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Desenvolvimento de um sistema de diagndstico de “Candidatus
Liberibacter sp." através de PCR-multiplex. Coletta-Filho, H. D. , Takita,
M. A., Alves, K. C. S., Targon, M. L. P., & Machado, M. A. - Rod.
Anhanguera, Km158, CP 04, 13490-970, Cordeirépolis, SP;
helvecio@centrodecitricultura.br. Development of "Candidatus
Liberibacter sp." diagnostic system based in a muitiplex-PCR.

Huanglongbing (HLB), ex-greening, foi descrito no Brasil em julho de
2004 tendo como agentes causais duas variantes genética da bactéria
"Ca. Liberibacter", a "Ca. L. asiatica" e a "Ca. L. americana". Os sintomas
do HLB muitas vezes sdo inespecificos necessitando de testes de
diagnéstico para confirmacdo da presenca do agente causal. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um sistema de diagndstico simultaneo para
as duas variantes de "Ca. Liberibacter" utilizando a estratégia de PCR
multiplex. Para isto, os primers especificos para a variante asidtica, LAs
(5'-TGGTGATAGGGTGGATTTAG-3") e RAs (5'-
CAACCTCGAAGAAAACAGAC-3'), foram desenhados com base nas
sequiéncias depositadas no GeneBank (AY342001). Os primers especificos
para a variante americana, LSg2f e LSg2r, foram obtidos por nossa
equipe e estdo em vias de publicagdo (Coletta-Filho et al., Plant Disease,
no prelo, 2005). Os primers LAs/RAs amplificam um produto de 960 pb
enquanto que os primers LSg2f /LSg2r amplificam um produto de 545 pb,
ambos nas condigdes: 1. 94°C por 3 min., 2. 94°C por 30 seg., 3. 55°C
por 45 seg., 4. 72°C por 45 seg., 35 vezes da etapa 2 a 4, 72°C por 5
min. Esta metodologia esta sendo utilizada.como rotina para detecgdo de
"Ca. L. sp." na Clinica Fitopatoldgica de Centro APTA Citros.

Apoio: CNPq
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Detecgdo de Xylella fastidiosa em citros no estado do Amazonas. Jansen,
T. C. , Garcia, A. L., Torres, S. Z., Pereira, J. O., & Lopes, S. A. - R.
Maceio Conj. Manauense, Q/F, C/3 , 69053-010, Manaus, AM;
tatianajansen@hotmail.com. Detection of X. fastidiosa on citros in the
State of Amazon, Brazil.

Xylella fastidiosa é o agente causal da Clorose Variegada do Citros (CVC).
A doencga é conhecida em SP desde 1987 e em outros estados do Brasil
had vérios anos. Até o momento ndo havia confirmacdo da sua presenga
no estado do Amazonas. Com o objetivo de verificar esta questdo foram
realizadas coletas em propriedades dos municipios de Manaus, Presidente
Figueiredo, Itacoatiara, Balbina e Rio Preto da Erva, no periodo de margo
a agosto de 2004, sendo utilizados cinco locais de coleta em cada
municipio. Folhas foram observadas para se verificar a existéncia ou ndo
de sintomas tipicos da doenga. Além disso, as folhas foram processadas
para isolamento do patégeno e andlise por PCR. Folhas com sintomas de
CVC foram encontradas nos municipios de Manaus, Presidente Figueiredo
e Balbina. A maioria das folhas com CVC resultaram positivo ‘por PCR,
mas ndo por isolamento, o que foi dificultado pela presenga de grande
numero de bactérias endofiticas. O levantamento continua com o objetivo
de se verificar com mais precisdo a real dimensdo do problema no estado
do Amazonas.
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Diagnose molecular do cancro bacteriano da videira. Trindade, L. C. ,
Silva, P. M. gpé5¥D:4B:, & Ferreira, M. A. - UnB & Embrapa Semi-arido ,
70910-900, Brasilia, DF; Itrindad@unb.br. Molecular diagnosis of
grapevine bacterial canker.

O cancro bacteriano da videira, causado por Xanthomonas campestris pv.
viticola (Xcv) é a bacteriose de maior importancia no Submédio do S&o
Francisco. O objetivo deste estudo foi detectar Xcv em videiras
naturalmente infectadas através de PCR. Amostras de folhas, peciolos,
bagas, raquis e hastes de videiras da cv. Festival, com e sem sintomas da
bacteriose, foram coletadas, desinfestadas superficialmente e maceradas
em agua estéril. A suspensdo obtida foi riscada em meio 523, e o
restante foi adicionado a 25 ml de meio 523 liquido. Apds 16 h sob
agitagdo, aliquotas de 0,01 ml do meio foram retiradas para PCR com os
primers RST2/Xcv3R. Foi realizada uma segunda amplificagdo com os
primers Xcv1F/Xcv3R, e com os produtos de PCR diluidos (1:50). Das 20
amostras com sintomas, 15 (75%) foram positivas. N3o se detectou Xcv
em nenhuma das amostras sem sintomas. A partir da analise visual do
plagueamento, col6nias suspeitas foram recuperadas, mas somente 8
amostras (40%) foram positivas por PCR. Assim, o0 método que empregou
o enriquecimento em meio liquido a partir dos extratos macerados
mostrou-se mais sensivel e permitiu a detecgdo de Xcv em 72 horas,
tempo reduzido se comparado aos métodos convencionais. Apoio CNPg.
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Detecgdo de Xylella fastidiosa dos citros por PCR em pomares de Sergipe.
Andrade, L. N. Oliveira, V. C., Silva, A. & Santos, M. S. -
DEAGRO/Embrapa Tabuleiros Costeiros. C.P. 45 , 49025-040, Aracaju,
SE; tabosa@cpatc.embrapa.br. Xylella fastidiosa detection by PCR on
citrus orchards in Sergipe State.

