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DESENVOLVIMENTO DE qPCR PARA DETECGAO DE Xanthomonas
oryzae EM SEMENTES DE ARROZ'

Autor: Ismail Teodoro de Souza Junior
Orientador: Valmir Duarte

RESUMO

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo0) e X. oryzae pv. oryzicola (Xoc),
agentes causais do crestamento foliar bacteriano (CFB) e estria bacteriana da
folha (EBF), respectivamente, sdo pragas ausentes no Brasil, transmitidas por
sementes, com potencial de comprometer seriamente a produg¢do brasileira de
arroz. O intercambio comercial de sementes aponta o exame laboratorial como
estratégia fundamental na exclusdo de tais pragas. O objetivo desta pesquisa
foi desenvolver e validar um método deteccdo, dos patovares de X. oryzae (Xo)
em sementes de arroz através de gPCR. A sonda XRS foi desenvolvida e,
apesar de néo distinguir os dois patovares, sua alta sensibilidade, 30 fg/uL de
DNA, equivalendo a seis células bacterianas, evidenciou sua eficiéncia. O
método sem isolamento em meio de cultura permitiu detectar até 4,2x10°
UFC.mL™. A analise de 468 amostras (162 nacionais e 306 importadas) de
sementes de arroz de trés safras nao indicou a presengca de Xo. A
caracterizagao de 21 isolados de Xanthomonas sp., positivos no ELISA (Agdia,
BRA 85000) para Xoo, mostrou variabilidade entre os isolados e a distingao
destes de Xo.

' Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (70p.) Janeiro, 2014.
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DEVELOPMENT OF qPCR FOR DETECTION OF Xanthomonas oryzae
IN RICE SEEDS'

Author: Ismail Teodoro de Souza Junior
Advisor: Valmir Duarte

ABSTRACT

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) and X. oryzae pv. oryzicola (Xoc),
the causal agents of bacterial leaf blight (BLB) and bacterial leaf streak (BLS),
respectively, are pests absent in Brazil, transmitted by seeds, with potential to
seriously compromised the Brazilian rice production. The commercial
interchange of seeds indicates the laboratory analysis as a fundamental
strategy in the exclusion of such pests. The objective of this research was to
develop and validate a method for detection of pathovars of X. oryzae (Xo) in
rice seeds by gPCR. The XRS probe was developed and, despite not
distinguish the two pathovars of Xo, its high sensitivity, 30 fg/uL of DNA,
equivalent to six bacterial cells, demonstrated its efficiency. The method without
isolation in culture medium, allowed to detect up to 4,2 x10°> CFU.mL™". The
analysis of 468 samples of rice seeds (162 national and 306 imported) in three
crops, not indicated the presence of Xo. Characterization of 21 isolates of
Xanthomonas sp. positive on ELISA (Agdia, BRA 85000) to Xoo, showed
variability among isolates and distinction from Xo.

' Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (70p.) January, 2014.
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1 INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.) esta entre os cereais mais importantes em
valor econémico e social, constituindo-se a base da alimentacdo de varios
povos em todo mundo. Aproximadamente 90% do arroz produzido no mundo
sdo cultivados na Asia. O Brasil se destaca como o principal produtor fora do
continente Asiatico, responsavel por 11.600 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2013).

Sementes podem abrigar e transportar um grande grupo de
microrganismos patogénicos. Essas associagbes podem ocasionar grandes
epidemias no campo de produgao com até 100% de perdas (Goto et al., 1988;
Machado, 2000). Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) e X. oryzae pv.
oryzicola (Xoc) sao consideradas as bactérias mais importantes para a cultura
do arroz pelos prejuizos que causam (Xie, 1998; Nifo-Lio et al., 2006). Xoo e
Xoc sdo responsaveis por causar o crestamento foliar bacteriano (CFB) e a
estria bacteriana da folha (EBF), respectivamente. No caso do Brasil, de acordo
com a Instrugdo Normativa n° 41 de 01 de julho de 2008 (D.O.U., 2008),
atualizada pela Instrugdo Normativa n°® 59/2013 (D.O.U. 2013), as bactérias
Xoo e Xoc séo consideradas pragas quarentenarias ausentes no pais. Neste
contexto, essas bactérias, caso introduzidas no pais, comprometeriam

seriamente a producao nacional de arroz (Parizzi & Morandini, 2001).



A presenga de Xoo e Xoc tem sido constatada em sementes, o que
demonstra a importancia da detecgdo destas, em programas de certificagédo e
em medidas quarentenarias de controle fitossanitario (Sakthivel et al., 2001). O
orgao brasileiro de fiscalizacao fitossanitaria ja interceptou sementes de arroz
importadas, oriundas do Uruguai, Estados Unidos e india, infectadas com Xoo
(Moura et al., 2000; Hahn, 2007). O risco da introdugao da Xoo no Brasil ja foi
estabelecido em estudos de analise de risco de pragas, pois o patégeno tem
elevado potencial de adaptagdo em zonas de clima temperado e tropical do
pais (Martins & Oliveira, 2007).

Com o aumento do intercAmbio comercial de sementes de arroz entre
paises, tornou-se necessaria a implementacao de medidas fitossanitarias que
minimizem os riscos da entrada de pragas ausentes nos paises importadores
(Parizzi & Morandini, 2001). Em 2013, o Brasil importou 3.845.570 kg de
sementes de arroz, 89,5% deste total foi oriundo da Argentina, seguido dos
Estados Unidos e Uruguai (ALICEWEB, 2013).

As técnicas empregadas para a deteccdo de Xoo e Xoc sdo baseadas
em ensaios biolégicos, bioquimicos, sorolégicos (ELISA) e moleculares,
(Gossele et al., 1985; Gnanamanickam et al., 1999; Sakthivel et al., 2001; Lang
et al., 2010). Com o advento das tecnologias moleculares mais modernas, as
técnicas baseadas em PCR tém sido consideradas as mais promissoras para a
deteccdo de patégenos (Ozakman & Schaad, 2003). Entre as técnicas
moleculares, a PCR em tempo real (QPCR) é o método mais utilizado na
deteccao de fitopatdgenos por permitir quantificar produtos de amplificagdo a

cada ciclo da PCR (Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).



A variabilidade intraespecifica e a proximidade genética entre os dois
patovares resultam, com frequéncia, em problemas de identificagdo e
diferenciagdo dos patovares de X. oryzae (Xo). Somado a isso, € comum
observar reagdes cruzadas com outras espécies de Xanthomonas, tanto no uso
de métodos soroldgicos, quanto naqueles baseados na PCR, o que pode levar
a resultados falso-positivos (Janse, 2005).

As limitacbes na sensibilidade e especificidade dos testes bioldgicos,
sorolégicos e moleculares disponiveis para a deteccdo de Xoo e Xoc,
fundamentam a importancia de uma proposta para o desenvolvimento de testes
moleculares e posterior adogao de medidas de contingéncia a fim de proteger
essa importante cadeia produtiva do agronegécio brasileiro. Além disso,
justifica-se pelo interesse e a necessidade de implantagdo de métodos
sensiveis e reproduziveis, que possam ser adotados pelos laboratérios
fitossanitarios, com o objetivo de melhor atender a legislagao fitossanitaria em
vigor e prevenir a entrada dessas pragas no Brasil.

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo principal padronizar e
validar um método para detecgdo molecular dos patovares de X. oryzae
presentes em sementes de arroz. Os objetivos especificos: (i) Desenhar uma
sonda para X. oryzae para detecgdo por qPCR (Sistema TagMan®); (ii) Analisar
amostras de sementes de arroz nacionais e importadas nas safras de 2009,
2010 e 2011; (iii) validar resultados positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000)
disponivel para identificagdo de Xoo, oriundos de sementes de arroz, com

métodos moleculares, bioldgicos e bioquimicos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura de destaque mundial sendo
cultivado em todos os continentes com excecdo da Antartida, em regides de
mongdes, tropicais e subtropicais, posicionando-se entre os cultivos de maior
importancia, tanto sob o ponto de vista de consumo, quanto de geragdo de
renda aos agricultores dedicados a essa atividade (AGRIANUAL, 2008).

O arroz é uma graminea anual (Poaceae), classificada no grupo de
plantas C-3, adaptada a ambientes aquaticos devido a presenca de
aerénquima no colmo e nas raizes das plantas, possibilitando a passagem de
oxigénio do ar para a camada da rizosfera (SOSBAI, 2012). O ciclo de
desenvolvimento da cultura pode ser dividido em trés fases: a fase de plantula
(semeadura até a emergéncia); a fase vegetativa (emergéncia até o
aparecimento do colar da ultima folha no colmo principal) e a fase reprodutiva
(diferenciacao da panicula até a maturacao fisiolégica) (Counce et al., 2000). A
duragao de cada fase depende, principalmente, da cultivar utilizada, época de
semeadura, regido de cultivo e das condi¢des da fertilidade do solo. O ciclo de
vida para a maioria das cultivares comerciais varia entre 100 e 140 dias
(SOSBAI, 2012).

O arroz € o segundo cereal mais cultivado no mundo, e a area ocupada

para o plantio é de aproximada de 158 milhdes de ha, que representa uma



producao de 489 milhdes de t (FAO, 2013). Em torno de 90% da produgao de
arroz é oriunda do continente Asiatico. O Brasil € o maior produtor de arroz da
América Latina e o0 nono mundial com uma producao anual entre 11 e 13
milhdes de t, participando com cerca de 82% da produgdo do MERCOSUL
(SOSBAI, 2010; FAO, 2013). Na safra 2012/2013 a América Latina produziu
24,5 milhdes de t, enquanto que o Brasil foi responsavel por uma produgao de
11,6 milhdes de t (FAO, 2013). No Brasil, a produgao se concentra nos estados
da regidao sul, principalmente no estado do Rio Grande do Sul, que é
considerado o maior produtor, com uma éarea cultivada de aproximadamente
um milhdo de ha, representando 44,5% da area nacional, respondendo ainda
por 67,0% da produgéo brasileira (CONAB, 2013).

Aproximadamente metade da populacdo mundial, em torno de 24
bilhdes de pessoas tem o arroz como alimento basico, sendo mais relevante
em paises em desenvolvimento e nos paises asiaticos (EMBRAPA, 2008).
Estima-se que o arroz represente 21% da energia e 14% da proteina

consumida mundialmente (Kennedy & Burlingame, 2003).

2.2 O género Xanthomonas

De acordo com a classificagao filogenética baseada nas comparacgdes
de sequéncias do rRNA 16S, o género Xanthomonas pertence ao filo
Proteocbacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Xanthomonadales e
familia Xanthomonadaceae e inclui diversas espécies fitopatogénicas, muitas
das quais provocam importantes doencgas em plantas cultivadas, bem como em

plantas ndo cultivadas (Garrity & Holt, 2000; Garrity, 2007).



Xanthomonas atualmente compreende 27 espécies com nomenclatura
validada, incluindo algumas subespécies e centenas de patovares (Parkinson
et al., 2007). Durante a década de 1990 o género passou por reclassificagdes,
baseado principalmente no indice de hibridizacdo DNA-DNA, onde novas
espécies foram criadas, patovares elevados ao status de espécie e outras
espécies substancialmente alteradas. Esta reclassificagdo do género foi
necessaria em virtude da grande diversidade genética encontrada com o
desenvolvimento das analises moleculares, em oposi¢cdo as caracteristicas
fenotipicas bastante homogéneas (Vauterin et al., 1995; Vauterin et al., 2000).

Mundialmente, as espécies deste género podem provocar doengas em
pelo menos 124 espécies de plantas monocotiliedbneas e 268 de
dicotiledéneas (Chan & Goodwin, 1999). As espécies de Xanthomonas podem
provocar uma variedade de sintomas incluindo necroses, cancros, manchas,
queimas, afetando folhas, caules e frutos. Apesar de, como género, a gama de
hospedeiros ser vasta, individualmente cada espécie e seus patovares
apresenta um leque de hospedeiros bastante restrito, marcado pela
especificidade dos locais de entrada na planta e pelos tecidos infectados.
Assim, estes agentes fitopatogénicos podem penetrar na planta através dos
estdbmatos, colonizando os espacos intercelulares do mesdfilo ou ainda através
de hidatodios ou ferimentos, colonizando a planta através do seu sistema
vascular (Leyns et al., 1984).

A maioria dos membros do género Xanthomonas produz um pigmento
amarelo ligado a membrana, denominado xantomonadina (Starr, 1977).
Embora seja uma caracteristica importante para identificagdo do género,

algumas linhagens podem n&o apresentar a pigmentagao (Garrity et al., 2005).



