveis para a diferenciação da gema floral e, 
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consequentemente, para a produção dos frutos (VIEIRA NETO et al., 2008). Alguns 

resultados obtidos de estudos indicaram que as regiões da Serra da Mantiqueira, 

regiões do Rio Grande do Sul e as regiões de serras vulcânicas, obtinham as melhores 

características, aptidões climáticas e edáficas satisfatórias para o desenvolvimento de 

lavouras em larga escala (MELLO; PINHEIRO, 2012). Atualmente, existem áreas de 

olivais plantadas em alguns Estados, como o Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio 

de Janeiro, São Paulo, Espírito Santo, Paraná e Santa Catarina (PLURAL CURITIBA 

2022). 

A Serra da Mantiqueira, entre Minas Gerais e São Paulo, estabeleceu-se como 

uma região de destaque na produção de azeite extravirgem no Brasil. Atualmente, 

cultiva quatro mil hectares de oliveiras, com 23 agroindústrias incubadas e mais de 60 

marcas de azeite gourmet inseridas no mercado. Portanto, caracteriza-se com uma 

agroindústria alicerçada em produtores com pequenas áreas de cultivo, porém com 

importância na geração local de empregos face a forte demanda por mão de obra na 

condução da cultura e colheita. As principais cultivares de azeitonas colhidas na 

região são a Arbosana (origem espanhola); a Grappolo 541(seleção da EPAMIG -MG 

e de origem italiana) e a Koroneiki (de origem grega) (EPAMIG, 2021). 

No Rio Grande do Sul, concentra-se cerca de 10 mil hectares (IBRAOLIVA, 

2022), São Paulo com 700 hectares e a produção chega a 50 mil litros de azeite 

(AGRICULTURA E ABASTECIMENTO SÃO PAULO, 2022), Minas Gerais 3000 

hectares (EPAMIG, 2022) e o Brasil por sua totalidade, concentra com 15 mil hectares 

de cultivo de oliveira. Outros estados produtores vêm movimentando o cultivo da 

olivicultura, mesmo os que ainda têm com pouca tradição, Rio de Janeiro, Santa 

Catarina e Paraná. No Espírito Santo, a primeira extração de azeite de oliva, realizada 

no dia 9 de fevereiro, tem significado especial para os cerca de 150 produtores de 

oliveiras do estado (PORTAL DO AGRONEGÓCIO, 2022). 

 

3.2 Xylella fastidiosa: bactéria, transmissão e hospedeiros 

 

A bactéria Gram-negativa X. fastidiosa tem sido tentativamente classificada em 

diferentes subespécies. Estudos utilizando-se hibridização DNA: DNA e 

sequenciamento de DNA de fragmentos de genes conservados sugeriram a divisão 

de X. fastidiosa em quatro subespécies (SCHAAD et al., 2004 e SCALLY et al., 2005, 
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YUAN et al., 2010): (i) X. fastidiosa subsp fastidiosa, causa a doença de Pierce na 

uva; (ii) p X. fastidiosa subsp. sandyi, que provoca queimaduras nas folhas de 

oleandro; (iii) X. fastidiosa subsp. multiplex, associado à doença de queimadura foliar 

em uma variedade de espécies arbóreas e frutíferas, incluindo amendoeiras, 

pêssegos, ameixeiras, carvalhos e outras; e (iv) X. fastidiosa subsp. pauca, que causa 

a clorose variegada dos citros (CVC), a requeima de folhas em cafeeiro, além do 

dessecamento de folhas da oliveira, doença também conhecida como dessecamento 

foliar das oliveiras - DFO ("olive quick decline syndrome" - OQDS), do inglês. 

A X. fastidiosa subsp. pauca também é causadora da clorose variegada dos 

citros (CVC), uma doença de rápida disseminação e que apresenta sintomas, 

principalmente, em folhas e frutos. As folhas, inicialmente, apresentam manchas 

amareladas, que evoluem para áreas cloróticas na face adaxial e lesões de coloração 

castanho-claro, na face abaxial (CARVALHO et al., 2022). Os frutos, por sua vez, 

apresentam-se endurecidos, com tamanho drasticamente reduzido, amarelecimento 

precoce, além de uma forte alteração na acidez, o que torna inviável seu consumo in 

natura ou para processamento pela indústria (MACHADO et al., 1994; LARANJEIRA 

& POMPEU JUNIOR 2002). Porém essa mesma bactéria vem causando a Síndrome 

do Declínio Rápido das Oliveiras podendo causar sintomas como: manchas foliares e 

nos frutos, morte e dessecação de ramos e de plantas podem ser visualizados 

causando a síndrome do dessecamento foliar das oliveiras (CANALE, 2017). 

 

1. Inicia-se com folhas com aspecto 

de murcha, ficando um verde mais 

claro, sempre são restritas a um 

ramo. 

2. Neste ramo são encontradas folhas 

murchas cujos sintomas evoluem 

para o dessecamento foliar em toda a 

folha. 

3. Porém, este dessecamento, na 

grande maioria das vezes, evolui do 

ápice para a base das folhas. 

4. As folhas ficam então secas e 

aderidas aos ramos por um longo 

período. Quando de sacode os ramos 

as folhas não de desprendem.  
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Figura 1. Sintomas de X. fastidiosa causando síndrome do declínio rápido em folhas de oliveira. 

Fonte: Helvecio D. Coletta Filho 

A transmissão de X. fastidiosa pode ocorrer por vários meios, tais como a enxertia 

de material vegetal (borbulhas, pecíolos e raízes) infectadas com a bactéria (DE LIMA 

et al., 1996; SEMPIONATO; STUCHI; DONADIO, 1997), garfagem lateral 

de ramos (SALIBE, 2001), inoculação de extrato contendo a bactéria cultivada 

(MÜLLER, 2013), bem como através de insetos vetores (ALMEIDA et al., 2001). Em 

pomares já implantados a transmissão ocorre pela ação de insetos vetores, as 

cigarrinhas das famílias Cercopidae e Cicadelidae (MÜLLER, 2013). O principal 

aspecto relacionado à transmissão é a eficiência apresentada pelo vetor em adquirir 

e transmitir a bactéria que varia entre as espécies de vetor, e de uma mesma espécie 

em diferentes culturas (REDAK et al., 2004). De forma geral, espécies com alta 

eficiência são consideradas chaves para a epidemiologia da doença. De acordo com 

Almeida et al., (2001), uma alta concentração da bactéria nos vasos dos hospedeiros 

pode contribuir para que ocorra a transmissão, pois é provável que um maior número 

de células infectadas seja adquirido, o que pode aumentar as chances de 

sobrevivência e colonização no inseto. 

Os insetos vetores de X. fastidiosa são cigarrinhas (Hemiptera: 

Auchenorrhyncha) da família Cicadellidae (subfamilia Cicadellinae, tribos Proconiini e 

Cicadellini) (SEVERIN 1949,1950) e da superfamília Cercopoidea, representada por 

cinco espécies da família Aphrophoridae e duas da família Clastopteridae (EFSA PHL 

PANEL 2015). Na Itália, a espécie Philaenus spumarius (Aphrophoridae) já foi 

identificada como vetor (SAPONARI et al., 2014, CORNARA et al., 2016, CORNARA 

et al., 2017). 

Essa bactéria coloniza exclusivamente o xilema das plantas hospedeiras e o 

canal alimentar do vetor, ambientes de grande turbulência, exigindo capacidade de 

agregação da bactéria a estas superfícies (RAJU et al., 1982). Ao longo do tempo de 

infecção leva à formação de biofilme bacteriano (DE SOUZA et al., 2004), o que nas 

plantas pode gerar obstrução do fluxo dos vasos colonizados e, por consequência, 

diminuir a disponibilidade de água e nutrientes para a parte aérea (TYSON et al., 1985; 

NEWMANN et al., 2003). Também, como resultado desta interação, tem-se alteração 

do padrão hormonal da planta contribuindo para sua debilidade desta (HICKEL; 

ANDRADE; DUCROQUET, 2001). Esse processo, desde a colonização inicial do 

xilema até o aparecimento dos primeiros sintomas (período de incubação), é longo 
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para o patossistema X. fastidiosa podendo variar de meses a anos (ALMEIDA et al., 

2001; MENG et al., 2005), sendo também alterado em função das condições 

climáticas (NAVARRO ORTÍN, 2017). 

