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No Brasil, Xanthomonas campestris pv. viticola (Xcv), causadora do cancro
bacteriano em videira, € uma praga quarentenaria A2, com ocorréncia no
Semiarido Nordestino. A bactéria pode ser disseminada de plantas
assintomaticas pela distribuicdo de material propagativo e ocorréncias
restritas da doenca em outras regides foram identificadas. Para diagnose
confiavel por PCR convencional, o DNA deve ser extraido de culturas de
bactérias isoladas de tecido com sintomas suspeitos. Com a técnica, é
possivel detectar até 0,25 pg de DNA bacteriano total. Atualmente, métodos
gue empregam tecidos assintomaticos ndo estdo disponiveis. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um protocolo sensivel a detec¢éo de Xcv por
gPCR, empregando iniciadores disponiveis da técnica convencional. O DNA
usado no trabalho foi extraido do isolado UnB1188, da cole¢cdo mantida pelo
Departamento de Fitopatologia/UnB. A primeira etapa consistiu na definicdo
da concentragdo de iniciadores. Nesta fase, foi observado um pico
inespecifico, correspondendo ao autoanelamento. Para eliminar a
interferéncia, foram testadas modificagbes na concentragcdo e em
parametros da reacdo. O uso da menor concentracdo viavel de iniciadores
(50 nM) contribuiu para a reducéo do autoanelamento. Ao contrario, o uso
de diferentes concentragbes dos iniciadores “forward” e “reverse” nao
causaram melhoras significativas. O aumento da temperatura de
anelamento, de 62°C para 66°C, e a diminuicdo do numero de ciclos de
amplifica¢é@o, de 40 para 30, contribuiram para elimina¢éo da interferéncia,
porém reduziram a sensibilidade do método ao nivel da PCR convencional.
Treze novos iniciadores, localizados na mesma regido dos iniciadores
usados na PCR convencional foram desenhados, conforme recomendacgfes
para qPCR, gerando amplicons de cerca de 100 pb e menos propensos ao
autoanelamento, além de ndo apresentarem homologia com o DNA de
outros patovares proximos de viticola. As condigdes de amplificacdo dos
novos marcadores estdo sendo avaliadas.
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