2.3 Xanthomonas oryzae

Xanthomonas oryzae (Xo) € Gram-negativa apresentando células em
forma de bastonetes, com dimensdes que variam entre 0,7 um e 2 ym de
comprimento e entre 0,4 ym e 0,7 um de largura, sendo moveis devido a
presenca de um unico flagelo polar. Forma colbnias amarelas, devido a
producdo de carotendides fotoprotetores chamados xantomonadinas, e
altamente mucoides, devido a producédo do exopolissacarideo (EPS) xantana.
O EPS ¢ importante na formacao do esxudato bacteriano nas folhas infectadas,
e também é essencial a sobrevivéncia das células bacterianas, oferecendo
protecao contra radiagdo UV, congelamento, dessecagao (Ou, 1972; Swings et
al., 1990; Meyer & Bogdanove, 2009).

Os patovares de Xo s&o estreitamente relacionados geneticamente,
tendo apresentado mais de 90% de similaridade em testes de hibridizagdo de
DNA (Swings et al., 1990; Rademaker et al., 2000).

Xanthomonas oryzae é catalase-positiva, incapaz de reduzir nitrato e um
produtor fraco de acidos a partir de carboidratos (Bradbury, 1986). Os
patovares oryzae e oryzicola podem ser diferenciados através de testes
laboratoriais pela (a) producdo de acetoina (Xoo-, Xoc+), (b) utilizacdo de L-
alanina como unica fonte de carbono (Xoo-, Xoc+), (c) peptonizagcao forte de
leite de Litmus (Xoo-, Xoc+), (d) fenilalanina deaminase (Xoo-, Xoc+), (e)
resisténcia a 0,001% Cu (NOs), (Xoo+, Xoc-) e (f) hidrélise de gelatina (Xoo-,

Xoc+) (Gossele et al., 1985; Webster & Gunnel, 1992; Vera Cruz et al., 2012).



2.4 Distribuicao e danos

O crestamento bacteriano foliar (CBF) do arroz e a estria bacteriana da
folha (EBF) do arroz sdo causados pelas bactérias X. oryzae pv. oryzae
(Ishiyama) e X. oryzae pv. oryzicola (Fang et al) Swings et al,
respectivamente, sdo doencas endémicas na maioria dos paises da Asia e
parte da Africa Ocidental.

Xoo foi detectada pela primeira vez no Japao, em 1884, em plantas de
arroz com sintomas de crestamento (Goto, 1992). O CBF ocorre em regides de
climas tropicais e temperados da Asia, além disso, j& foram relatadas
ocorréncias na Australia, Estados Unidos, América Central, Venezuela,
Equador e Bolivia (Mew et al., 1993; Delgado, 2002; OEPP/EPPO, 2007). A
EBF é mais restrita a regides tropicais e subtropicais da Asia, incluindo o sul da
China, Tailandia, Malasia, india, Vietna, Filipinas e Indonésia, além de afetar
regides de cultivo de arroz no norte da Australia e em partes do Oeste da Africa
e Brasil (Singh et al., 1980; Ou, 1985; Sigee, 1993; OEPP/EPPO, 2007; Shafer
et al., 2009).

O CFB é um das mais graves doencgas do arroz, causando perdas que
variam de 20 a 30% da produgédo, podendo chegar a 50% quando as condi¢bes
sao favoraveis a doenca (Reddy et al., 1979; Ou, 1985). Em regides tropicais o
CFB ¢é mais destrutivo, sendo que foram relatadas nas Filipinas, Indonésia e
india, perdas de 60-75% da lavoura, devido a sindrome kresek do CFB, a qual
afeta mudas recém-transplantadas (Reddy et al., 1979; Ou, 1985). Além da
redugao na produtividade, o CFB também pode afetar a qualidade dos graos,

por interferir na maturagéo (Ou, 1985; Goto, 1992).



As perdas de rendimento devido a EBF costumam variar de 1,5 a 20%
dependendo da cultivar de arroz e das condi¢des climaticas. Sob condicbes
favoraveis para a disseminacdo, esta doenca pode afetar areas inteiras e
causar danos comparaveis com o CFB, com redugdes de até 32% da produgéo
de graos (Ou, 1985; IRRI, 2009). Apesar de ser considerada menos importante
economicamente que CBF, esta doenca atingiu proporcées epidémicas em
partes da China, tornando-se uma das quatro principais doengas do arroz (Xie
& Mew, 1998).

Além de causar doencas em arroz os dois patovares possuem outros
hospedeiros, que podem servir de fonte de inéculo para as doengas. Alguns
dos hospedeiros alternativos de Xoo sado espécies de Poaceae, Cenchrus
ciliaris, Cynodon dactylon, Cyperaceae spp., Cyperus difformis, C. rotundus,
Echinochloa crus-galli, Leersia hexandra, L. oryzoides, Oryza spp., Panicum
maximum, Paspalum scrobiculatum, Urochloa mutica, Zizania aquatica
Z. palustris e Zoysia japonica (CABI, 2007). Para Xoc, sao: Oryza spp., Leersia
spp., Leptochloa filiformis, Paspalum orbiculare, Zizania aquatica, Z. palustris

e Zoysia japonica (OEPP/EPPO, 2007).

2.5 Sintomatologia e disseminagao

Os sintomas de CFB e EBF sao facilmente diferenciados nos estagios
iniciais da doenca e refletem os diferentes modos de infeccdo de cada
patdgeno. Os sintomas de CFB geralmente tornam-se evidentes na fase de
perfilhamento com as folhas apresentando pequenas manchas encharcadas
nas pontas e nas margens das folhas. As manchas se expandem ao longo das

nervuras, tornam-se cloréticas e necréticas, formando lesbes com coloragao



10

em tons de cinza a branco opaco (Gnanamanickam et al., 1999; Akhtar et al.,
2008).

Diferentemente de CBF, os sintomas de EBF iniciam como pequenas
lesdes encharcadas em qualquer lugar da folha entre as nervuras. As nervuras
atuam como barreiras das areas infectadas, as lesbes se expandem
longitudinalmente, resultando no sintoma de estrias tipicamente translucidas e
amarelas ao qual é denominada a doenga. Com o progresso da doenca as
folhas infectadas adquirem coloragao branca acinzentada. Dependendo das
condigbes de crescimento, do grau de resisténcia das cultivares e com o
progresso das doengas a distingdo entre os sintomas de CBF e EBF se tornam
menos nitidas (Xie & Mew, 1998; Nifo-Liu et al., 2006). Além disso, a campo as
duas doengas podem ocorrer simultaneamente, e as folhas podem exibir
sintomas de ambas as doencgas (Goto, 1992; Mew et al., 1993).

Além do CFB, o patovar oryzae pode causar uma sindrome em mudas
de arroz que sdo transplantadas a partir de viveiros para o campo, esta
sindrome é denominada Kresek, e é beneficiada pela pratica comum de cortar
as pontas das folhas antes do transplantio, esses cortes servem como
aberturas para infecgéo, e em 2-3 semanas apos o transplantio, a maioria das
plantas morre e as que sobrevivem apresentam crescimento atrofiado e a
planta inteira apresenta coloragao amarelada (Goto, 1992; Nyvall, 1999).

Xoo penetra na folha de arroz através dos hidatédios nas margens das
folhas, a bactéria multiplica-se nos espacos intercelulares da epiderme, e
colonizam o xilema, além disso, podem ter acesso ao xilema pelas aberturas
na base da bainha da folha e também pelos ferimentos (Ou, 1985;

Gnanamanickam et al., 1999; Akhtar et al., 2008). Com a colonizagao dos
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vasos do xilema, as células bacterianas podem extravasar para fora dos
hidatodios formando fios de exsudatos, sendo este um sinal caracteristico da
doenca, além de uma fonte de indculo secundario (Mew et al., 1993).

EBF, ao contrario de CBF, ndo € uma doenga sistémica, a bactéria
penetra na folha do arroz, principalmente através dos estématos e também por
ferimentos, multiplica-se na cavidade subestomatica e em seguida coloniza os
espacgos intercelulares do parénquima (Ou, 1985). Em condicbes de alta
umidade, Xoc também pode extravasar exsudato amarelo, no entanto, esses
s&o vistos na superficie da folha (Mew et al., 1993).

Surtos de ambos, CBF e EBF, sdo mais provaveis de ocorrer durante a
estacdo de mongdes dos continentes Asiatico e indico, a partir de junho a
setembro, do que em outras épocas do ano (Mew et al.,1993). Epidemias
graves ocorrem frequentemente apés tufées, ventos fortes, chuvas e granizo,
0os quais provocam ferimentos nas plantas facilitando e dispersdo das
bactérias. As bactérias também podem ser disseminadas pela agua de
irrigacdo, bem como por seres humanos, inseto e aves (Ou, 1985; Nyuvall,
1999).

Nas regides temperadas, Xoo pode sobreviver no solo durante 1-3
meses, dependendo da umidade e acidez do solo. Nas regides tropicais onde
ocorre, a temperatura, umidade, abundancia de plantas hospedeiras e os
restos culturais permitem que Xoc e Xoo persistam no campo ao longo do ano
(Ou, 1985). A principal forma de disseminagdo destas bactérias, a longas
distancias se da pelas sementes contaminadas (Kauffman & Reddy, 1975;

Sakthivel et al., 2001). Ambos patovares podem ser isolados a partir de
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sementes de plantas infectadas e a transmissdo pelas sementes tem sido

demonstrada (Mew et al., 1993; Xie & Mew, 1998; Sakthivel et al., 2001).

2.6 Manejo

As medidas de manejo para CBF e EBF incluem praticas culturais,
quimicas, controle biolégico, previsdo de epidemias e, a mais importante o uso
de cultivares com resisténcia genética. Poucos estudos tém sido realizados
sobre métodos de controle para EBF, embora muitas das mesmas medidas
utilizadas para o controle de CBF podem ser eficazes contra EBF (Nifio-Liu et
al., 2006).

Dentre as praticas culturais utilizadas para o manejo de CBF e EBF
estao a remocao de plantas doentes e plantas hospedeiras, retirada dos restos
culturais antes do plantio, a fertilizagdo evitando o excesso de nitrogénio, uma
vez que estimula o rapido crescimento vegetativo das plantas, favorecendo o
desenvolvimento da doenga e do uso adequado do espagamento entre plantas
(Mizukami & Wakimoto, 1969; Goto, 1992).

O controle quimico de CBF iniciou-se com a aplicagdo da calda
bordalesa e também com derivados de estreptomicina e compostos de
mercurio, no entanto, estes danificaram os graos de arroz (Mizukami &
Wakimoto, 1969). Diferentes tipos de agroquimicos foram desenvolvidos para o
controle de CBF, no entanto a maioria ndo apresentou resultados confiaveis,
devido principalmente a variabilidade na sensibilidade da populacdo do
patdgeno aos produtos (Mizukami & Wakimoto, 1969; Gnanamanickam et al.,
1999). A desinfestagdo de sementes de arroz com solugdes de antibidticos ou

com agua quente a 52 °C por 30 min é praticado em alguns paises (Mizukami
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& Wakimoto 1969; Goto, 1992). O controle quimico é impraticavel e nenhum
bactericida eficiente esta disponivel comercialmente para o controle da doenga
(Ou, 1973; Lee et al., 2003).

O desenvolvimento e o uso de cultivares resistentes com genes de
resisténcia tém sido a abordagem mais eficaz para o0 manejo das doencas
causadas pelos patovares de Xo. A maioria dos estudos sobre mecanismos de
resisténcia de arroz aos patovares de Xo tem sido desenvolvida para o
crestamento bacteriano do arroz pouco tem se elucidado em relacido aos
mecanismos de patogénese e da resisténcia da doenga da estria bacteriana
(Nifio-Liu et al., 2006).

Até o momento mais de 30 genes de resisténcia foram identificados para
o controle de CBF (White & Yang, 2009). Esses genes foram identificados
principalmente a partir de O. sativa, de algumas das variedades indica e
Japonica, de espécies selvagens relacionadas, incluindo O. longistaminata, O.
rufipogon, O. minuta e O. officinalis (Brar & Khush, 1997; Lee et al., 2003).
Varios desses genes foram incorporados em cultivares de arroz em varios

paises na Asia (Leung et al., 2004; Collard et al., 2008; Sundaram et al., 2008).

2.7 Diversidade genética

Xoo é caracterizada por um elevado grau de especificidade raga-cultivar.
Existem mais 30 racas relatadas de Xoo em varios paises (Noda et al., 1996;
Adhikari et al., 1999). Um conjunto de ragas identificadas nas Filipinas usando
cinco cultivares de arroz tem sido amplamente utilizado para identificacdo e
classificagéo de resisténcia ao CBF em outras cultivares (Ogawa et al., 1991;

Lee et al., 2003).
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A variabilidade intraespecifica dessas bactérias tem sido analisada
utilizando diferentes classes de marcadores moleculares, tais como
isoenzimas, RFLP, rep e Box-PCR, AFLP e RAPD que revelaram alta
variabilidade nas populagdées de Xoo da Asia, Australia, sudoeste da Africa e
Estados Unidos (Jones et al.,, 1989; Nelson et al., 1994; Ryba-White et al.,
1995; Adhikari et al., 1999; Lore et al., 2011).