Recentemente, na província de Lecce, no sul da Itália, produtores observaram 

que plantas centenárias de oliveiras estavam com sintomas de dessecamento de 

folhas e ramos, que se iniciavam como uma clorose na extremidade da folha (EFSA, 

2015). Com o avançar dos sintomas, culminava na morte da planta. Pesquisas não 

demoram a associar estes sintomas à presença de X. fastidiosa nas plantas 

sintomáticas (SAPONARI et al., 2013), o que possibilitou, posteriormente, concluir o 

postulado de Kock (SAPONARI et al., 2017), o qual denomina essa doença como 

dessecamento foliar da oliveira (DFO). Face à característica quarentenária da X. 

fastidiosa na Europa, aquele relato foi tratado com grande preocupação por parte da 

pesquisa e agentes de defesa. Como ação, a Organização Europeia e Mediterrânea 

de Proteção de Planta proibiu, de imediato, o transporte de material de propagação 

de qualquer espécie de planta suscetível à X. fastidiosa (MARTINELLI et al., 2016). 

Atualmente, X. fastidiosa tem causado problemas em oliveiras e foi reportada na Itália, 

Brasil e Argentina (SAPONARI, et al., 2017). No entanto, recentemente, em um 

levantamento do banco de dados da EFSA, foi reportada X. fastidiosa na Espanha, 

França e Portugal (EFSA, 2021). 

No Brasil, no final de 2014, sintomas idênticos aos relatados para oliveiras 

infectadas com X. fastidiosa no sul da Itália foram observados em plantas na Serra da 

Mantiqueira, região localizada nos estados de Minas Gerais (MG) e São Paulo (SP) 

(COLETTA-FILHO et al., 2016). De acordo com Safady et al., (2019), 83% dos 

pomares de oliveiras amostrados no sudeste do Brasil estavam infectados pela 

bactéria, porém com grau variado de intensidade entre os pomares. Os autores 

discutiram que um pressuposto para esta ampla dispersão de X. fastidiosa, em longas 

distâncias, poderia ser a ação antropogênica, usando material vegetativo infectado. 

Portanto, frente à ampla disseminação de plantas de oliveiras nas regiões produtoras 

do Sudeste do Brasil, durante a implantação ou ampliação de unidades de produção 

deve-se atentar à utilização de mudas de oliveiras produzidas num sistema de 

produção em que o risco de X. fastidiosa deva ser considerado. 
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3.3 Métodos de controle de X. fastidiosa 

 

Quando X. fastidiosa é introduzida no sistema de produção agrícola o manejo 

da cultura torna-se bastante complexo, sendo a erradicação do patógeno improvável 

devido à sua sobrevivência em hospedeiros alternativos e a presença de insetos 

vetores polífagos na transmissão da bactéria planta-a-planta (EFSA, 2015; JANSE & 

OBRA-DOVIC, 2010). Os métodos de controle preconizados para doenças causadas 

por patógenos transmitidos por vetores e por material de propagação são baseados 

nos princípios de exclusão, proteção e erradicação (MARTINELLI et al., 2016). O 

manejo da CVC no Brasil é um exemplo clássico o qual foi e tem sido baseado 

principalmente no controle químico dos vetores e na redução do inoculo, através do 

plantio de mudas sadias e eliminação de plantas ou ramos infectados (LOPES, 1999, 

GRAVENA et al., 1998). Recomenda-se que o material de propagação seja produzido 

em viveiros telados para a exclusão dos insetos vetores, seguindo-se as diretrizes do 

sistema de produção certificada de mudas cítricas, adotado no estado de São Paulo 

(CARVALHO, 2003). 

Além do uso de material de propagação livre da presença de X. fastidiosa, a 

poda de ramos de plantas cítricas infectados com X. fastidiosa foi uma das 

ferramentas usadas no manejo da CVC (COLETTA-FILHO & DE SOUZA, 2014). Isso 

pois, o hábito de crescimento sistêmico de X. fastidiosa e limitação ao xilema nos 

vasos dificultam o desenvolvimento de controle químico ou biológico da bactéria. Por 

outro lado, o aparente crescimento lento da bactéria na planta cítrica levou-se a uma 

estratégia de controle com base na eliminação dos ramos infectados, de modo a 

reduzir a infecção sistêmica (COLETTA-FILHO et al., 2000). Tais informações são 

desconhecidas para o caso de oliveiras, o que pode se tornar uma ferramenta no 

manejo. 

A ocorrência de oliveiras infectadas com X. fastidiosa subsp. pauca, no Brasil, 

e a ausência de um programa de produção certificada de mudas de oliveiras, sugerem 

atenção do sistema produtivo, para se evitar a disseminação não intencional do 

patógeno a outras partes do País, assim como no uso não intencional de material de 

propagação contaminado pela bactéria. A forma mais viável de se evitar a introdução 

do patógeno em áreas onde ele ainda não está presente, consiste no estabelecimento 

de olivais com mudas sadias, livres do patógeno, produzidas por viveiristas confiáveis 
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em viveiros com telados, a partir de material propagativo sadio (CANALE, 2017). 

Segundo a autora, seria apropriado, no futuro, a instalação de um programa de 

produção de mudas de oliveiras certificadas e protegidas, a partir de matrizes 

indexadas, com a garantia de que as plantas jovens estarão livres do patógeno, à 

semelhança do que já é feito no sistema de produção de mudas de citros. 

 

3.4 Métodos de diagnóstico de X. fastidiosa 

 

Uma gama de ferramentas de diagnósticos está disponível para detecção de 

X.  fastidiosa, que varia de métodos sorológicos – por exemplo, ensaio de 

imunoabsorção enzimática, imuno ensaio de blot direto de tecido e microscopia de 

imunofluorescência –, até métodos moleculares – como ensaios baseados na reação 

em cadeia da polimerase (PCR), PCR em tempo real (qPCR) e amplificação 

isotérmica mediada por loop (LEE et al., 1992; CHANG et al., 1993). 

O isolamento da bactéria de material vegetal infectado é muito trabalhoso e 

demanda alguns dias para obtenção de resultados devido à natureza de crescimento 

lento da bactéria (EPPO 2016). Por outro lado, os métodos sorológicos normalmente 

carecem de especificidade e sensibilidade (VETTRAINO et al., 2010). Portanto, a 

extração de DNA, combinada com a detecção molecular, permite um diagnóstico mais 

rápido e preciso (HUGHES et al., 2006). No entanto, estes necessitam de 

equipamentos e reagentes importados, tornando o teste mais oneroso. 

Em que valha a maior sensibilidade dos testes baseados na PCR, técnicas 

sorológicas são igualmente importantes, uma vez que inibidores de plantas, como 

polifenóis, não interferem na eficiência da técnica, os quais podem ocorrer na PCR, 

além de terem um custo de análise muito menor (BOSCIA, D et al., 1998; DE BOER 

et al., 2012). Segundo De Boer et al., (2012), vários métodos sorológicos, todos 

baseados em anticorpos policlonais convencionais (PAbs), foram desenvolvidos para 

a detecção de X. fastidiosa, incluindo ELISA, imunofluorescência por aprisionamento 

de membrana, dot immunobinding assay, western blotting e imunofluorescência 

indireta. Além destes, o método baseado em impressão de extrato de plantas em 

membrana de nitrocelulose (Tissue-Print) é outra ferramenta no diagnóstico polifásico 

de X. fastidiosa, a qual pode ser útil, principalmente, no screening inicial de plantas no 
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campo quanto aos sintomas associados à X. fastidiosa e, em particular, em locais de 

cultivo distante de laboratório de análises.  