Em Sergipe, a Clorose Variegada dos Citros (CVC) teve ocorréncia
comprovada em 1995 e seu avango, vem sendo notado nos pomares da
regido citricola do Estado. A doenga € causada pela bactéria Xylella
fastidiosa, trazendo danos a produgdo de todas as variedades de laranja
doce. Foram coletadas varias amostras de folhas sintométicas nestes
pomares atribuidas a CVC. Nesse trabalho objetivou-se a detecgdo
molecular de X. fastidiosa nos municipios citricolas de Sergipe pela
técnica de PCR. Dezesseis amostras oriundas dos municipios de maior
produgdo foram analisadas. Discos foliares foram retirados de vérias
partes das folhas como peciolo, nervura e limbo foliar e processados com
nitrogénio liquido para a extragdo de DNA. Em seguida a extragdo,
realizou-se PCR com o par de oligonucleotideos internos 272-1 e 272-2
(Pooler & Hatung, 1995). Os produtos de amplificagdo foram separados
em gel de agarose e as bandas de DNA foram visualizadas e fotografadas.
Aproximadamente 500 pb de fragmentos foram amplificados em todas as
amostras coletadas demonstrando a sensibilidade dos primers para
identificar a bactéria nestas amostras e sua ocorréncia nos pomares de
Sergipe.
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Detecgdo e distribuigdo irregular de Candidatus liberibacter sp., agente
causal de huanglongbing dos citros. Carlos, E. F. , Coletta Filho, H. D.,
Alves, K. Tersi, F. E., & Machado, M. A. - Centro APTA Citros Sylvio
Moreira, Caixa Postal 04, 13490-970, Cordeiropolis, Sp:
efcarlos@centrodecitricuitura.br. Detection and irregular distribution of
Candidatus liberibacter sp., causal agent of citrus huanglongbing.

A ocorréncia de huanglongbing (ex-greening) em S&o Paulo exige o
desenvolvimento de sistema de diagndstico da bactéria Candidatus
liberibacter sp. No Brasil j& foram relatadas a forma asidtica e um
variante 'americanus'. Sintomas tipicos incluem o mosqueamento foliar,
deformagdo e queda do fruto. Os sintomas ndo se desenvolvem
uniformemente na planta, sugerindo setorizagdo. O objetivo deste
trabalho foi correlacionar a detecgdo por PCR e a ocorréncia de sintomas.
Seis plantas com 18 meses de idade foram analisadas. Amostras de cada
uma das trés pernadas e raizes de cada planta foram submetidas a PCR
usando primers que detectam o variante americano. A bactéria foi
detectada somente em folhas sintométicas. Folhas assintomdticas e
raizes foram negativas. Considerando a ineficiéncia da poda em plantas
afetadas, possivelmente a bactéria ou possui capacidade de colonizar
outros tecidos com rapidez ou mantém-se em titulo abaixo da capacidade
de detecgdo por PCR. Para tentar elucidar estas questdes, gPCR com
maior sensibilidade, estd sendo desenvolvido. Apoio:CNPg/Fundecitrus

030

Dindmica espacial da atrofia dos ramos do cafeeiro causada por Xylella
fastidiosa. Rocha, J. G. , Zambolim, L. Vale, F. X., Zambolim, E. M.,
Bergamim Filho, A. Jesus Janior, W. C., & Hau, B. Dep. Fitopatologia,
Universidade Federal de Vigosa, 36570-000, Vigosa, MG; janilson@ufv.br.
Spatial dynamics of coffee leaf scorch ("requeima do cafe") caused by
Xylella fastidiosa.

A Atrofia dos Ramos do Cafeeiro (ARC) causado por Xylella fastidiosa esta
disseminada, de modo generalizado, por todas as areas produtivas do
Pais. Porém, até o presente, ndo existem dados sobre a epidemiologia da
doencga. Esse estudo teve o objetivo de analisar a dindmica espacial da
ARC, em lavouras de cafeeiro. Com base em avaliagdes visuais de
incidéncia, as areas experimentais foram mapeadas. Com os dados de 11
avaliagbes, foram feitas as seguintes analises: ordinary runs nas linhas e
nas entre linhas, andlise de dindmica e estrutura de focos, analise
utilizando a Lei de Taylor modificada. Na analise de ordinary runs,
observou-se agregacdo das plantas doentes, ao longo das linhas, mas
n3o se encontrou agregac¢do nas entre linhas. Através da analise da Lei
de Taylor modificada observou-se forte agregagdo de plantas doentes na
lavoura. Com a andlise de dindmica e estrutura de focos, observou-se
que o pico do numero de focos unitdrios por 1.000 plantas ocorreu em
torno de 15% de incidéncia; j@ o nimero de reboleiras por 1.000 plantas,
ocorreu em torno de 25%.
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