Com base na analise de RFLP e patétipo, 308 isolados de Xoo, de
diferentes regides da Asia, demonstraram ter um alto grau de diversidade
genética entre os isolados (Adhikari et al., 1995). Na india, 18 isolados foram
analisados por RAPD sendo estes agrupados em cinco grupos (Gupta et al.,
2001). No Norte do Vietna foram observadas seis ragas de um total de 41
isolados de Xoo testados com diferentes cultivares de arroz (Dinh et al., 2008).
A caracterizagao genética de estirpes Xoo africanas mostrou que elas formam
um grupo separado de Xoo oriundas da Asia e estdo mais relacionadas com
estirpes de Xoc (Gonzalez et al., 2007). A caracterizacao de isolados dos EUA
os colocou em um grupo a parte de Xoo e Xoc oriundos da Africa e Asia
(Triplett et al., 2011).

Nas Filipinas analises de RFLP de 123 estirpes de Xoc de diferentes
locais mostraram uma diversidade semelhante a de Xoo (Raymundo et
al.,1999). Outros 67 isolados de Xoc oriundos da regido de Burkina Faso e Mali
na Africa foram caracterizados com “Multi Locus Sequence Analysis” (MLSA)
usando seis genes housekeeping e RFLP e indicou a formagao de diferentes
grupos de Xoc (Wonni et al., 2013).

O alinhamento dos genomas de diferentes estirpes de Xoo revelou um

grande numero de inversdes, translocagdes, inser¢des e delegbes. Essa
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diversidade entre o genoma de Xoo é impulsionado pelo grande numero de
elementos de sequéncia de insergcdo (IS), que representam até 10% do
genoma Xoo (Salzberg et al., 2008; Ryan et al., 2011).

Outra caracteristica marcante do genoma de Xoo € a abundancia de
efetores do tipo transcricionais ativadores (TAL). Estes sdo proteinas
bacterianas que s&o injetadas nas células hospedeiras por meio de um sistema
de secrecao de tipo lll. A regido central da proteina TAL consiste em até 25
repeticbes de 34 aminoacidos. Uma vez na célula da planta, os efetores TAL
entram no nucleo, se ligam a sequéncias complementares do DNA e ativam
genes no hospedeiro que faciltam a colonizagdo e infec¢cdo bacteriana
(Bogdanove et al., 2010). Estudos genéticos tém sugerido que a atividade de
elementos IS e da recombinagao entre os genes de efetores TAL contribuiram
para a estrutura diversificada dentro Xoo (Ochiai et al., 2005). A estirpe de Xoo
PXO99A possui 19 genes TAL em seu genoma (Salzberg et al., 2008), alguns
dos quais sao fatores de viruléncia criticos para CBF (Bai et al., 2000; White &
Yang, 2009). O numero de efetores TAL em um grupo de estirpes de Xoo
africanas é reduzido em comparagado com os isolados asiaticos. As estirpes de
Xoo africanas possuem apenas oito genes TAL em seus genomas (Gonzalez
et al., 2007). Esse numero também é reduzido em isolados de Xo dos EUA

(Triplett et al., 2011).

2.8 Métodos de Deteccao de Xo
A utilizacdo de métodos rapidos, especificos e sensiveis que possam
detectar o patégeno em baixos niveis a partir do material vegetal € um passo

essencial para contengdo ou eliminagcdo de patdégenos. No entanto,
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ferramentas de diagndstico robustas e de baixo custo ndo estdo disponiveis
para identificagdo e classificagdo de muitos fitopatdgenos. As técnicas
empregadas para a detecgdo de Xoo e Xoc sdo baseadas em ensaios
biolégicos, bioquimicos, sorolégicos (ELISA) e moleculares (Gossele et al.,
1985; Gnanamanickam et al., 1999; Sakthivel et al., 2001; Zhao et al., 2007;
Lang et al., 2010; Vera Cruz et al., 2012).

A partir dos anos 90, novas abordagens no diagnéstico de doencas
bacterianas tornaram-se possiveis. A PCR surge como uma alternativa para a
deteccdo de bactérias fitopatogénicas devido a sua alta sensibilidade e
especificidade (Seal et al., 1993; Pastrik & Maiss, 2000, Sakthivel et al., 2001).
Os oligonucleotideos iniciadores e a Taq polimerase podem ser sensiveis a
inibidores presentes nas amostras vegetais. Alguns compostos quimicos
utilizados na extragdo de DNA, também podem interferir na amplificacdo do
DNA-alvo e limitam o uso da PCR para a deteccao direta das bactérias a partir
de amostras naturais (Pastrik & Maiss, 2000; Alvarez, 2004; Zhao et al., 2007).
Varios compostos de materiais vegetais podem inibir a PCR, e isso pode levar
a resultados falso-negativos. Os inibidores da PCR a partir de plantas incluem
polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e outros metabdlitos
secundarios de plantas (Rossen et al., 1992; Tengel et al., 2001; Holden et al.,
2003). Com isso, novos protocolos, utilizando diferentes aditivos, foram
incluidos na PCR, tais como, a albumina de soro bovino (BSA), dimetilsuféxido
(DMSO), glicerol, detergentes n&o ibnicos, formamida e polivinilpirrolidona
(PVP) (Picard et al., 1992; Kreader, 1996; Roux, 1995). A detecgao direta de

Xoo, Xoc e Acidovorax, a partir de sementes de arroz por PCR, foi possivel
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utilizando um protocolo com adi¢édo de PVP e sulfito de sodio (Vera Cruz et al.,
2012).

Para deteccdo dos patovares de Xo pela PCR, tém sido utilizados
oligonucleotideos iniciadores baseados na regiao 16S-23S rDNA, elementos de
sequéncias de insercao (IS), gene da proteina da membrana de fusado, gene
receptor de siderdforos, genes da familia hrpF, proteinas hipotéticas,
lipossacarideos (LPS), e glicosiltransferase (Adachi & Oku, 2000; Sakthivel et
al., 2001; Zhao et al., 2007; Kang, 2008; Lang et al., 2010; Cho et al., 2011).

Dentre as variantes da PCR se destaca a PCR em tempo real que tem
como principal particularidade a estimativa em tempo real da amplificagéo
(Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008). A PCR em tempo real, também
conhecida como PCR quantitativa ou PCR em tempo real quantitativa ou
simplesmente gPCR, foi descrita pela primeira vez em 1993, por Higuchi e
seus colaboradores. Uma camera de video foi acoplada a um sistema de PCR,
de modo a monitorar a PCR durante todos os ciclos. Este mecanismo permitiu
detectar o aumento da fluorescéncia durante a reagcao, devido a ligagao do
brometo de etidio as moléculas de DNA de dupla cadeia recém-sintetizadas
(Higuchi et al., 1993).

A gPCR apresenta diversas vantagens sobre a PCR, tais como a
auséncia da eletroforese em gel de agarose para detectar o produto da reacéo,
uma vez que a leitura e a mensuragcdo do acumulo de produtos sdo obtidas a
cada ciclo, usando um dos dois sistemas: uma molécula quimica intercalante
de DNA de fita dupla (SYBR Green) ou um sistema que utilize sonda de
oligonucleotideos marcada com fluoroforos nas extremidades 3’ e 5§ (sistema

TagMan®, sondas FRET®, Molecular Beacons® e oligonucleotideos



18

Scorpions®) (Schaad & Frederick, 2002). Com isso pode-se quantificar o
namero de células de um patégeno que estejam presentes em amostras
(Schaad et al., 1999; Weller et al., 2000; Carvalho, 2009).

Sistemas que utilizam oligonucleotideos marcados com fluoréforos ou
sondas também marcadas com fluor6foros nas extremidades 5’ e 3’ sdo mais
especificos do que o sistema utilizando o intercalante de DNA de fita dupla,
visto que estes somente hibridizam-se com regides especificas do DNA,
gerando a fluorescéncia somente quando essas sondas sdo degradadas
(Schaad & Frederick, 2002; De Boer et al., 2007).

O sistema utilizando sondas de hidrdlise Tagman® requer dois
oligonucleotideos iniciadores especificos que amplificam um fragmento de DNA
de 50- 300 pb, e uma sonda marcada com fluoréforos homéloga a uma regiao
especifica do produto de amplificacdo. A sonda apresenta a extremidade 5”
marcada com um fluoréforo repérter e a extremidade 3” com uma molécula
denominada “quencher” (Mackay et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

Quando o fluoréforo repodrter se encontra préximo do “quencher”,
nenhum sinal de fluorescéncia dissipa da molécula repérter. Isso ocorre
quando a sonda esta livre na mistura da reacdo, ou recém-hibridizada a
sequéncia do DNA-alvo. Na fase de hibridizagdo da PCR, a sonda ira ligar-se a
sequéncia complementar e posteriormente, durante a amplificagédo, a atividade
exonucleotidica 5° da Taq polimerase degrada a sonda, separando os
fluoréforos, resultando na leitura do sinal de fluorescéncia do fluoréforo
reporter. Ciclos repetidos da PCR resultam em amplificacdo exponencial do
produto amplificado e o acumulo de sondas degradadas, aumenta a

intensidade da fluorescéncia até um ponto onde pode ser detectada,
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ultrapassando o limiar Ct (cycle threshold) (Schaad & Frederick, 2002; De Boer
et al., 2007; Pelt-Verkuil et al., 2008).

A medi¢do da fluorescéncia a cada ciclo mostra-se como uma forma
para analisar a cinética da reacdo, eficiéncia e quantificar o acumulo de
produtos (Applied Biosystems, 2008). A eficiéncia (E) da amplificacdo é
fundamental para o sucesso da técnica. Esta deve variar idealmente entre os
90 e 100% (-3,6 > declive > -3,1), podendo ser determinada através de
métodos diversos. O mais simples baseia-se na equacéo: E = 10¢decive)_q

A mensuragao da fluorescéncia a cada ciclo elimina a necessidade de
processamento apdés a PCR para revelar a presenga do produto desejado,
onde as leituras de fluorescéncia podem ser usadas simplesmente para
determinar a presenga ou auséncia do DNA amplificado, corroborando com a
presencga ou auséncia da bactéria-alvo nas amostras (De Boer et al., 2007). O
namero de ciclos requerido para atingir um limiar pré-determinado (Ct) é
correlacionado com a concentracdo de DNA originalmente presente na amostra
(Applied Biosystems, 2008). As vantagens desse método em geral sao:
possibilidade de detecg¢do quantitativa dos patdgenos, potencial para o uso em
um numero elevado de amostras e a auséncia da necessidade de analise pods-

PCR, além da rapidez na obtencao dos dados (< 1 a 2 h) (Schaad & Frederick,

2002; De Boer et al., 2007).



3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados nos Laboratérios de Bacteriologia
Vegetal e Fitopatologia Molecular do Departamento de Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, e no Laboratério de Fitopatologia no John Innes Centre

(JIC), Norwich, Reino Unido.

3.1 Desenvolvimento de qPCR para detec¢ao de Xo

3.1.1 Estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas utilizadas neste estudo estdo listadas na
Tabela 1. Para as estirpes de Xoo e Xoc foi utilizado apenas o DNA
gendmico, exceto para as estirpes das Filipinas que também foram crescidas
e analisadas no Reino Unido. Estas foram cultivadas rotineiramente em meio
CPG (casamino acido, peptona, glicose e agar) e agar nutritivo (NA:
peptona, extrato de carne, extrato de levedura, cloreto de sédio e agar)
(Schaad et al.,, 2001). Para a reativagado de linhagens preservadas por
liofilizagdo, as ampolas, contendo as culturas bacterianas liofilizadas, foram
desinfestadas externamente com alcool a 70 %. Em seguida, foram
hidratadas com 200 uL de agua destilada esterilizada. Apds incubagéo por

30 min, 10 yL da suspensdo da ampola. foram diluidos em 1,5 mL de agua
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destilada esterilizada. Em seguida as estirpes bacterianas foram cultivadas

sob agitagdo (150 rpm) em caldo LB (Luria-Bertani: triptona, extrato de

levedura, cloreto de sddio) a 28 °C por 24-48 h. Cada cultura bacteriana foi

conservada em glicerol 40% em ampolas de criopreservagao identificadas, e

depositadas em freezer a -20 °C.

TABELA 1. Estirpes bacterianas utilizadas no estudo como referéncia em

gPCR. Porto Alegre, RS, 2014.