Para vírus, protocolos de fixação deste patógeno em membranas de celulose, 

por meio de ‘carimbos’ de tecido vegetal, e posterior reconhecimento destes, por 

intermédio de anticorpos primários, que a estes se ligam anticorpos recombinantes 

secundários que reconhecem a enzima fosfatase alcalina, são conhecidos (CAMBRA 

et al., 2000). Segundo os autores, estas membranas podem ser armazenadas por 

meses, até serem iniciadas ao protocolo de imuno reconhecimento do vírus, sendo, 

portanto, ideal para o diagnóstico em amostras coletadas em regiões distantes, que 

após fixadas em membranas, estas poderiam ser enviadas posteriormente para 

análises. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1 Transmissão vertical de Xylella fastidiosa 

 
Com a finalidade de quantificar a frequência da transmissão vertical de X. 

fastidosa para mudas de oliveira foram produzidas por meio de enraizamento de 

ramos retirados de uma planta de oliveira, da cultivar "Grapollo", diagnosticada para 

a presença de X. fastidiosa, porém assintomática. Estacas de 10 cm foram retiradas 

da planta mãe em maio de 2018, selecionadas e tratadas em solução de ácido indol 

butirico (0,6 gr/200 mL de água) por 10 min, seguindo-se do estabelecimento em 

canteiro úmido sob telado protegido de insetos vetores. As estacas enraizadas, num 

total de 71, foram transferidas para sacos plásticos contendo terra e matéria orgânica 

(3:1) e mantidas em casa-de-vegetação, mantidas em telado até a finalização do 

experimento. Aos 32 meses após o enraizamento ao redor de 10 folhas de cada planta 

foram amostradas e armazenadas em freezer a -80°C para posterior extração de DNA 

total e diagnóstico de X. fastidiosa por qPCR. O processo de produção das mudas 

envolvendo coleta dos ramos, enraizamento em câmara úmida e transplantio das 

plântulas foi realizado com o apoio de técnicos da estação experimental da EPAMIG, 

em Maria da Fé, MG. 

 

4.2 Amostragem para a distribuição de X. fastidiosa em plantas de 

oliveira, com sintomas de dessecamento foliar (DFO) 

 

Três plantas de oliveira da cultivar "Grapollo", com incidência de dessecamento 

foliar presente em apenas um ramo, foram selecionadas em um pomar localizado em 

São Bento do Sapucaí, SP, (22° 38' 43.714" S e 45° 41' 06.641" W), a 1560m de 

altitude. A título de comparação, outra planta de oliveira, retirada do mesmo local, 

porém da cultivar "Arbosana" e com alta severidade da doença (dessecamento foliar 

generalizado na planta) foi selecionada para análise. Ambas as cultivares tinham seis 

anos de idade e foram cultivadas no mesmo talhão e receberam os mesmos tratos 

culturais. Destas plantas, foram amostrados tanto os segmentos de ramos laterais 

presente na região amostral do ramo principal (pernadas) e pecíolos das folhas 

presentes nestes ramos laterais. Foram tomadas amostras de ambas as matrizes 

(ramos e pecíolos) nas posições acima (+30, +50, +100 e + 300 cm) do ramo 

secundário sintomático e abaixo (-30 e -50 cm), incluindo amostras do sistema 
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radicular (Figura 2). Pecíolo das folhas e ramos foram picotados, armazenados a -

20°C para posterior extração de DNA seguindo-se do diagnóstico de X. fastidiosa por 

meio da PCR quantitativa em tempo real. 

 

 

Figura 2 - Ilustração dos pontos de amostragem em plantas de oliveira para determinação da 

distribuição sistêmica de X. fastidiosa nos diferentes estratos da planta. Números indicam a distância 

a partir do ponto Zero (0) onde folhas com sintomas de DFO foram identificadas. [+] indica distância 

acima (+30, +50, +100 e + 300 cm) e [-] abaixo (-30 e -50 cm) do ponto zero, incluindo o sistema 

radicular - raiz). Ramos 1, 2, e 3 são os ramos maiores (pernadas). Para as 3 plantas da cultivar 

"Grapollo" somente um ramo apresentava folhas com sintomas de DFO (destaque em vermelho). 

Para a planta da cultivar "Arbosana" os três ramos apresentavam folhas com sintomas de DFO. 

 

4.3 Validação do diagnóstico de X. fastidiosa por meio de imuno-

Tissue-Print 

 

Trabalhos prévios, realizados no Centro de Citricultura Sylvio Moreira, 

possibilitaram a purificação de um anticorpo policlonal através do uso de células totais 

de X. fastidiosa injetadas em coelhos. Tal anticorpo foi desenvolvido na forma de 
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prestação de serviços pelo laboratório Reach biotec¹. A  utilização  deste anticorpo 

para reconhecimento de X. fastidiosa fixada em membranas de nitrocelulose e 

revelação desta através de substrato cromogênico BCIP (5-bromo-4- chloro-3-indolyl-

phosphate) / NBT (4-nitro blue tetrazolium chloride) que detecta a atividade da 

fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo secundário que por sua vez se liga ao 

primário (anti-X. fastidiosa), metodologia conhecida como imunoensaio direto de 

carimbos de tecido vegetal em membrana (DTBIA - "direct tissue blot immuno assay") 

foram muito promissores no diagnóstico de X. fastidiosa. Para as reações positivas, 

presença da bactéria X. fastidiosa na amostra, é esperado uma reação de coloração 

purpura nos spotes (carimbos) das seivas de ramos estampados nas membranas de 

nitrocelulose. A coloração é o resultado da reação da fosfatase ligada ao anticorpo 

secundário como os substratos alcalina com os BCIP / NBT. 

Três grupos de amostras foram avaliados de acordo com a origem: G1 - 

amostras da atividade de distribuição de X. fastidiosa em plantas de oliveira com graus 

de severidade sintomas de dessecamento foliar (n=74); G2 - amostras oriundas das 

atividades de transmissão vertical de X. fastidiosa (n=71); e G3 - amostras coletadas 

a campo de plantas com sintomas de dessecamento foliar (n=35). Estas amostras 

(G1, G2 e G3) num total de 180 foram estampados (‘carimbados’) com o auxílio de 

um alicate em membrana de nitrocelulose, as quais foram postas para reagir contra o 

anticorpo policlonal que reconhece X. fastidiosa sendo a leitura dos resultados obtidos 

feita por dois analistas (Figura 3). 

¹ https://www.rheabiotech.com.br/ 

 

Figura 3 - Ilustração para o procedimento de Tissue-Print. ‘Carimbo’ do tecido vegetal em membrana 

de nitrocelulose. 
 

Para fins de comparação, DNA de algumas das amostras analisadas por 

Tissue-Print foram obtidos e submetidas a PCR tradicional e qPCR cujas 

https://www.rheabiotech.com.br/
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metodologias estão descritas no item 4.4. Foi adotado a qPCR como método de 

referência ('padrão ouro') para comparação dos métodos. 