Isolados’ Parte, Hospedeiro = Origem
Xoc 001 Folha, arroz india
Xoc 002 Folha, arroz india
Xoc 003 Folha, arroz india
Xoc 004 Folha, arroz india
Xoc 005 Folha, arroz india
Xoo 092 Folha, arroz india
Xoo 639 Folha, arroz india
Xoo 635 Folha, arroz india
Xoo 192 Folha, arroz india
Xoo 089 Folha, arroz india
Xo0 620 Folha, arroz india
Xoo 644 Folha, arroz india
Xoo 071* Folha, arroz Filipinas
Xoc 246* Folha, arroz Filipinas
Xoc 279* Folha, arroz Filipinas
Xoc 256* Folha, arroz Filipinas
Xanthomonas axonopodis pv. citri Folha, laranjeira Brasil
Xanthomonas campestris pv. campestris Folha, couve Brasil
Xanthomonas sp. Semente, arroz Brasil
Xanthomonas sp. 3021 Semente, arroz Argentina
Xanthomonas sp. 3017 Sementes, arroz Argentina
Pectobacterium brasiliensis Tubérculo, batata Brasil
Ralstonia solanacearum Tubérculo, batata Brasil

Xoc (Xanthomonas oryzae pv. oryzicola), Xoo (X. oryzae pv. oryzae). 'DNA

gendmico. * Isolados crescidos e testados no Reino Unido.
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3.1.2 Extragdo de DNA

O DNA dos isolados selecionados foi extraido pelo método de lise
alcalina. Células bacterianas presentes em 1,0 mL de cultura foram
precipitadas por centrifugacédo (12.000 X g por 2 min) e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, as células foram suspendidas em 100 pL de TE (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) e lisadas pela adicdo do tampao de lise
(0,2 N NaOH, 1% SDS). Em seguida o lisado de células foi submetido a
neutralizacdo e precipitacdo com 300 pL de acetato de amoénio 7,5 M,
seguido de centrifugacdo por 5 min a 12000 X g. O sobrenadante foi
recuperado e transferido para um novo tubo. Logo, o DNA foi precipitado
com etanol 95% por centrifugagdo por 15 min a 12000 X g. A etapa de
lavagem do DNA para eliminar os sais foi realizada com etanol 70%, através
de centrifugagéo por 5 min. O DNA das estirpes foi solubilizado em 50 yL de
agua milli-Q (De Boer & Ward, 1995). O DNA extraido de cada estirpe
bacteriana foi quantificado por leitura em espectrofotdmetro. Posteriormente,
todos os DNAs foram diluidos em concentragbes conhecidas para serem

utilizados na PCR.

3.1.3 Desenho da sonda TaqMan® para detecg¢ao de Xo

Um oligonucleotido iniciador foi desenhado e este conjugado com
fluoréforo para reconhecer a sequéncia conservada do gene receptor de
sideréforos. A sonda do tipo TaqMan®, foi desenhada para hibridizar com a
sequéncia alvo, entre os dois oligonucleotideos PF e PR que possui um
produto de amplificagdo com 152 bp (Zhao et al., 2007). A sonda foi

desenhada baseada na sequéncia do genoma de estirpe de Xoc oriunda da
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China. Os oligonucleotideos iniciadores utiizados  foram PF: 5'-
GAATATCAGCATCGGCAACAG-3' e PR: 5-TACCGGAGCTGCGCGTT-3'
(Zhao et al., 2007) e a sonda XRS: VIC-5'-

CATCGCCTGCTTGGCTACCAGC-3-QUENCHER.

3.1.4 Padronizagao de gPCR por quantificagao absoluta para

deteccao de Xo

A padronizagao de PCR pelo método de quantificagdo absoluta com a
sonda de hidrolise (TagMan®) XRS para detecgdo dos patovares de Xo
utilizou padrées diluidos para a construgao da curva de calibracao.

As analises por gPCR pelo método de quantificacdo absoluta,
geraram curvas de calibragdo para a espécie bacteriana, relacionando o
valor do Ct com as concentracdes dos padrbes. A concentracao do DNA foi
mensurada e convertida ao numero de células presentes na amostra usando
o peso molecular do DNA de Xoc. Os dados de qPCR foram analisados
pelo software do aparelho 7300 Real Time PCR System versdo 2.0.1
(Applied Biosystems, Foster City, USA).

As reacgOes foram realizadas em um volume final de 12 uL contendo
6,0 uL de Platinum gPCR Master Mix, 0,4 uM dos oligonucleotideos PF e
PR, 0,6 yM da sonda XRS, 0,24 ul de fluoroéforo de referéncia passiva
(ROX) e 1 pl de DNA gendmico (100 ng.uL”') de Xoc e Xoo em
concentracdes padrdes. Agua milli-q estéril foi adicionada para um volume
total de 12 uL. As reagdes foram conduzidas a 50 °C por 2 min, 95 °C por 10

min, seguido por 40 ciclos de 94 °C por 15 s, e 60 °C durante 1 min.
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A validacado da técnica da gPCR para detecgao de Xo foi realizada
com a avaliagao de alguns parametros, tais como especificidade, preciséo,
sensibilidade, eficiéncia da amplificacdo, coeficiente de correlagao (r2) da
curva-padrao (valores de CT x logaritmo das concentragcoes de DNA de cada
diluicdo).

A eficiéncia para cada reagao foi calculada a partir dos dados da
curva de calibragdo. A eficiéncia de reacao foi calculada baseando-se na
inclinacdo da curva de calibracdo com a seguinte formula: E= 107/s1°P®) _ 1.
Para determinar o limiar de detecgao, diluigbes em série do DNA gendémico
de Xoc foram realizadas partindo da concentracdo inicial de 300 ng.uL™". A
precisdo dos dados de gPCR da curva padrao foi avaliada a partir do desvio

padrao entre as trés replicatas.

3.1.5 Teste de especificidade

Para o teste da especificidade da sonda XRS foram utilizadas as
estirpes de Xoo, Xoc, X. axonopodis pv. citri , X. campestris pv. campestris e
outras Xanthomonas isoladas de sementes de arroz, além de
Pectobacterium brasiliensis e Ralstonia solanacearum (Tabela 1). As
reacdes ocorreram nas mesmas condicdes anteriores, variando apenas a
temperatura de anelamento entre 60 e 72 °C.

O DNA da estirpe Xoc 005 foi submetido a PCR e sequenciamento do
fragmento correspondente ao gene receptor de sideréforos, onde foram

utilizados os oligonucleotideos PF e PR (Zhao et al., 2007).
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3.1.6 Deteccdo de Xo em sementes de arroz artificialmente

inoculadas

Para validacdo da sonda, uma amostra de arroz artificialmente
inoculada com Xoo foi utilizada. Primeiramente as sementes foram imersas
em alcool etilico 70%, sendo usado a razdo de 1 g de semente para 5 mL de
alcool, com agitacdo por 4 h em temperatura ambiente. Em seguida as
sementes foram lavadas quatro vezes com agua destilada esterilizada
usando a mesma proporcao (1 g: 5 mL). As sementes foram secadas em
fluxo laminar por 6 h. Para verificar a eficiéncia da esterilizagcdo das
sementes, 15 mL de tampao fosfato-salino (PBS) foram adicionados a 5 g de
sementes, estas foram levadas ao agitador por 5 min e entdo 1 mL da
suspensao foi transferido para a superficie de meio de cultura em placas de
Petri.

A concentracdo de células bacterianas de Xoo71 foi ajustada para
As00=0,1 correspondendo a uma concentracédo de 1028 UFC.mL" e em
seguida foram realizadas diluicbes sucessivas. Cada uma das diluicoes foi
plaqueada para quantificagdo do numero de células bacterianas.

As sementes previamente desinfestadas, foram imersas no inéculo
por duas horas a temperatura ambiente com agitacdo (150 x Q).
Subsequentemente foram levadas para geladeira a 4°C durante a noite para
as bactérias aderirem as sementes. As sementes foram secas em fluxo
laminar por 6 h e em seguida estocadas a 4 °C até a sua utilizagdo (Vera

Cruz et al., 2012).
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3.1.7 Preparagao da amostra

Para a detecgéo direta, 5 g de cada amostra de sementes de arroz
artificialmente inoculada foram pesados e transferidas para um tubo de 50
mL contendo 15 mL de PBS e 0,01% de Tween 20%. Apds, a amostra foi
levada ao sonicador por 5 min. Posteriormente, para o enriquecimento (Bio-
PCR), foi coletada uma aliquota de 200 ul do extrato e transferida para um
microtubo contendo 1,8 mL de caldo nutriente. Posteriormente foram
adicionados 300 mg de PVP e 150 mg de sulfito de sodio (Na;SO3), entdo a
amostra foi levada novamente ao sonicador por 5 min. Em seguida foi
filtrada, utilizando papel filtro para remover residuos e o PVP. Em um
microtubo, foram coletados 2 mL e entdo centrifugado durante 10 min a
13.000 x g, em seguida o sobrenadante foi descartado e o pelete
ressuspendido em 200 uL de tampao TE 1X e armazenado a -20 C até sua
utilizacao (Vera Cruz et al., 2012). Para qPCR foram utilizadas as mesmas
condi¢des do item 3.1.4,com 3 uL da suspensdo da amostra diretamente na

reacao.

3.2 Levantamento da ocorréncia de Xo em sementes de arroz das

safras 2009/2010/2011

3.2.1 PCR multiplex para Xoo e Xoc por isolamento de sementes

Primeiramente foi realizado um levantamento com um total de 153
isolados de Xanthomonas sp., provenientes do isolamento de 148 amostras
de sementes de arroz da safra 2009 (Schimtz et al., 2010). Os 153 isolados
foram submetidos a amplificacbes por PCR multiplex com os

oligonucleotideos iniciadores especificos para os patovares de Xo (Lang et
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al., 2010), X03756F-CATCGTTAGGACTGCCAGAAG, Xo3756R-
GTGAGAACCACCGCCATCT, X0080F-GCCGCTAGGAATGAGCAAT,
X0080R-GCGTCCTCGTCTAAGCGATA, Xoc3866F-
ATCTCCCAGCATGTTGATCG,  Xoc3866R-GCGTTCAATCTCCTCCATGT,
Xoc3864F-GCGTTCAATCTCCTCCATGT, Xoc3864R-
GGGATGGATGAATACGGATG.

O volume da reacéo final foi de 25 uL, sendo 0,5 uL de dNTPs a 10
MM, 2,5 ul de tampao 10X (20 mM Tris-Cl pH 8,4; 50 mM KCI sem MgCl,),
2,0 pyl de MgCl; (25 mM), 0,06 U de Taq polimerasee 0,5 yl de cada
oligonucleotideo (10 mM) e 100 ng de DNA gendmico. A PCR multiplex foi
realizada em termociclador PTC-100 nas seguintes condigbes: uma
desnaturagao inicial de 94 °C por 3 min, seguido por 31 ciclos de 94 °C por
30 s, 60 °C por 30 s e 68 °C por 2 min, e uma extensao final a 68 °C por 10
min. Aliquotas de 5 uL do produto da amplificacdo foram analisados por
separacao em gel de agarose a 2% (p/v) em tampao TAE (Tris-Acetato-
EDTA) corado com brometo de etideo a 60 V.min". Os produtos de
amplificacdo no gel foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados

(Lang et al., 2010).

3.2.2 qPCR para Xo pelo método direto a partir de sementes de
arroz

Neste experimento foram analisadas 468 amostras de sementes de
arroz das safras 2009, 2010 e 2011 provenientes do Brasil, Uruguai,
Argentina e Estados Unidos (Tabela 2), para verificar a presenga dos
patovares de Xo. As amostras foram preparadas de acordo com o item 3.1.7

e submetidas a qPCR com a sonda XRS desenvolvida. As condi¢des das
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reagdes ocorreram como no item 3.1.4 sendo utilizado 3 yL de cada amostra

processada, diretamente na qPCR.

TABELA 2. NuUmero de amostras de sementes de arroz nacionais e
importadas. Porto Alegre, RS, 2014.

. Safra
Origem 2009 2010 2011
Rio Grande do Sul’ 37 37 61
Santa Catarina 11 0 0
Goias 1 0 0
Roraima 1 0 0
NI 14 0 0
Outros paises
Argentina 135 76 8
Uruguai 35 40 11
Estados Unidos 1 0 0
235 153 80
Total 468

! (Alegrete, Cachoeirinha, Camaqua, Capao do Leédo, Eldorado do Sul, Faxinal do Soturno
Macambara, Mostardas, Pelotas, Rio Grande, Santa Maria, Sto. Anténio da Patrulha, Sao
Borja, Sao Sepé, Sao Vicente do Sul, Uruguaiana, Viamao). 2 Nao identificado.

3.3 Caracterizacao de isolados bacterianos obtidos de sementes

de arroz positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000) para Xoo

3.3.1 Isolados bacterianos

Neste estudo foram utilizados isolados bacterianos amarelos com
resultado positivo para Xoo no ELISA (Agdia, BRA 85000), em teste
realizado pelo Laboratério Agronémica. Estes foram obtidos de sementes de
arroz oriundas da Argentina e Uruguai (Tabela 3). Os isolados conservados
em microtubos a -20 °C foram crescidos em placas contendo o meio de
cultura nutriente agar (NA), as quais foram incubadas a 28 °C por 48 h. Os
isolados foram entdo submetidos a testes de bioquimicos, moleculares e

bioldgicos.
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TABELA 3. Isolados bacterianos de sementes de arroz positivos no
ELISA (Agdia, BRA 85000) para Xoo. Porto Alegre, RS,

2014.
Isolado Cultivar Origem
1 EL5001 Desconhecida Uruguai
2 EL5005 Desconhecida Uruguai
3 EL5007 Desconhecida Uruguai
4 EL5008 Desconhecida Uruguai
5 EL5009 Desconhecida Uruguai
6 EL5010 Desconhecida Uruguai
7 EL5013 Desconhecida Uruguai
8 EL5016 Desconhecida Uruguai
9 EL5019 Desconhecida Uruguai
10 EL6001 Sator Argentina
11 EL6005 Sator Argentina
12 EL6007 Sator Argentina
13 EL6008 Sator Argentina
14 ET3005 Tiba Argentina
15 ET3009 Tiba Argentina
16 ET3017 Tiba Argentina
17 ET4011 Avaxi Argentina
18 ET4012 Avaxi Argentina
19 ET4013 Avaxi Argentina
20 ET3021 Tiba Argentina
21 13110L01 Desconhecida Argentina

3.3.2 Producgao do pigmento xantomonadina

Os isolados Gram-negativos no teste KOH 3%, foram submetidos a
identificacao preliminar para o género Xanthomonas, seguindo o protocolo
para o teste de extragdo do pigmento xantomonadina. Culturas bacterianas
crescidas em meio NA por 24-48 h foram transferidas para tubos com 3 mL
de metanol e foram mantidos em banho Maria até a fervura para extragéo do
pigmento. Apds, os tubos com as suspensdes bacterianas foram deixados
em repouso por 5 min, para a decantagdo. Em seguida, pipetou-se o
sobrenadante amarelo transparente para cubetas e levou-se ao
espectrofotdbmetro eletrébnico onde foi realizada a leitura das curvas de

absorvancia para verificagdo do espectro de comprimento de onda entre 400
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e 500 nm, correspondente ao género Xanthomonas (Romeiro, 1995; Schaad

etal., 2001).

3.3.3 PCR para Xanthomonas

O DNA dos 21 isolados bacterianos, com curva tipica para o pigmento
xantomonadina, foi submetido a amplificages por PCR com os
oligonucleotideos iniciadores 16F27 (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e
16R1525 (5° TTCTGCAGTCTAGAAGGAGGTGWTCCAGCC-3’) especificos
para parte da regido do rDNA 16S de Xanthomonas spp. (Hauben et al.,
1997).

A reacéo final continha 20 yL sendo, 0,5 uL de cada oligonucleotideo
iniciador (5 uM), 0,8 pL de dNTPs (5 mM), 2uL de tampao 10X (20 mM Tris-
Cl pH 8,4; 50 mM KCI sem MgCl,), 0,6 pL de de MgCl, (50 mM), 0,1 pL de
Taq polimerase (0,5 U) e 100 ng de DNA genbmico As amostras foram
processadas através de uma desnaturacéo inicial por 3 min a 94 °C, seguida
de 25 ciclos de amplificacdo de 94 °C 1 min, 55 °C por 2 min e 72 °C por 2
min, € uma extensao final a 72 °C por 2 min. Aliquotas de 5 pL do produto
da amplificagdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0%
(p/v) corado com brometo de etideo a 60 V.min". Os produtos de
amplificacdo no gel foram visualizados sob luz UV e fotodocumentados

(Hauben et al., 1997).

3.3.4 Crescimento em meio Waquimoto Modificado
Os isolados bacterianos foram submetidos ao crescimento no meio

semi-seletivo Waquimoto modificado (Sacarose, 20 g; peptona, 5 g;
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Ca(NO3),.4H,0, 0,5 g; NapHPO4,0,82 g; FeSO4, 0,05 g; agar, 17 g), as
culturas bacterianas foram repicadas por esgotamento e observado, apés 48
h, a presenga do crescimento das colénias. O meio Waquimoto modificado
foi desenvolvido para o isolamento de colénias de Xo (Mew & Mistra, 1994;

Vera Cruz et al., 2012).

3.3.5 Utilizacao de fontes de carbono

Para verificagdo do uso de diferentes fontes de carbono foi conduzido
um experimento em microplacas utilizando o sistema BIOLOG (GN
Microplate, Biolog Inc., Hayward, CA) o qual contém 95 fontes. Para isso,
foram testados 18 isolados bacterianos, que primeiramente foram cultivados
em meio BUGM (Biolog Universal Growth Medium) e incubados por 24 h a
28 °C. Apos, colbnias bacterianas foram transferidas, com auxilio de um
cotonete esterilizado, para solugdo salina esterilizada e ajustadas para
igualar ao padrao de turbidez do sistema GN Biolog. Aliquotas de 150 uL
das suspensdes de células bacterianas foram dispostas em cada pogo das
microplacas. A visualizagao da troca de cor, transparente para roxa, foi feita
apos 24 h a 28 °C. O perfil de utilizacdo das fontes de carbono de cada
isolado foi inserido na base de dados do Sistema Biolog e também foi
comparado a fontes utilizadas por estirpes de Xo (Vauterin et al., 1995). Os
dados foram analisados pelo programa NTSYS-pc versédo 2.0 (Rohlf, 1998).
Uma matriz binaria foi construida a partir dos dados obtidos com o uso das
diferentes fontes de carbono. Valores de um e zero foram atribuidos para
indicar a utilizagdo ou ndo de determinada fonte de carbono,

respectivamente. A matriz de similaridade foi construida utilizando o
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coeficiente de Dice e os agrupamentos feitos de acordo com o método

UPGMA (Unweight Group Method with Arithmetic Average).

3.3.6 Sensibilidade dos isolados a antibiéticos

No teste de sensibilidade por difusdo com disco, uma aliquota de 100
ML da suspensdo de células bacterianas de cada um 21 isolados de
Xanthomonas sp. em estudo foi espalhada sobre a superficie do meio de
cultura Mueller Hinton (estrato de carne, 2 g; caseina hidrolisada, 17,5 g;
amido, 1,5 g; &gar, 17 g), em placas de Petri. Em seguida, quatro discos de
papel (Laborclin), impregnados com antibiético, foram colocados,
assepticamente, sobre o meio. O ensaio foi realizado utilizando-se 11
antibioticos (ug.mL'1): clindamicina (2), cloranfenicol (30), eritromicina (15),
estreptomicina (10), norfloxacin (10), novobiocina (5), oxacilina (1),
rifampicina (5), sulfonamida (300), tetraciclina (30) e vancomicina (30). A
sensibilidade do isolado bacteriano ao antibiotico teste foi avaliada apos 24
horas de incubacdao a 28 C°, determinando-se o didametro do halo de
inibicdo. Foi considerado sensivel ao antibiético o isolado que apresentou a
formagao de um halo de inibicdo maior que 8 mm (Wilson & Power, 1989).

Quatro repeticdes por tratamento foram utilizadas.

3.3.7 Reacgao de hipersensibilidade em tabaco e tomateiro

Os isolados bacterianos de Xanthomonas sp. foram inoculados em
folhas de tomate (Solanum lycopersicum) e tabaco (Nicotiana tabacum).
Inicialmente foram preparadas suspensbes de células bacterianas (x 10°

UFC.mL™") a partir de colénia em desenvolvimento ativo (fase log), com até
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48 h de desenvolvimento. A suspensao de células bacterianas foi infiltrada
no mesofilo com uma seringa hipodérmica com agulha, até aparecer 1-2 cm
de area infiltrada, e a presenca de colapso e morte do tecido verificada apds
24 h (Romeiro, 1995; Sigee, 1993). O experimento foi realizado utilizando

trés repeticoes.

3.3.8 Teste de patogenicidade em plantas de arroz

Suspensdes de células dos 21 isolados de Xanthomonas sp. foram
inoculadas em plantas de arroz da cultivar IRGA 410 com 6-8 semanas de
idade. Os isolados foram incubados em meio NA a 28 °C por 48 h e as
concentragcdes das suspensdes de células bacterianas foram padronizadas
através de leitura da absorbancia em espectrofotémetro para a obtencao de
aproximadamente 10® UFC.mL™".

As plantas foram inoculadas através do corte das folhas com tesoura
previamente imersa em suspensao bacteriana (Akhtar, et al., 2008) e com
pequenas picadas de agulhas com crescimento bacteriano (Xie & Mew,
1998). A testemunha constou de plantas inoculadas com agua destilada
esterilizada. Controles positivos nao foram utilizados devido ao impedimento
legal por serem pragas quarentenarias. Como controle negativos foram
utilizados X. campestris pv. campestris e Ralstonia solanacearum. Apos a
inoculagao, as plantas foram mantidas em camara umida com saco plastico
transparente por 48 h. A verificagcdo da presenca de sintomas foi feita 14
dias apds a inoculagdo. O experimento foi realizado utilizando trés

repeticoes.
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3.3.9 Deteccao de Xo por gPCR

Apds a extragao por lise alcalina (De Boer & Ward, 1995), o DNA dos
21 isolados bacterianos, colénias amarelas, positivos no ELISA (Agdia, BRA
85000) foram submetidos a gqPCR utilizando os oligonucleotideos PF: 5'-
GAATATCAGCATCGGCAACAG-3' e PR: 5-TACCGGAGCTGCGCGTT-3'
(Zhao et al, 2007) e a sonda de hidrélise XRS -VIC5-
CATCGCCTGCTTGGCTACCAGC-3-MGB para a deteccao de Xo. As
condi¢cdes foram as mesmas do item 3.1.4. O DNA genémico de Xoo e Xoc

foi utilizado como controles positivos.

3.3.10 Deteccao de Xoo e Xoc por PCR multiplex

O DNA dos 21 isolados de Xanthomonas sp. foi submetido a
amplificagbes por PCR multiplex com oligonucleotideos iniciadores para Xoo
e Xoc (Tabela 4), conforme Lang et al. (2010).

TABELA 4. Oligonucleotideos iniciadores da PCR multiplex especificos
para Xoo e Xoc. Porto Alegre, RS, 2014.

Oligonucleotideos . o Produto
giniciadores Sequéncias (5'- 3') (pb)
X0 Xo03756F CATCGTTAGGACTGCCAGAAG 331
X03756R GTGAGAACCACCGCCATCT
X00 Xo0080F GCCGCTAGGAATGAGCAAT 162
Xo0080R GCGTCCTCGTCTAAGCGATA
Xoc3866F ATCTCCCAGCATGTTGATCG 691
Xoc Xoc3866R GCGTTCAATCTCCTCCATGT
Xoc3864F GTGCGTGAAAATGTCGGTTA 945
Xoc3864R GGGATGGATGAATACGGATG

Xo: Xanthomonas oryzae; Xoo: X. oryzae pv. oryzae; Xoc: X. oryzae pv. oryzicola



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de qPCR para detec¢ao de Xo

A anadlise em gel de agarose dos produtos da PCR com os
oligonucleotideos iniciadores PF e PR indicou a presenga de um unico produto
de amplificacdo (152 pb), presente apenas nas estirpes bacterianas de
Xanthomonas analisadas, confirmando que os oligos propostos por Zhao et al.
(2007) sao especificos para Xanthomonas spp.

O sinal de fluorescéncia com a sonda XRS ocorreu apenas com o DNA
das estirpes de Xoo e Xoc. Apesar da sonda XRS ter sido desenhada baseada
na sequéncia génica de Xoc, com apenas um nucleotideo diferente, esta nao
foi capaz de diferenciar os dois patovares, mesmo quando testados em
diferentes temperaturas de anelamento (60-72 °C). Estes resultados sugerem
que a sonda XRS tem especificidade apenas em nivel de espécie, sendo capaz
discriminar Xo das outras espécies de xantomonas saprofiticas associadas a
sementes de arroz e de outras espécies de bactérias (Figura 1).

Na analise da qPCR foi observado que a eficiéncia de amplificagdo da
reagdo com a sonda XRS, obtida a partir da curva de calibragcdo com os
padroes de DNA, foi de 93% e com valor da pendente de -3,498 (Figura 3), o
que indica que a cada ciclo o produto de amplificacdo vem sendo duplicado.

Estes valores encontram-se dentro do intervalo aceitavel de -3,1 a -3,6, com
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eficiéncia de 90-110%, que é considerado um limite toleravel para a eficiéncia
de amplificagédo de oligonucleotideos iniciadores (Raymaekers et al., 2009).