De uma maneira geral, seguiu-se o seguinte protocolo descrito abaixo para a 

execução do teste DTBIA (Tissue-Print); 

1. As amostras foram impressas em membrana de nitrocelulose segundo 

esquema da Figura 3;  

2. Em seguida foram lavadas com água destilada e na sequência com 

TTBS buffer quente, deixando-se dois minutos. Após a membrana foi bloqueada com 

leite desnatado dissolvido em TTBS buffer a 5% durante 4 horas; 

3. Após, descartar a solução de bloqueio lavou 2 vezes com água e TTBS 

buffer alternando-os. Adicionou a solução contendo o antissoro primário (anti-Xylella) 

diluído na razão 20 μL: 150 mL de tampão (150 mL de TTBS + 75 μL Tween 20 + 

0,75g de BSA) e deixado em “overnight” a temperatura ambiente); 

4. Na manhã seguinte descartou a solução e lavou, por 4 vezes a 

membrana com água e TTBS buffer alternando-os. Incubou durante 2 horas com 

antissoro secundário (anti-rabbit, conjugado com fosfatase alcalina) em 37º C diluído 

1 μL: 20 mL; 

5. Após, as 4 lavagens com água e TTBS buffer alternando-os. Foi revelado 

com substrato BCIP/NBT 96 mL de tampão TRD + 0,008g de BCIP (Bromo-Cloro-

Indolil- Fosfato) + 0,016 mg de NBT (Nitro blue tetrazolium), preparado na hora. 

 

4.4 Extração de DNA total, PCR e qPCR 

 

Pecíolo de folhas, segmentos de raízes e de ramos foram utilizados para 

extração de DNA total utilizando-se 200 mg de cada uma das matrizes mencionadas. 

O tecido vegetal foi adicionado em tubos de 2 mL contendo duas esferas de aço 

inoxidável (5 mm) mais 625 μL de tampão de extração 1 (100 mM Tris pH8,0; EDTA 

50 mM; NaCl 500 mM e H20 destilada autoclavada) seguindo-se da homogeneização 

através de sistema TissueLyser II (Qiagen, Valencia, CA), na velocidade de 30 Hz por 

120 s. Após, 725μL de tampão 2 (CTAB 5%; Sarcosil 10%; 10 mM B-mercaptoetanol) 

foi adicionado ao tubo, seguindo-se o protocolo de purificação de DNA modificado de 

Irey et al., (2006). Resumidamente, os tubos foram incubados de 55 a 65°C por 30 

minutos, centrifugado a 5000 rpm durante 5 minutos, e a fase superior transferida para 
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um novo tubo, no qual se adicionou 500 μL de acetato de potássio 5M. Novamente, o 

tubo foi centrifugado a 10000 rpm durante 20 minutos e o sobrenadante transferido 

para um novo tubo, em que se adicionou 1 volume de isopropanol, mantendo-o então 

1 hora a -20°C. Depois, o tubo foi centrifugado por 10 min a 12000 rpm, descartado a 

fase superior e o precipitado lavado com etanol 70%, mantido em estufa na 

temperatura de 60°C por 15 minutos e dissolvido em 400 μL de 1/10 TE, contendo 10 

ug/ μL de RNAase a 37°C durante 30 minutos e armazenado a -20°C. 

As amplificações X. fastidiosa por PCR tradicional foram realizadas usando os 

iniciadores RST31 e RST33 (MINSAVAGE et al.,1993) em um volume de 20 μL 

contendo 1 X Tampão Master Mix, 20 pmol de cada um dos iniciadores, 4 μL de DNA 

total (100 ng / μL). O termociclador foi programado para as etapas de desnaturação 

inicial a 95 °C por 3 min, 35 ciclos a 95 °C por 45 s, 55 °C por 45 s e 72 °C por 1 min, 

com uma extensão final a 72 °C por 10 min. As amplificações foram visualizadas em 

matrix de agarose 1% corada com brometo de etídeo submetida a eletroforese 

horizontal. 

Para o diagnóstico envolvendo qPCR segue-se a metodologia descrita por 

Oliveira et al., (2002) utilizando o termociclador ABI PRISM 7500 (Applied 

Biosystems®). As amplificações continham um volume total de 13,5 µL, composto por 

6,75 µL de TaqMan PCR Master Mix (Biosystem), 0,80 µM dos primers CVC1/CCSM1 

e 0,40 µM da sonda CVC. Uma concentração final de 300 ng de DNA total foi usada 

para todas as amostras. As amplificações seguiram o padrão do equipamento: pré-

incubação a 50°C por 2 minutos, desnaturação a 95°C por 10 minutos, seguindo 40 

ciclos de desnaturação a 95°C por 15 segundos, e anelamento/extensão a 60°C por 

1 min após cada ciclo. Somente amostras com valores de CT menores que 32 foram 

aceitas como positivas, portanto, infectadas por X. fastidiosa. Em sendo uma 

correlação inversa, os menores valores de CT estão associados a maiores 

concentrações de X. fastidiosa na amostra, enquanto os maiores valores ao menor 

título bacteriano. 

 

4.5 Análise dos dados 

 

Os dados da frequência de presença / ausência de X. fastidiosa nas amostras 

seja por diagnóstico através de diferentes técnicas (PCR convencional, qPCR e imuno 
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tissue-print) ou diferentes matrizes (pecíolo da folha ou ramo) utilizada para a mesma 

técnica de diagnóstico foram avaliados estatisticamente pelo teste qui- quadrado (X2) 

de Pearson para proporções de ocorrência de características (frequências) entre 

grupos de amostras. É testado a hipótese nula (H0) de não associação entre os grupos 

e a H1 onde os grupos são associados. A rejeição da hipótese verdadeira é testada 

para P<0.05. Diferenças entre os valores de CT obtidos para cada matriz (pecíolo da 

folha ou ramo) foram comparados pelo teste não paramétrico (Mann-Whitney U test) 

que testa a hipótese nula de que os valores de X ser maior que o Y é igual à do Y ser 

maior que a do X, quando tomados aleatoriamente de duas matrizes. Ambas as 

análises foram realizadas em 

https://www.socscistatistics.com/tests/ztest/default.aspx. 

A reprodutibilidade de leitura dos resultados presentes nas membranas entre 

os analistas foi avaliada pelo teste chi-quadrado e pelo índice de Cohen-Kappa que 

estima a concordância de resultados entre duas leituras (MCHUGH et al., 2012). As 

interpretações podem assim ser feitas comparando-se as leituras obtidas: ≤ 0 - sem 

concordância; 0,01 a 0,20 - levemente parcial; 0,21 a 0,40 - concordância razoável; 

0,41 a 0,60 - moderada; 0,61 a 0,80 - substancial; 0,81 a 1,00 - quase perfeita. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Transmissão vertical de X. fastidiosa 

 

Aos 32 meses após o início de formação, de um total 71 mudas, 41 (57,74%) 

foram positivas para X. fastidiosa quando diagnosticada por qPCR (Figura 4). De um 

modo geral os valores de CT obtidos (entre 26.13 a 31.82) denotaram uma baixa 

concentração de X. fastidiosa nestas plantas, com exceção das plantas 27, 29, 30, 36, 

53, 57 e 60 cujos valores de CT foram menores que 25, com destaque para a planta 

29 (CT = 24.66), sendo a única no período a apresentar sintomas de dessecamento 

foliar (Tabela 1). Alta taxa de transmissão vertical (28.5%) de X. fastidiosa por meio 

de enxertia de tecido vegetal infectado foi observado em laranjeiras após 24 meses 

da enxertia, onde os autores também usaram material vegetal (borbulhas) retiradas 

de plantas infectadas e assintomáticas para a infecção (COLETTA-FILHO et al., 

2000). Nesse caso, não foi observado sintomas de CVC em nenhuma planta mesmo 

após 24 meses da enxertia. Esse longo período de incubação é uma característica de 

infecções por X. fastidiosa, especificamente em laranjeiras, e agora em oliveiras, 

curiosamente ambas infectadas pela subespécie pauca de X. fastidiosa. Para Hill & 

Purcell (1995), plantas fonte de X. fastidiosa onde sintomas não são observados são 

mais frequentes que plantas onde ocorre o fenótipo da doença. Esses autores ainda 

mencionam que a diferença no período de incubação entre os hospedeiros pode estar 

relacionada à diferença na taxa de multiplicação, colonização e atratividade ao vetor. 