A eficiéncia calculada pelo método da curva-padrdo assume que
eficiéncias de amplificacdo entre os padroes de quantificagdo e amostras
desconhecidas testadas sejam as mesmas, ou seja, os oligonucleotideos
amplificam o fragmento esperado de DNA com a mesma eficiéncia para as
diluicées de DNA conhecidas e amostras com concentra¢des variaveis. Essa
eficiéncia de amplificagdo mostra o quao sensivel serdo os oligonucleotideos
para detectar a sequéncia-alvo na PCR (Applied Biosystems, 2008).

O coeficiente de correlacéo (r?) da curva-padréo foi de 0,997, indicando
relacdo linear entre o valor de Cr e a quantidade de DNA dos padrbes que

variaram de 300 a 0,003 ng.uL™". O coeficiente de correlacéo (%) >0,99 indica o
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FIGURA 1. Especificidade da sonda XRS, com DNA de Xoo 620 (Xanthomonas
oryzae pv. oryzae), Xoo 644 (X. oryzae pv. oryzae), Xoc 005 (X.
oryzae pv. oryzicola), Pectobacterium brasiliensis, X. campestris
pv. campestris. Porto Alegre, RS, 2014.
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nivel de confiabilidade para a correlacdo dos valores de Ct e da concentracao
de DNA (Applied Biosystems, 2008) (Figura 2).

A quantidade de DNA presente nos padrbes corresponde ao numero de
células bacterianas, baseando-se no tamanho do genoma de Xo. O limite de
deteccdo com a sonda XRS foi de 30 fg/uL de DNA, correspondendo a seis
células, em um Ct médio de 35,93; ndo houve amplificagdo abaixo desse limite.
A precisao dos dados de qPCR entre as trés replicatas, variando de 0,11 a
0,30, onde maiores desvios foram verificados em amostras com menor ndmero
de células bacterianas, quase no limite de detecgéo (Tabela 5).

O alinhamento da sequéncia de parte do gene receptor de siderdforo da
estirpe de Xoc0005 com as de outras estirpes de Xoo do Genbank nao indicou
a mutagdo no nucleotideo 94, presente apenas na posicao 69 (Figura 4).
Quando se verifica o alinhamento da sequéncia deste gene da estirpe Xoc005
com as de outras estirpes de Xoo, verifica-se também mutagcao na posi¢cao 100

(Figura 3).

36
y =-3,4996x + 24,494

31 R? =0,9974
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FIGURA 2. Curva de calibracdo da concentracdo de DNA (ng.uL") de
Xathomonas oryzae pv. oryzicola em relagao ao ciclo threshold
(Ct). Porto Alegre, RS, 2014.
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O alinhamento da sequéncia de parte do gene receptor de siderdforo da
estirpe de Xoc0005 com as de outras estirpes de Xoo do Genbank indicou a
mutacao no nucleotideo 94, presente apenas na posigao 69 (Figura 4). Quando
se verifica o alinhamento da sequéncia deste gene da estirpe Xoc005 com as
de outras estirpes de Xoo, verifica-se também mutagéo na posi¢cao 100 (Figura
3).

Esses resultados estdo de acordo com estudos que tém demonstrado
uma variabilidade genética entre as populacdes de Xoo e Xoc de diferentes
paises (Nifo-Liu et al., 2006). A variabilidade intraespecifica e a proximidade
genética entre os dois patovares resultam, com frequéncia, em problemas de
identificacdo e diferenciacdo dos patovares de Xo. A variabilidade
intraespecifica dessas bactérias tem sido analisada utilizando diferentes
classes de marcadores moleculares, tais como RFLP, rep-PCR, FAFLP, PCR,
RAPD e microarranjos (George et al., 1997; Adhikari et al., 1999; Gonzalez et

al., 2006; Lan Fang et al., 2009; Xin Jian et al., 2009).

TABELA 5. Quantidade de DNA dos padrdes de Xanthomonas oryzae pv.
oryzicola empregados na curva de calibragcdo e numero de células
detectadas em qPCR. Porto Alegre, RS, 2014.

Concentracao de Crt Desvio
p Crmédio _ Numero de células
DNA (ng.uL™) padrao

300 15,76 0,19 57142857
3 22,93 0,11 571429
0,3 26.06 0,22 57143
0,03 30,36 0,21 5714
0,003 33,02 0,22 571
0,0003 34,08 0,27 57

0,00003 35,93 0,30 6
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A distingcdo entre os dois patovares é extremamente importante para
evitar reagdes cruzadas. No entanto, no caso do Brasil e em paises onde essas
bactérias sao quarentenarias, a detecgao da espécie Xo, sem a discriminacao
dos patovares, é aceitavel, visto que os dois patovares sdo considerados
pragas quarentenarias ausentes no pais. Varios ensaios ja foram realizados
para a deteccdo e identificacdo de fitopatdogenos intimamente relacionados
filogeneticamente utilizando sondas de hidrélise para diferencia-los em nivel de
espécie (Bach et al., 2003, Zijlstra & Van Hoof, 2006; Cullen et al., 2007;
Arzanlou et al., 2007). No entanto, até o momento, ndo foi possivel separar os
patovares de Xo com a técnica de qPCR por sonda de hidrélise. No presente
trabalho e no realizado por Cho et al. (2011), isolados de Xoo e Xoc testados
com a sonda desenvolvida por Zhao et al. (2007) n&o foram discriminados.

Para a amostra de sementes de arroz inoculada com Xoo foi observado
que utilizando a extragao direta das sementes com a técnica da qPCR com a
sonda XRS desenvolvida, a sensibilidade foi de 4x10?> UFC.mL™". Esse valor foi
bem inferior ao encontrado por Zhao et al.(2007), o qual com uma sonda de
hidrolise para deteccdo de Xoo, usando a suspensdo direta de sementes,
encontraram um limite de detecgdo de 1,9x10’ UFC.mL-". Isso mostra que o
método de gPCR aliado ao método de processamento das amostras de
sementes proposto por Vera Cruz e colaboradores (2012) foi eficiente na
deteccdo de Xo em sementes de arroz, podendo ser recomendado para as

analises de rotina de laboratérios de diagnostico fitossanitario.
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Xanthomonas oryzae pv. oryzae PXO99A, genoma completo

Xoc0005 1 GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG 60

FErrrrrrrr e e e e e e e
GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG

Xoc0005 61 GTGCCGCGCGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT 119

FEErrrrr rrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e
GTGCCGCGTGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT

Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331, genoma completo

Xoc005 1 GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG 60
FErrrerrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e
GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG

Xoc005 61 GTGCCGCGCGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT 119

Frerrerr rerrrrrrr et e e e e e e e e e
GTGCCGCGTGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, gene receptor de sideréforos

Xoc0005 1 GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG 60
FEEEEErrrr e e et e e e e e e e e e e e
GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG

Xoc0005 61 GTGCCGCGCGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT 119

FEErrrrrrrrrrrrrrrrer e et P e e
GTGCCGCGCGATATCGATGTGCATCGCCTGCTTGGCTATCAGCCGTGGGCACGTCCGGT

Xanthomonas oryzae pv. oryzicola BLS256, genoma completo

Xoc0005 1 GAATATCAGCATCGGCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG 60

Frrrrrrrrrrrrr rerrrrrrrerrrrrrr e e e e e e e
GAATATCAGCATCGTCAACAGCGCTCGGTGCCGGGCTATCAACTGCTGGGTGGCACGCAG

Xoc0005 61 GTGCCGCGCGATATCGATGTGCATCGCCTGCTCGGCTACCAGCCGTGGGCACGTCCGGT 119
fFrerrerrrrerrrerrrrerrrerrr e e rrr et e e
GTGCCGCGEGATATCGATGTGCATCGCCTGCTTGGCTATCAGCCGTGGGCACGTCCGGT

FIGURA 3. Alinhamento de sequéncias do gene receptor de sideréforos da

estirpe X. oryzae pv. oryzicola (0005) com outras estirpes de X.
oryzae pv. oryzae e X. 0. pv. oryzicola. Porto Alegre, RS, 2014.

O teste de 162 amostras de sementes nacionais e 306 importadas das
safras 2009, 2010 e 2011, com gPCR, ndo indicou a presenga dos dois
patovares. Também a analise de 153 isolados do género Xanthomonas
oriundos de 148 amostras da safra 2009 utilizando a PCR multiplex ndo indicou
amplificagdo do DNA de nenhum dos isolados. O levantamento realizado neste

trabalho n&o indicou a presencga de Xoo e Xoc, sugerindo que os patégenos
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nao estdao presentes nas lavouras analisadas. Contudo futuras pesquisas,
incluindo um numero maior de amostras de sementes de arroz da regido de
fronteira, devem ser realizadas a fim de certificar que Xoo e Xoc mantém o
status de praga quarentenaria ausente no Brasil.

A gPCR desenvolvida mostrou eficiéncia em detectar Xo e distingui-la
de outros isolados de Xanthomonas sp. associados a sementes, sendo isso de
grande importancia em programas de certificagdo e de quarentena,
principalmente devido a populagdes latentes poderem levar a sérias epidemias
em condicbes favoraveis e também para evitar a possibilidade de reacdes
cruzadas. Embora a sonda XRS possibilite a deteccao dos patovares de Xo
sem distingui-los, esta poderd ser usada em estudos epidemioldgicos, em
certificacdo de sementes e inspeg¢ao quarentenaria, com os objetivos de melhor
atender a legislacao fitossanitaria em vigor, pois ambas sdo quarentenarias
para o Brasil. Além disso, este método mostra-se viavel tanto economicamente
quanto pelo tempo, favorecendo o rapido monitoramento de Xoo e Xoc nas

sementes de lotes comerciais em laboratoérios de diagnéstico fitossanitario.

4.2 Caracterizagao de isolados bacterianos obtidos de sementes de

arroz positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000) para Xoo

4.2.1 Teste de KOH 3%

Os 21 isolados positivos no ELISA utilizando o antissoro para Xoo
apresentaram no teste de KOH 3% formacao de fio viscoso pendente, sendo
assim considerados Gram-negativos, além disso, também mostraram-se

negativos no teste de oxidase.
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4.2.2. Producao do pigmento xantomonadina

Em relagéo a produgao do pigmento xantomonadina caracteristico para
0 género Xanthomonas, todos os 21 isolados apresentaram curva tipica com
trés picos de absorvancia (420, 440, 460 nm) (Figura 4). O teste para
identificacdo do pigmento xantomonadina € essencial para o inicio da
caracterizagao de isolados do género Xanthomonas (Halfeld-Vieira et al., 2001;
El Tassa & Duarte, 2002), uma vez que dentre as bactérias fitopatogénicas
apenas as desse género sao capazes de produzir esse pigmento (Garrity et al.,
2004). Embora este teste seja confiavel, de facil execugdo e de baixo custo,

algumas linhagens podem nao apresentar a pigmentagao (Garrity, 2005).
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FIGURA 4. Curva tipica com picos em 420, 440 e 460 nm, que representa a
presenca do pigmento xantomonadina em isolados bacterianos.
Porto Alegre, RS, 2014.
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4.2.3 PCR para Xanthomonas

Para confirmagdo da identidade dos isolados de Xanthomonas sp. foi
realizada a PCR com oligonucleotideos iniciadores universais baseados na
regidao rDNA 16S, com todos os isolados que apresentaram resultado positivo
para o teste de xantomonadina. Observou-se que 18 isolados tiveram
amplificacdo do seu DNA, apresentando um produto de tamanho de 1518 pb,
similar ao isolado de X. axonopodis pv. citri utilizado como controle positivo (Fig
5). Apenas os isolados EL5009, EL6008 e ET3017 nao apresentaram
amplificagdo do fragmento esperado. Deste modo, os 21 isolados foram
confirmados como pertencentes ao género Xanthomonas, baseados na

producao de xantomonadina e amplificagdo da regidao rDNA 16S.