Outro fator com influência no período de incubação é a virulência da estirpe 

bacteriana. Fry & Milholand (1990a) observaram que em videira, a estirpe de X. 

fastidiosa mais virulenta colonizou mais rapidamente a planta do que a estirpe de 

baixa virulência, enquanto a não-virulenta não houve migração da bactéria. No 

entanto, a translocação depende não só da virulência da estirpe, mas do grau de 

resistência do hospedeiro e da idade da planta (HILL & PURCELL, 1995). Sendo 

assim, se a contaminação de X. fastidiosa na planta for pelo uso de estacas 

contaminadas durante a produção das mudas, não se pode descartar a hipótese de 

infecções com estirpes de X. fastidiosa com diferenças na virulência, sendo estas 

refletidas nas mudas. 
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Figura 4 - Sintomas, em destaque, de dessecamento foliar de oliveira (DFO) em muda 
após 32 meses de enraizamento de estacas retirada de planta assintomática, porém 
infectada com X. fastidiosa. 
 
 

Com base nos dados de transmissão vertical por ramos infectados e 

assintomáticos mostrados acima em 57,74% das mudas pode ser diagnosticado a 

presença de X. fastidiosa por qPCR, porém em somente uma (0,014%) foi observado 

sintomas. Esta transmissão por material de propagação aliada ao longo período de 

incubação, pode explicar a ampla disseminação desta bactéria nos olivais paulistas e 

mineiros, como mencionado por Safady et al., (2019). Este longo período de 

incubação também é indiretamente reforçado por observações de campo onde, até 

então, dificilmente observou-se sintomas da DFO em plantas com idade inferior a 36 

meses. Tais fatos reforçam a necessidade do estabelecimento de um sistema de 

produção de mudas de oliveira certificadas e em ambiente protegido com vistas à 

sanidade para X. fastidiosa. 
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Tabela 1 - Valores de CT obtidos de mudas de oliveira enraizadas por meio de 
estaquia de ramos coletados em plantas assintomáticas para DFO, porém infectadas 
por X. fastidiosa. 
 

Amostras  Valores de 

CT¹ 

N°. cel/g de 

tecido ² 

Amostras  Valores 
de CT 

N°. cel/g de 

tecido 

27 24.25 3.6.E+04 21 28.30 1.50E+03 

29 24.66 2.6.E+04 25 28.44 1.34E+03 

36 24.79 2.3.E+04 41 29.23 7.24E+02 

53 25.05 1.9.E+04 8 29.58 5.51E+02 

60 25.45 1.4.E+04 54 29.69 5.06E+02 

57 25.67 1.2.E+04 58 29.85 4.46E+02 

30 25.79 1.1.E+04 26 29.89 4.32E+02 

9 26.13 8.2.E+03 2 29.95 4.13E+02 

43 26.46 6.3.E+03 13 30.08 3.75E+02 

46 26.76 5.0.E+03 23 30.44 2.81E+02 

17 26.77 5.0.E+03 24 30.44 2.81E+02 

62 26.89 4.5.E+03 1 30.44 2.81E+02 

16 27.05 4.0.E+03 66 30.52 2.64E+02 

15 27.08 3.9.E+03 22 30.70 2.30E+02 

28 27.53 2.7.E+03 64 30.73 2.24E+02 

11 27.55 2.7.E+03 67 30.83 2.07E+02 

38 27.59 2.6.E+03 6 30.92 1.93E+02 

20 27.62 2.6.E+03 5 31.55 1.18E+02 

56 27.70 2.4.E+03 63 31.64 1.10E+02 

4 27.80 2.2.E+03 42 31.78 9.86E+01 

   49 31.82 9.56E+01 

¹Cycle threshold obtidos pela técnica de PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Este 
valor é inversamente proporcional a concentração de X. fastidiosa na amostra. 
²Ausência de valores de CT após 40 ciclos de amplificação. 
 

 

5.2 Determinação da distribuição da bactéria em plantas de oliveira 

com sintomas de dessecamento foliar - DFO 

Com o objetivo de verificar a distribuição sistêmica de X. fastidiosa nas plantas 

de oliveira amostras de folhas e ramos foram retiradas em diferentes extratos (alturas) 

de quatro plantas, procurando-se amostrar sistematicamente toda a copa, assim como 

o sistema radicular (Figura 2). Três plantas foram amostradas em talhão da cultivar 

"Grapollo", nas quais os sintomas estavam presentes em um único ramo na parte 

inferior da planta, portanto classificadas como 'planta com sintoma inicial' (Tabela 2). 

A quarta planta foi da cultivar "Arbosana", cujos sintomas de dessecamento foliar 

estavam distribuídos por toda a copa, denominado como 'planta de sintoma severo' 

(Tabela 3). Para ambas as condições biológicas, o diagnóstico para presença de X. 
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fastidiosa foi realizado nas matrizes ramo lateral presente na região amostral do ramo 

principal (pernadas) e pecíolo das folhas presentes nos ramos laterais. 

Num total das três plantas de "Grapollo" analisadas, a frequência de 

diagnóstico positivo para X. fastidiosa foi maior nas amostras coletadas no ramo 

principal (pernada) sintomático com 77% das amostras positivas, tendo-se nesta 

condição uma distribuição mais homogênea da bactéria desde o ponto zero (local de 

ocorrência das folhas sintomáticas) até 3 metros acima (Tabela 2). Mesmo com 

ausência de sintomas de dessecamento nos dois outros ramos principais amostrados 

(pernadas), diagnósticos positivos para X. fastidiosa foram confirmados em 30% e 

57% das amostras no total das 3 plantas. Os ramos principais assintomáticos da 

planta #3 apresentaram as menores taxas de infecção, ainda que duas amostras 

tenham apresentadas os valores de CT positivos, ambas amostradas nos ramos 

secundários. Embora as plantas tenham sido selecionadas com uniformidade em 

termos de sintomas, não se pode fazer inferências se as discrepâncias entre as 

colonizações das "Grapollo" 1, 2 e 3 refletem diferentes etapas de infecção uma vez 

que o período de infecção não foi controlado. Resultados similares foram reportados 

em plantas de laranja doce com baixa severidade de sintomas de CVC (folhas 

sintomáticas em um único ramo). De acordo com Coletta-Filho & De Souza (2014) na 

somatória das análises de cinco plantas de laranja doce o cenário foi também de uma 

infecção sistêmica de X. fastidiosa distribuída por toda planta, embora quando 

analisadas individualmente em três das cinco plantas a infecção não se expandiu além 

da região sintomática, similar ao observado para a planta #3 de "Grapollo" (Tabela 2). 

Na condição de ocorrência de alta severidade de sintomas da DFO, como a 

constatada para a planta de "Arbosana" onde os sintomas encontram-se presentes 

em folhas de ramos derivados dos três ramos principais, a distribuição da bactéria foi 

ainda mais sistêmica. Resultados de qPCR positivos foram constatados entre 82 a 

100% das amostras retiradas dos pecíolos das folhas e fragmentos de ramos 

secundários das três pernadas (Tabela 3). Estes dados assemelham-se aos obtidos 

por Coletta- Filho et al., (2000) em laranjeiras com CVC com alta severidade de 

sintomas (nível III onde os sintomas da doença encontravam-se espalhados por toda 

a copa) em plantas com 2 e 4 anos de idade. Face a idade das plantas tanto neste 

trabalho (oliveira com 6 anos) quanto no de Coletta-Filho et al., (2000) presume-se 

que as infecções já tenham ocorrido ainda na fase de formação das mudas, seja por 
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material de propagação infectado ou insetos vetores, no viveiro ou logo após o plantio 

a campo. Para as laranjeiras do trabalho citado acima (COLETTA-FILHO et al., 2000), 

na época em que foi realizado as amostragens as mudas eram produzidas em 

ambiente não protegido de insetos vetores assim como não havia um programa de 

certificação de qualidade fitossanitária de mudas cítricas, o qual ocorreu após 2003 

(CARVALHO et al., 2003). Para as oliveiras o programa de produção de mudas em 

ambiente protegido e sob um sistema de certificação de qualidade nos tempos atuais 

ainda está em discussão. 
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Tabela 2 - Distribuição de X. fastidiosa em diferentes partes de plantas de oliveira da 
cultivar "Grapollo" com baixa severidade de sintomas de dessecamento foliar. 
Números referem-se a valores de CT (Cycle threshold) obtidos pela técnica de PCR 
quantitativa em tempo real (qPCR). 
 

Pontos de 
amostragem¹ 

Planta #1 Planta #2 Planta #3 No. total 
amostras 
testadas 

No. total 
amostras 
positivas 

Pecíolo Ramo Pecíolo Ramo Pecíolo Ramo   

Ramo principal 1 - presença de um ramo com sintoma 

0. Ramo com 

sintoma 

20,38 29,82 22,50 Und 23,19 27,38 6 5 

1. ( -0.30 m)  ---2 --- 22,56 28,69 21,60 28,59 4 4 

2. (-0.50 m)  Und3 Und --- --- --- --- 2 0 

3. (+0.30 m) 23,30 Und 22,33 31,06 20,70 30,46 6 5 

4. (+0.50 m) 26,24 30,94 22,91 Und 19,56 26,81 6 5 

5. (+1 m) Und Und 19,79 31,59 19,86 26,82 6 4 

6. (+3 m) 20,13 31,63 22,50 28,25 22,08 Und 6 5 

Porcentagem total de amostras positivas 77% 

Ramo principal 2 - sem a presença de ramo com sintoma  

0. (Ponto inicial) 1 24,42 29,89 22,99 Und Und Und 6 3 

1. (+0.30 m) 23,34 Und Und Und Und Und 6 1 

2. (+0.50 m) 23,86 Und Und Und Und 31,12 6 2 

3. (+1 m) 25,31 27,88 Und Und Und Und 6 2 

4. (+3 m) Und 27,24 Und 28,55 Und Und 6 2 

Porcentagem total de amostras positivas 30% 

Ramo principal 3 - sem a presença de ramo com sintoma 

0. (Ponto inicial) 26,43 Und 23,42 29,51 Und 30,37 6 4 

1. (+0.30 m) --- --- 26,65 27,61 Und Und 4 2 

2. (+0.50 m) 24,24 Und 26,45 28,37 Und Und 6 3 

3. (+1 m) 21,81 26,78 20,33 Und Und Und 6 3 

4. (+3 m) 25,45 25,85 24,87 28,77 Und    Und 6 4 

Porcentagem total de amostras positivas 57% 

Raiz  Und 30,44 30,24 3 2 
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Amostras 

positivas/analisadas4 

12/15  

 

7/15 12/16 9/16 6/16 7/16  

Estatística U de Mann-Whitney para valores de CT entre as matrizes (pecíolo x ramos) - 5P = 0.020*  

Teste chi-quadrado de Pearson (pecíolo x ramos) - 5P = 0.390ns 

¹Vide Figura 2 para maiores esclarecimentos. Ponto inicial tem-se como referência a 
mesma altura do ramo com sintoma identificado na pernada 1. 
²Ausência de amostra para coleta 
³Ausência de valores de CT após 40 ciclos de amplificação. 
⁴Exceto amostras de raízes 
⁵Análises estatísticas para limite de significância de P<0,05. 
 

Comparando-se a frequência de resultados positivos para X. fastidiosa obtidos 

por qPCR entre as matrizes pecíolo das folhas e ramos secundários observa-se que 

não houve diferença estatística tanto para a condição de baixa severidade de 

sintomas (plantas de "Grapollo" - Tabela 2, P =0,211ns\) quanto para a condição de 

alta severidade (planta de "Arbosana" - Tabela 3, P =0,133ns). No entanto, 

comparando-se os valores de CT os quais diretamente e de forma inversa refletem a 

concentração de X. fastidiosa observa-se que a matriz pecíolo resultou, de uma forma 

geral, em menores valores de CT, isto é, maiores concentrações de X. fastidiosa 

quando comparado a matriz ramo secundário. Tal fato ocorreu tanto nas condições 

de baixa (P = 0.02ns) quanto alta severidade (P = 0.018ns) de sintomas (Tabelas 2 e 3, 

respectivamente). Mesmo que as concentrações de DNA total de ambas as matrizes 

tenham sido normalizadas previamente a qPCR, a maior resistência dos ramos ao 

processo de trituração e consequentemente exposição da bactéria ao processo de 

extração de DNA pode ser uma explicação ao menor título observado. Porém, não se 

pode descartar a possibilidade da maior colonização natural dos vasos de xilema dos 

pecíolos quando comparado aos dos ramos. Niza et al., (2015) obteve resultados 

muito similares comparando-se por qPCR a colonização de X. fastidiosa em pecíolo e 

ramos de citros tendo-se que a maior concentração da bactéria foi observada na 

matriz pecíolo quando comparado à matriz ramo. Também, segundo aqueles autores, 

a frequência de resultados positivos em amostras distantes do ponto de inoculação foi 

maior na matriz pecíolos quando comparadas a ramos. 

Em resumo, os dados obtidos neste trabalho mostraram que 

independentemente da severidade dos sintomas de dessecamento foliar e de sua 

ocorrência na copa de oliveira, a bactéria X. fastidiosa foi diagnosticada 
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sistemicamente distribuída. Na somatória da ocorrência de amplificações positivas 

nas três plantas de "Grapollo" (caracterizada por baixa severidade) ou na condição de 

alta severidade (planta de "Arbosana") a bactéria X. fastidiosa foi diagnosticada em 

todas as frações amostradas, inclusive com amostras positivas no sistema radicular 

(Figura 5). Esta situação permite inferir que a poda de ramos com sintomas de 

dessecamento foliar associado a X. fastidiosa com objetivo de eliminar a bactéria da 

planta pode ser uma ação de baixa eficiência no manejo da doença em oliveiras. Após 

a poda a possibilidade de emissão de brotos já contaminados com a bactéria pode ser 

significativa. Ainda, as cigarrinhas, vetores de X. fastidiosa, podem ser ainda mais 

atraídas por estas brotações novas. Porém, são hipóteses que precisam ser testadas 

a campo. 
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Tabela 3 - Distribuição de X. fastidiosa em diferentes partes da planta de oliveira da 
cultivar "Arbosana" com alta severidade de sintomas de dessecamento foliar. 
Números referem-se aos valores de CT (threshold cycle) obtidos pela técnica de PCR 
quantitativa em tempo real (qPCR). 