FIGURA 5. Perfil eletroforético da PCR com os oligonucleotideos iniciadores
16F27 e 16R1525 com tamanho de 1518 pb. (M) marcador, (C-)
agua, (C+) controle positivo com Xanthomonas axonopodis pv.
citri, (1-6) isolados positivos no ELISA para Xoo oriundos de
sementes de arroz. Porto Alegre, RS, 2014.
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4.2.4 Crescimento em meio Waquimoto Modificado

Os isolados ET3005 e 13I10L01 nao foram capazes de se desenvolver
no meio Waquimoto modificado, os demais isolados cresceram normalmente
num periodo de até 48 h. Apesar deste meio ser desenvolvido para o
isolamento de Xo, ele ndo inibe o crescimento de outras Xanthomonas, sendo
assim este método deve ser somente utilizado para rastrear e ndo como um
meétodo definitivo na detecgdo dos patovares de Xo, pois pode permitir a
obtencado de resultados falso-positivos. Meios semi-seletivos constituem uma
ferramenta importante para a detecgdo de um determinado patégeno, uma vez
que favorecem o crescimento do patégeno-alvo e a inibigdo do crescimento dos
contaminantes (McGuire et al., 1986). Sabe-se que ambas as bactérias Xoo e
Xoc crescem lentamente sobre os meios de isolamento e que bactérias
relacionadas a bactéria-alvo com o crescimento rapido, podem impedir o
desenvolvimento das espécies de interesse, mascarando os resultados (Lee et
al., 2009). Muitas vezes, os contaminantes sao de cor amarela, como Pantoea
agglomerans e Xanthomonas saprdfitas, dificultando as observagbes das
colbénias dos organismos-alvo e, além disso, sdo visualmente indistinguiveis em
forma, crescimento, e cor das colénias de ambos os patovares de Xo
(OEPP/EPPO, 2007; Di et al., 1991). Porto outro lado, bactérias do género
Xanthomonas sao umas das mais relatadas como contaminantes de cultivos in

vitro (Duhem et al., 1988; Reed et al., 1998; Tanprasert & Reed, 1998).
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TABELA 6. Crescimento em meio seletivo Waquimoto modificado,
producao de xantomonadina e produtos da PCR e qPCR de
isolados bacterianos positivos no ELISA (Agdia, BRA
85000) para Xoo. Porto Alegre, RS, 2014.

Isolado Waquimoto Xant' PCR-Xant® PCR-Multiplex® ¢PCR*

1 EL5001 + + + - -
2 EL5005 + + + - -
3 EL5007 + + + - -
4 EL5008 + + + - -
5 EL5009 + + - - -
6 EL5010 + + + - -
7 EL5013 + + + - -
8 EL5016 + + + - -
9 EL5019 + + + - -
10 EL6001 + + + - -
11 EL6005 + + + - -
12 EL6007 + + + - -
13 EL6008 + + - - -
14 ET3005 - + + - -
15 ET3009 + + + - -
16 ET3017 + + - - -
17 ET4011 + + + - -
18 ET4012 + + + - -
19 ET4013 + + + - -
20 ET3021 + + - -
21 13I110L01 - + + - -

! Produgdo do pigmento xantomonadina. z Oligonucleotideos iniciadores universais para
espécies de Xanthomonas. 3 Multiplex com oligonucleotideos especificos para os patovares de
X. oryzae. * qPCR para Xo com a sonda de hidrolise XRS.

4.2.5 Sensibilidade dos isolados a antibiéticos

Dentre os antibidticos analisados, alguns apresentaram maior eficiéncia
na inibicdo, proporcionando halos de inibicdo superiores a 8 mm para a maioria
dos isolados. Os antibidticos rifampicina, tetraciclina e vancomicina inibiramo
crescimento de 95% dos isolados, enquanto cloranfenicol e novobiocina
inibiram. Dentre os demais antibioticos, apenas oxalicina nao foi capaz de inibir
o crescimento de nenhum dos isolados (Tabela 7). A variabilidade da
sensibilidade aos antibidticos pode ser observada, sendo que o isolado EL5008

foi sensivel a apenas trés dos 11 antibidticos testados, no entanto o isolado
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ET3005 apresentou sensibilidade a 10 antibidticos, sendo resistente apenas
contra oxalicina, isso mostra a existéncia de uma grande variabilidade dentro
da populacao de xantomonas saprofitas, para esta caracteristica.

Resultados semelhantes foram encontrados por Pereira et al. (2003),
onde observaram que espécies do género Xanthomonas também tiveram o
antibidtico cloranfenicol e tetraciclina como os mais efetivos no controle do
crescimento bacteriano mesmo em baixas concentragcdes. Isolados de
Xanthomonas sp. associados a sementes de arroz do Brasil, Uruguai e
Argentina demonstraram uma grande variabilidade na sensibilidade a
antibioticos, no entanto a maioria dos isolados foi sensivel aos antibidticos
cloranfenicol, norfloxacin e tetraciclina (Schimtz, 2011). Adicionalmente, o
crescimento de Xo foi inibido em meios de cultura suplementados com os
antibidticos tetraciclina e oxiciclina na concentracdao de 0,001% e com
cloranfenicol a 0,005% (Swings et al., 1990). Por outro lado, de acordo com
Khan et al. (2012), o antibidtico cloranfenicol (500 pg.mL") ndo inibiu o
crescimento de isolados Xoo oriundos do Paquistio.

Sendo assim, os antibidticos com maior espectro de agao contra os
isolados falso-positvos, sao candidatos a suplementarem meios de cultura
seletivos para o isolamento dos patovares de Xo. No entanto, ha a necessidade
de se obter um antibiograma com diferentes estirpes de Xo, para saber se tais
antibiéticos podem ser utilizados para evitar a contaminagdo do meio de cultura

pela maioria das xantomonas sapréfitas sem afetar o isolamento de Xoo e Xoc.
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TABELA 7. Sensibilidade de isolados bacterianos positivos no ELISA (Agdia,
BRA 85000) para Xoo a antibioticos, avaliados pelo método da
difusdo em meio Muller Hinton. Porto Alegre, RS, 2014

! Antibiético (Concentragio pg.mL™")

5

Isolados

Cli2
Nor
10
Sul
300
Van
30

Nl

EL 5001
EL 5005
EL 5007
EL 5008
EL 5009
EL 5010
EL 5013
EL 5016
EL 5019
EL 6001
EL 6005
EL 6007
EL 6008
ET 3005
ET 3009
ET 3017
ET 4011
ET 4012
ET 4013
ET 3021
13110L01

TOXAOANWIODONWIOOOODINONOO000X
DOV NDONDNDITNITNGN®nnn|Clo 30
DDOTDDDDDDNDNDNVNODNINDNI®N® | Eri15
WVOVWIOIVWHNWINWIOONONINIONIONOLNXDA Est10
DOV TNDNDNDNDNDNNDITNDITNWITN®DT
TOOODODNDOOOOONDTNDNDON MO Novs
DDV XOVNOVDAONDAONDAONDONNONDONOOONIOINXINA Oxal
DDLU OITINOONnnnnonow| Rif
DV ODXDDODODONODTNDINDINIONNITI®M
DOOODDODOONDNDOOLOOONNOITNnn| Tet 30
DODDDDDDDDDDDDDNDNDYITN®N®M

TCLI2- clindamicina, OXA1- oxacilina, RIF5- rifampicina, ERI5- eritromicina, CLO30- cloranfenicol,
SUL300- sulfonamida, TET30- tetraciclina, NOV5- novobiocina, NOR10- norfloxacin, VAN30-
vancomicina, EST10- estreptomicina. ® R: resistente (halo < 8,0 mm); S: sensivel (halo > 8,0 mm).

4.2.6 Utilizagao das fontes de carbono

Dentre as 95 fontes de carbono que fazem parte do sistema BIOLOG, 12
delas (sacarose, dextrina, manose, maltose, a D-glicose, celobiose, tween 40 e
tween 80, D-galactose, a D-lactose, lactulose, D-melibiose) destacaram-se por
serem metabolizadas por mais de 90% dos isolados positivos no ELISA, por
outro lado, outras 17 fontes (glicogénio, N-acetil-D-galactosamina, adonitol,
meso-eritritol, xilitol, acido p-hidroxifenilacético, acido itaconico, acido maldnico,

acido sebacico, L-fenilanina, acido I-piroglutdmico, D-serina, L-treonina, DL-
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carnitina, feniletilamina, putrescina, 2,3-butanodiol) ndo foram metabolizadas
por nenhum dos isolados. Os perfis metabdlicos dos isolados, encontrados na
base de dados do sistema Biolog n&o permitiram correspondéncia na
identificacdo dos isolados. Verniere et al. (1993) utilizando o sistema Biolog,
identificou corretamente em nivel de espécie apenas 6,8% de 148 cepas
fitopatogénicas de Xanthomonas campestris pv. citri originarias de 24 paises.
Esse fato se deve em muitos casos, ao numero reduzido de bactérias
fitopatogénicas resgistradas nos bancos de dados do sistema Biolog.

O uso de fontes de carbono permitiu observar uma ampla variabilidade
nos perfis metabdlicos dos isolados de Xanthomonas sp. positivos no ELISA.
No dendograma construido baseado no perfil metabdlico dos isolados,
observou-se a formagéo de trés grupos distintos com uma similaridade acima
de 70% (Figura 6). No entanto, ndo foi identificado correspondéncia dos perfis
metabdlicos dos isolados de acordo com a regido de origem e cultivares.

Comparando-se as médias para o uso das fontes de carbono entre os 18
isolados de Xanthomonas sp positivos no ELISA para Xoo testados com
isolados dos patovares de Xo (Vauterin et al., 1995), observa-se que nao
ocorreu correspondéncia para a maioria das fontes de carbono (Apéndice 1).
Apenas dextrina e maltose tiveram correspondéncia na utilizacdo entre os
isolados falso-positivos com os patovares de Xo. No entanto quando se
compara as fontes de carbono que foram incapazes de ser utilizadas pelos
isolados de Xanthomonas sp., observa-se que 16 das 17 fontes também nao
foram utilizadas pelos patovares de Xo. Na descricdo de estirpes de Xo por

Vauterin et al. (1995), D-glicose e D-melibiose ndo foram usados por nenhuma
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das estirpes, no entanto, 90% dos isolados falso-positivos foram capazes de
utiliza-las.

Dentre os isolados, oito deles foram capazes de utilizar a asparagina
como fonte de carbono. Ha relatos de isolados de Xanthomonas que séao
capazes de utilizar a asparagina (Vauterin et al., 1995; Trébaol et al., 2000;
Nowbuth et al., 2005; Shenge et al., 2005), o que pode explicar a capacidade
dos isolados EL5019, EL5013, EL5005, EL6005, EL6008, ET3017, ET3021 e

13110101 em utiliza-la como Unica fonte de carbono.

ELS019

ET4001
EL5001

—
4} ELS016

ET3017

| ET4013

EL5013
EL600S
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i EL600D8
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EL5005

ELS010
EL6001

EL5008
EL5007
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FIGURA 6. Dendograma de similaridade na utilizacdo de fontes de
carbono entre 18 isolados de Xanthomonas sp. de sementes
positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000) para Xoo. Porto
Alegre, RS, 2014.
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4.2.7 Reagao de hipersensibilidade e patogenicidade

Nos resultados dos testes de RH tanto para plantas de tabaco quanto de
tomateiro ndo foi observada nenhuma reacdo de hipersensibilidade incitada
pelos 21 isolados positivos no ELISA. Muitos dos isolados de Xanthomonas
spp. ndo induzem RH em plantas de tabaco mesmo em condi¢des normais de
inoculagao e incubacao (Lelliott & Stead 1987). No entanto, Shivalingaiah et al.
(2012) observaram o aparecimento de necrose nas folhas de plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum var. xanthi) 24 h apés estas serem infiltradas com uma
suspensdao de células de Xoo. Em outro trabalho, Jabeen et al. (2012),
testando 123 isolados de Xoo, observaram que 105 destes incitaram RH em
plantas de tabaco (Nicotiana rustica). Adicionalmente, plantas de arroz cultivar
IRGA 410, inoculadas com os 21 isolados de Xanthomonas sp., nao

demonstraram qualquer sintoma apds duas semanas.

4.2.8 PCR multiplex e qPCR

Os 21 isolados positivos no ELISA (Agdia, BRA 8500) para Xoo nao
apresentaram curva de amplificacdo na qPCR com a sonda XRS especifica
para a espécie, apenas 0 DNA dos isolados de Xoo e Xoc utilizados como
controle foram amplificados. Na PCR multiplex, realizada com
oligonucleotideos especificos para a deteccdo dos dois patovares de Xo, nao
houve amplificagdo dos fragmentos esperados por nenhum dos 21 isolados
(Figura 7). Esses mesmos oligonucleotideos iniciadores mostraram
especificidade por amplificar os fragmentos de 164 isolados de Xoo e 89 de

Xoc de diferentes regides (Lang et al., 2010). Os resultados obtidos neste
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M 1 2 3 45 6 7 8 9

FIGURA 7. Perfil eletroforético do produto da PCR multiplex com
oligonucleotideos iniciadores X0080 (162 pb), X03756 (331 pb),
Xoc 3866 (691) e Xoc 3864 (945 pb). (M) marcador, (1) agua,
(2) Xoo, (3) Xoc (4-9) Xanthomonas sp. Porto Alegre, RS, 2014.
estudo, assemelham-se aos encontrados por Lang et al. (2010), os autores
utilizaram este mesmo conjunto de oligonucleotideos para avaliar bactérias
amarelas incapazes de causar doencgas em plantas de arroz. A possibilidade
desses isolados serem Xo foi excluida e a existéncia de reagdes cruzadas com
outras Xanthomonas sp. no ELISA para Xoo confirmada.