Pontos de amostragem¹ Valores de CT (Cycle threshold) 

Pecíolo Ramo 

Pernada 1 - presença de ramos com sintomas 

0. Ramo com folhas sintomáticas 18,69 20,32 

1. ( -0.30 m)  21,62 25,85 

2. (-0.50 m)  19,84 25,51 

3. (+0.30 m) 15,89 24,38 

4. (+0.50 m) 14,90 22,92 

5. (+1 m) 17,93 22,28 

6. (+3 m) 16,40 23,24 

Porcentagem total de amostras positivas 100% 

Pernada 2 - presença de ramos com sintomas 

0. Ramo com folhas sintomáticas 19,05 28,97 

1. ( -0.30 m)  19,00 26,73 

2. (-0.50 m)  ---2 --- 

3. (+0.30 m) 18,77 29,96 

4. (+0.50 m) 21,00 und3 

5. (+1 m) 24,68 AP4 

6. (+3 m) 32,00 und 

Porcentagem total de amostras positivas 82% 

Pernada 3 - presença de ramos com sintomas 

0. Ramo com folhas sintomáticas 21,05 25,01 

1. ( -0.30 m)  --- --- 

2. (-0.50 m)  --- --- 

3. (+0.30 m) 20,86 23,24 

4. (+0.50 m) 19,95 29,38 

5. (+1 m) 20,08 29,56 

6. (+3 m) 22,56 27,57 

Porcentagem total de amostras positivas 100% 

Amostras positivas/analisadas 18/18 13/15 

Estatística U de Mann-Whitney para valores de CT nas matrizes pecíolo e ramos 
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¹Vide Figura 2 para maiores esclarecimentos. Ponto inicial tem-se como referência a 
mesma altura do ramo com sintoma identificado na pernada 1. 
²Ausência de amostra para coleta 
³Ausência de valores de CT após 40 ciclos de amplificação. 
⁴ Amostra perdida 

secundários - 5P = 0.018*  

Teste chi-quadrado de Pearson (pecíolo x ramos) - 5P = 0.133ns 
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⁵Análises estatísticas para limite de significância de P<0,05. 
 
 

A                                                                 B 

    
 
 
Figura 5 - Ilustração da frequência de qPCR positivo para X. fastidiosa em diferentes 
frações da copa e sistema radicular de oliveiras. A. Somatória das reações positivas 
para X. fastidiosa (em vermelho) das amostras da cultivar "Grappolo" considerando 
as matrizes pecíolo e ramo (plantas 1, 2 e 3). B. Reações positivas para X. fastidiosa 
(em vermelho) das amostras da cultivar "Arbosana" considerando as matrizes pecíolo 
e ramo. 
 
 

5.3 Metodologia de diagnóstico de X. fastidiosa e por meio da 

metodologia “Tissue-Print” 

 
A reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) tem sido muito utilizada nos 

laboratórios como uma metodologia referência para diagnóstico de fitopatógenos, em 

decorrência de se ter mais vantagens sobre as metodologias baseadas em serologia, 

tendo muita sensibilidade e especificidade em sua análise. Derivada da PCR, a PCR 

quantitativa em tempo real (qPCR) tem ganhado popularidade na detecção de 

patógenos de plantas por apresentar maior sensibilidade, rapidez na execução e 

geração de menor volume de resíduo tóxico quando comparado a PCR, além da 

possibilidade de quantificação absoluta do alvo (ILES et al., 2021). Nos últimos 10 

anos estes métodos que têm como objetivo a detecção de sequências específicas do 

DNA do patógeno alvo ganharam espaço como ferramentas de diagnóstico em 

clínicas fitopatológicas (ALVAREZ et al., 2004; MARTINELLI et al., 2015). Porém seu 

uso requer uma estrutura física mínima e vários equipamentos necessários ao preparo 

das amostras, além do termociclador propriamente dito somado a necessidade de 
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uma mão de obra especializada (JOSHI & DESHPANDE, 2011.) que torna difícil ou 

até mesmo impossível de ser adotado o uso “in farm”. 

Protocolos de diagnóstico baseados em serologia usando anticorpos que 

reconhecem especificamente X. fastidiosa seria uma estratégia interessante e com 

potencial de uso na propriedade rural, uma vez que são de baixo custo e de fácil 

execução. Resultados preliminares obtidos no laboratório de Biotecnologia do Centro 

de Citricultura Sylvio Moreira, do IAC, em Cordeirópolis, usando fixação de seiva de 

plantas em membranas de nitrocelulose e revelação da presença de X. fastidiosa por 

meio de anticorpos contra este patógeno, técnica conhecida como DTBIA ou Tissue-

Print (TP) (CAMBRA et al., 2000; DJELOUAH et al., 2014) apresentaram resultados 

muito promissores (Figura 6). 

 

A                                                                   B 

 

                                 Amostras coletadas a partir das folhas com sintomas (cm)         Ramo ilustrando folhas  
                                                                                        amostragem (em amarelo), 10 cm abaixo. 

                                     Ramo 1                          Ramo 2 
  
                                    1 – 10 cm                         6 – 10 cm 
                                    2 – 20 cm                         7 – 20 cm                      
                                    3 – 28 cm                         8 – 35 cm      
                                    4 – 35 cm 
                                    5 – 45 cm 

 
Figura 6 – Tissue-print (TP) em membrana de nitrocelulose de ramos de oliveira com 
sintomas relacionados a presença de X. fastidiosa. A. Membrana com os ‘prints” dos 
ramos. Os números fazem referência as amostras, N – ‘print” de oliveira negativa para 
X. fastidiosa, P – controle positivo (X. fastidiosa + tecido negativo). B. Foto do ramo 
com sintomas a partir do qual as amostras foram coletadas. Reação de coloração 
purpura nas amostras (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) e no controle positivo (P) destaca-se da 
coloração mais clara (ausência de reação) no controle N. 
 

A partir destes resultados preliminares, deu-se início as validações comparando 

os resultados obtidos com as técnicas de Tissue- Print (TP), PCR convencional (PCR 

conv) e qPCR num total de 180 amostras oriundas de três grupos (G1, G2 e G3). 

R
a

m
o
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R
a

m
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Primeiramente, em todas as análises de TP as leituras das intensidades de coloração 

dos spots e comparação com o os controles negativos foram realizados por dois 

avaliadores independentes uma vez que se trata de uma interpretação visual, com 

grau de subjetividade. A comparação das concordâncias dos resultados entre os 

analistas foi realizada pelo index de Cohen-Kappa que estima a repetibilidade de 

resultados entre os avaliadores. Para os três grupos de amostras os índices variaram 

de K=0,50 a K=0,77, portanto concordância moderada a substâncial (Tabela 4). A 

melhor concordância (K=0,77) foi das amostras do grupo G3 (de plantas coletadas a 

campo) cujo teste foi realizado logo após a impressão das amostras às membranas o 

que tornou a coloração dos spots mais contrastante facilitando a leitura entre os 

avaliadores. No caso das amostras dos grupos 1 e 2 as membranas foram mantidas 

em temperatura ambiente por até 60 dias após receberem as impressões ('carimbos') 

das amostras antes de dar início as análises o que pode ter afetado negativamente a 

qualidade do teste. 

 

Tabela 4 - Teste de Cohen's-Kappa para comparação da repetibilidade de resultados 
entre dois analistas das leituras das membranas de Tissue-Print (TP) obtidas de 
amostras de oliveira com potencial infecção por X. fastidiosa. 
 

Grupos de amostras analisadas

 

No. 
amostras 

Cohen's- 
Kappa index 

¹Condição da 
concordância 

G1. Distribuição de X. fastidiosa em plantas 
de oliveira  
 
 

74 K=0,67 substâncial 

G2. Transmissão vertical de X. fastidiosa 
  

71 K=0,50 moderada 

G3. Coletas a campo de plantas com 
sintomas de dessecamento foliar 
 

35 K=0,77 substâncial 

¹Valores de K ≤ 0 - sem concordância; K entre 0,01 a 0,20 - levemente parcial; K entre 
0,21 a 0,40 - concordância razoável; K entre 0,41 a 0,60 - moderada; K entre 0,61 a 
0,80 - substancial; K entre 0,81 a 1,00 - quase perfeita. 
 

Comparando-se os diferentes testes de diagnóstico dentro de cada um dos 

grupos de amostras analisadas foi observada uma total independência para os 

resultados obtidos entre os testes (P<0,001), tendo a técnica de PCR apresentado a 

menor frequência de resultados positivos (amostras com X. fastidiosa) para os três 

grupos de amostras analisadas (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Análise estatísticas para comparações entre os diferentes métodos de 
diagnóstico de X. fastidiosa em oliveiras. 

Grupos de amostras ²Número 

de 

amostras 

¹Técnicas de diagnóstico ³Teste Chi 

Quadrado 2x3 TP PCR qPCR 

G1. Distribuição de X. fastidiosa 

em plantas de oliveira 

74  265/9 40/34 43/31 P<0.001 

4Cohen-Kappa index TP x qPCR (K=0,10 ; concordância levemente parcial) 

TP x PCR (K=0,01 ; concordância levemente parcial) 

PCR x qPCR (K= 0,92 ; concordância quase perfeita) 

G2. Transmissão vertical de X. 

fastidiosa 

71  50/21 25/46 41/30 P<0.001 

Cohen-Kappa index TP x qPCR (K=0,02 ; concordância levemente parcial) 

TP x PCR (K=-0,03 ; concordância levemente parcial) 

PCR x qPCR (K= 0,53 ; concordância moderada) 

G3. Coletas a campo de plantas 

com sintomas de dessecamento 

foliar 

35  28/7 11/24 32/3 P<0.001 

Cohen-Kappa index TP x qPCR (K=0,16 ; concordância levemente parcial) 

TP x PCR (K=0,03 ; concordância levemente parcial) 

PCR x qPCR (K= 0,02 ; concordância levemente parcial) 

¹TP - Tissue-Print adotando-se sempre os dados do analista onde a frequência de 
amostras positivas foi menor. PCR - PCR convencional. qPCR - PCR quantitativo em 
tempo real. 
²Número de amostras com X. fastidiosa (positivas) / número de amostras sem X. 
fastidiosa (negativas) 
³Tabela de contingência do teste chi-quadrado de Pearson com dois eventos (positivo 
e negativo) x 3 variáveis (TP, PCR e qPCR). 
¹Vide Material e Métodos para definição da condição da concordância segundo a 
metodologia de Cohen's-Kappa (MCHUGH et al., 2012). 
 
 

Surpreendentemente as amostras analisadas pela metodologia de TP foram as 

que a apresentaram maiores frequências de resultados positivos, com exceção 

aquelas do grupo G3, onde tem-se o método de qPCR com maior porcentagem de 

amostras positivas. De um modo geral a concordância entre as diferentes técnicas 

usadas para diagnóstico foi apenas levemente parcial segundo o índice de Cohen- 

Kappa (Tabela 5). A presença de inibidores da taq DNA polimerase no DNA total 

extraído pode ser um dos fatores que possam explicar está baixa eficiência da PCR, 

principalmente no caso das oliveiras que é rica em compostos fenólicos. Este fator é 
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minimizado pelo uso a técnica da qPCR onde a robustes da enzima, o menor tamanho 

do amplicon e a sensibilidade de leitura da quantidade de DNA alvo multiplicado pela 

polimerase é mais eficiente no qPCR quando comparado a uma matriz de agarose 

(PCR). Por outro a lado, a surpreendente frequência e resultados positivos pela 

técnica de TP pode ser atribuído ao método experimental utilizado.  

Todas as amostras foram 'carimbadas' 4 vezes sequencialmente na membrana. 

Adotou-se que se uma destas repetições tenha apresentado leitura positiva a amostra 

foi considerada positiva. Portanto, o universo amostral foi maior no caso do TP. A 

considerar uma bactéria sistêmica e de distribuição irregular no xilema das plantas 

(ALVES 2003) uma maior amplitude de amostragem potencializaria a identificação de 

amostras com a presença do patógeno. Por outro lado, não se pode omitir a 

possibilidade de reações cruzadas entre o anticorpo policlonal aqui utilizado e 

microrganismos endofíticos presentes nas plantas. Mesmo que o anticorpo tenha sido 

avaliado para a reações cruzadas com outras fitobactérias (Xanthomonas citri, Erwinia 

amilovora, Agrobacterium, Methylobacterium sp., Pseudomonas seringae, 

Burkholderia sp., Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp.) o número de outras espécies 

não conhecidas é muito maior no interior das plantas (BEATTIE 2007). 

No entanto, trabalhos publicados em literatura reforçam o potencial de técnica 

de TP como, ao menos um método em etapas de screening do diagnóstico de 

patógenos em plantas. Djelouah et al., (2014) obtiveram eficiências semelhantes para 

as técnicas de TP, Elisa e PCR no diagnóstico de X. fastidiosa em amostras de 

oliveiras coletadas de ramos sintomáticos quanto assintomáticos. Por outro lado, Ding 

et al., (2017) mostraram uma   maior eficiência do TP (83%) quando comparado a 

qPCR (64%) para diagnóstico de 'Candidatus Liberibacter asiaticus' em plantas de 

citrus assintomáticas para huanglongbing. Em amostras com sintomas ambos os 

métodos apresentaram resultados coincidentes em 80% dos casos. No caso de 

infecções virais, Ahangaran et al. (2009) mostraram que a eficiência do TP foi similar 

à de imunocaptura seguida de RT-PCR para diagnóstico do vírus do mosaico da soja 

(SMV). 

Portanto, com os resultados até então obtidos para o uso de TP como 

ferramenta de diagnóstico de X. fastidiosa em oliveiras faz-se necessário trabalhos 

futuros visando desenvolver ensaios mais acurados na padronização da metodologia 

de TP e validação das mesmas em comparação a outras técnicas de diagnóstico 
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consideradas como mais reprodutíveis, específicas e não sujeitas a subjetividade 

como a qPCR. 

 

6. CONCLUSÕES 
 

Com base nos dados obtidos, após 32 meses do início de formação, de um 

total 71 mudas, 41 (57,74%) foram positivas para X. fastidiosa quando diagnosticada 

por qPCR e mesmo as mudas que não apresentavam sintomas, mostrou que foi 

possível diagnosticar a bactéria, demonstração da transmissão  vertical deste 

patógeno em oliveiras, por meio de material infectado, trará subsídios para a 

discussão e o estabelecimento de um programa de produção certificada de material 

de propagação, que asseguram a produção de mudas livres de Xf-p. Para a produção 

de mudas por meio da enxertia pode-se dizer que não é uma solução viável, uma vez 

que quando a raiz já está infectada, esse meio de propagação não seria uma 

estratégia de mitigação da doença.  

Por outro lado, os dados obtidos neste trabalho mostraram que 

independentemente da severidade dos sintomas de dessecamento foliar e de sua 

ocorrência na copa de oliveira, a bactéria X. fastidiosa foi diagnosticada 

sistemicamente distribuída, ou seja, a frequência de diagnóstico positivo para X. 

fastidiosa foi maior nas amostras coletadas no ramo principal (pernada) sintomático 

com 77% das amostras positivas, tendo-se nesta condição uma distribuição mais 

uniforme da bactéria desde o ponto zero (local de ocorrência das folhas sintomáticas) 

até 3 metros acima para as plantas da cultivar “Grappolo”. 

Na condição de ocorrência de alta severidade de sintomas da DFO como a 

constatada para a planta de "Arbosana” a distribuição da bactéria foi ainda mais 

sistêmica. qPCR positivos foram constatados entre 82 a 100% das amostras retiradas 

dos pecíolos das folhas e fragmentos de ramos secundários das três pernadas. 

Contudo, nessas duas condições de severidade de sintomas a poda de ramos com 

sintomas de dessecamento foliar associado a X. fastidiosa com objetivo de eliminar a 

bactéria da planta pode ser uma ação de baixa eficiência no manejo da doença em 

oliveiras. 

Além disso, os dados das amostras analisadas pela metodologia de TP foram 

as que a apresentaram maiores frequências de resultados positivos, com exceção 

aquelas do grupo G3, onde tem-se o método de qPCR com maior porcentagem de 
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amostras positivas. A metodologia de “Tissue-Print” mostrou-se eficiente quando 

comparada aos testes de PCR convencional e qPCR. Porém, trabalhos futuros 

visando validar a metodologia de TP para diagnóstico de X. fastidiosa ainda se faz 

necessário. 
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