Com base na interagdo dos resultados obtidos, verifica-se que as
técnicas moleculares, bioquimicas e Dbioldgicas utilizadas permitiram
claramente distinguir os 21 isolados de Xanthomonas sp. positivos no ELISA
(Agdia, BRA 85000) dos patovares de Xo. As técnicas moleculares
apresentaram ser mais satisfatérias para diferenciar Xanthomonas saprofitas
dos patovares de Xo, visto que os oligonucleotideos iniciadores especificos
para os patovares de Xo e a sonda XRS, ndo amplificaram com nenhum dos 21

isolados. Estes mesmos isolados nao foram capazes de incitar reagdo de

hipersensibilidade em plantas de tabaco e tomateiro e nenhum sintoma foi
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observado em plantas de arroz, independente do método de inoculagao
utilizado. Além disso, ndo houve correspondéncia para a utilizacdo das fontes
de carbono entre os isolados de Xanthomonas sp. e os patovares de Xo.

Essa pesquisa € importante para se conhecer a populagcdo de outras
Xanthomonas sp. associadas a sementes de arroz, uma vez que podem gerar
resultados falso-positivos. Estirpes bacterianas que foram isoladas de plantas
de arroz apresentando sintomas semelhantes ao crestamento bacteriano, no
Texas e na Louisiana, EUA, deram resultado positivo para Xo em testes
sorolégicos e de acidos graxos (Jones et al., 1989). Lang et al. (2010)
observaram que estas estirpes podem ser patovares de Xo, mas sao
claramente distintas das estirpes de Xoo e Xoc dos paises asiaticos e
africanos. O conhecimento da diversidade destes isolados oriundos de
sementes de arroz € um importante pré-requisito para o desenvolvimento de
métodos de deteccao, classificagdo taxondmica e estudos epidemioldgicos,
principalmente quando ha ocorréncia de diferentes espécies relacionadas no
mesmo hospedeiro, como € o caso desta pesquisa, evitando possiveis reacdes
cruzadas com Xoo e Xoc.

O destaque ocupado pela cultura do arroz no Brasil e o crescimento da
importacdo de sementes, aumenta a necessidade do controle rigoroso por
parte da defesa sanitaria vegetal. As condi¢cbes de clima temperado e tropical
do pais podem proporcionar ambiente favoravel para adaptacado dos patovares
de Xo no Brasil. Além disso, o 6rgao de fiscalizagcdo tem interceptado sementes
de arroz infectadas com essas bactérias, sendo que nos ultimos anos o Brasil
tem importado uma grande quantia de sementes de arroz da Argentina,

Uruguai, Estados Unidos e india. Embora Xoo e Xoc sejam endémicas na



53

india, os demais importam sementes de paises onde estas bactérias ocorrem.
Esses fatos demonstram a importancia da utilizacdo de um método especifico
que permita a realizagcdo das analises fitossanitarias que assegurem a
liberacdo do material vegetal livre desses patdégenos, como uma estratégia de

manejo em areas indenes.



5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos, nas condi¢des em que o estudo foi conduzido,

permitiram as seguintes conclusdes:

1

A sonda XRS desenhada a partir do gene receptor de sider6foros
apresenta especificidade e sensibilidade na detecgao de X. oryzae.

O método utilizado credencia-o para a detecgao de Xo em programas de
certificacao de sementes e inspecdes quarentenarias.

As sementes de arroz analisadas estdo livres de Xo.

O ELISA (Agdia, BRA 85000) nao deve ser utilizado isoladamente para
diagnosticar a presenca de Xoo em lotes de sementes de arroz.

Isolados de Xanthomonas falso-positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000)
para Xoo, apresentam perfis bioquimicos, biolégicos e moleculares
distintos de X. oryzae.

Populagdes de Xanthomonas sp. ndo patogénicas estdo associadas com

arroz interferem no diagndstico fitossanitario.
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7 APENDICE

APENDICE 1. Média da atividade metabdlica de 18 isolados positivos no ELISA (Agdia, BRA 85000) para
Xanthomonas oryzae pv. oryzae em 95 fontes de carbono. Porto Alegre, RS, 2014.

Isolados’
o ™M = 0 O I M~ ©O© ™ 1 © [=2) N~ - ~ ) s -
Fonte de Carbono S S 8 85 8 8 3 8 8 8 8 8 8 T S 2 Y g2 oy

0 HN 1B I 1BV BV B’ © © © ) © < %) < e ) %o %o X0

- e o o e | - P = = - -

1] w w w w w 1] 1] 1] 1] 1] w 1] w w w 2 1]
A2  o-Cyclodextrina + + - - - -+ - - - - I N N 33 0
A3 Dextrina + + + + o+ o+ + + + + + + + + + + 100 100
A4 Glycogénio - e T - - - - - - - 0 70
A5 Tween 40 + + + + o+ o+ + + + + + + + + + + + + 100 30
A6 Tween 80 + + + + o+ o+ + + + + + + + + + + + + 100 40
A7 N-Acetil-D- galactosamine - - - - - - - e e - - - - - - - 0 0
A8 N-Acetil-D-glucosamine + + o+ -+ o+ - + - + o+ - - + + + + - 67 40
A9  Adonitol - - - - - - - - - - - - - - - - - _ 0 0
A10 L-Arabinose + + o+ - -+ - -+ o+ 4+ - + - + + + + 67 20
A11  D-Arabitol + + - -+ o+ - -+ o+ 4+ - - - - - + + 50 0
A12 Celobiose + + + + o+ o+ + + + + + + + + + + + + 100 90
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| s e o e e e e N e [ = e

w W w w w w o w w w w w w w w L © w
B1  meso-Eritritol - . - - - - - - - 0 0
B2  D-Frutose - + -+ 4+ + + -+ o+ 4 + + - - - + + 67 100
B3 L-Fucose - -+ - - - - - - - - - - - + - - - 11 30
B4 D-Galactose + + + o+ o+ o+ O+ - + + o+ + + o+ + + + + 94 40
B5 Gentiobiose + + + + -+ o+ o+ -+ o+ + + o+ + + + + 89 70
B6 a-D-Glicose + + + + + + + + + + 0+ + + o+ + + + + 100 0
B7 meso-Inositol - + - -+ - - - -+ o+ - - - - - + + 33 0
B8 a-D-Lactose + + + + + + + + + o+ o+ + + o+ + + + - 94 0
B9 Lactulose + + + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ + + o+ + + + - 94 0
B10 Maltose + + + + + + + + + + 0+ + + o+ + + + + 100 100
B11 D-Manitol - + -+ o+ + o+ -+ o+ o+ + + - - - + + 67 0
B12 D-Manose + + + + o+ o+ + + + + + + + + + + + + 100 90
C1 D-Melibiose + + + + + + + + + + o+ + -+ + + + + 94 0
C2  B-Metil-D-glucosideo - T AT S T S R + + + + 61 0
C3  D-Psicose - + - - - -+ -+ o+ 4 + + - - - + - 44 90
C4 D-Raffinose + + o+ - -+ o+ o+ o+ o+ o+ + + - + + + + 83 0
C5 L-Rhamnose - T - - - - - - + 6 0
C6  D-Sorbitol - T e + + - - - - - 33 10
C7 Sacarose + + + + + o+ + + + + + + + + + + + + 100 70
C8  D-Trealose + + 0+ -+ + -+ + o+ 4 + -+ o+ + + + 83 100
C9 Turanose + - + o+ o+ - + o+ - - - + + o+ + + - - 61 40
C10 Xilitol - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0
C11  Metilpiruvato T S T S - - + + + + 78 100
C12 Succinato de Metila - - + - -+ + + - + - + + + + - 50 70
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® ™M ™ 0 O BV N © = 1 W O kN ™ N o &5 w—
Fonte de Carbono 2258285258885 5 E5 2328 .. o0

N b DL DOIDOIDODDODIDO® © ©@ b © % @& 3 22 & % YoX0

4 49 4 3 3 333 3 J4 4d4 J dF F F Sk

I 0L o oD WwWwwS W
D1 Acido acético e ) 0
D2 Acido cis-aconitico e e e < ) 10
D3 Acido citrico -+ - -+ 4+ - ..+ + o+ 139 10
D4 Acido Formico N & 0
D5 Acido D-Galacturénico lactona e & 0
D6 Acido D-Galacturénico + 4 - 4+ 4+ + - + - 4+ 4+ - - - - - + 4+ 55 0
D7 Acido D-Glucénico T e T T S S 0
D8 Acido D-Glucosaminico -+ - -+ 4+ - -+ 4+ 4+ - - - -+ 4+ + 50 0
D9 Acido D-Glucurénico o+ o+ - - - - 4+ o+ o+ o+ ..+ 4+ -+ o+ 861 0
D10  Acido a-Hidroxibutirico e T T & 10
D11 Acido B-Hidroxibutirico e T S 4 0
D12  Acido y-Hidroxibutirico - - - - - - .-+ . ... . - B 0
E1 Acido p-Hidroxifenilacético ) 0
E2 Acido Itacénico e 0
E3 Acido a-Ketobutirico - - - - - .. ...+ - - B 0
E4 Acido a-Ketoglutarico + -+ - - - -+ - - - - - + o+ o+ - - 33 100
E5 Acido a-Ketovalérico e ) 0
E6 Acido D,L-Lactico + 0+ + -+ o+ -+ o+ o+ o+ -+ .+ o+ o+ T2 70
E7 Acido Malénico ) 0
E8 Acido Propiénico - ..o oo+ o2 8 10
E9 Acido Quinico -+ - -+ - o+ o+ o+ ..o+ o+ o+ a4 0
E10  Acido D-Sacarico T 0
E11  Acido Sebacico ) 0
E12  Acido Succinico T T S S S T e T -1 90
F1 Acido Bromosuccinico + + + -+ + -+ - 4+ 4+ o+ + + + - + + 78 70
F2 Acido Succinamico T 30
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Isolados’
O ™M = 0 O 1 N~ © 0 © (<2} N~ - N~ %) s -
Fonte de Carbono S 5 S8 8 5 88 3 8 8 8 8 8 8 5 5 2 9 g2 oy

D B B B B BV B WV © © © v © ¥ O F I O %o %Xo

4 J 4 J 4 J 4 J a 3 a4 Jd4 44 F O F S

W oW owwww oW w ow o w oW oW oW w w9 w
F3 Glucuronamida e . - - + - - - _ N ¥ - 17 0
F4 Alaninamida + - - - - - 4 - - + + - + + + + - 50 60
F5 D-Alanina S S + o+ - - - + + 28 60
F6 L-Alanina + + + - -+ o+ - - + + - + + + + + 67 60
F7 L-Alanil glicina S e - + + - - + + + + + 50 50
F8 L-Asparagina I e - + + - - - + - + + 44 0
F9 Acido L-aspartico e e e S Y 4 0
F10 Acido L-Glutamico + O+ o+ -+ o+ -+ -+ -+ o+ o+ o+ o+ 72 80
F11 Acido Glicil-L-aspartico e T - - - -+ o+ 33 10
F12 Acido Glicil-L-glutamico + - - -+ + - -+ 4+ 4+ - -+ 4+ + + + 61 80
G1 L-Histidina -+ - - -+ - -+ + + - + - - - + + 44 0
G2 Hidroxi-L-prolina + + - - - -+ - - - - - + + + - - 33 0
G3 L-Leucina - - - - - . - - - - - + o+ . . 11 0
G4 L-Ornitina R T - + - + - - + + - + - 39 0
G5 L- Fenil alanine e - - - - - - - - - 0 0
G6 L-Prolina + + - - -+ - -+ + + - - + - + + 56 0
G7 Acido I- Piroglutamico - - - - ... oo 0
G8 D-Serina S T T - - - - - - - - - 0 0
G9 L-Serina + + - - -+ - - + + + - - + + + + + 61 0
G10 L-Treonina S - - - - - + - - - 6 0
G11 DL-Carnitina T - - - - - - - - - 0 0
G12  Acido y-Amino butirico ) 0
H1 Acido Urocanico -+ - - - - - - ¥ - 4+ - - '+ - - + ¥ 33 10
H2 Inosina -+ - -+ - - -+ - + - - - - - + + 33 0
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Isolados
o M = 0 O VB M © v W O ©~ ™ ©N~ ) S -
Fonte de Carbono S 588358383538 8 8 8 8 8 5 35 2 8 g1 gy
H ©® L L L DO Lo 6 © © w o v o % 2 o %o Yo X0O
| i e S R S s e e e e - -
w U Wwwwwwowow w o w w w w w 9 1]
H3 Uridina - - -+ o+ -+ - - - + - - - - - - + 28 0
H4 Timidina - - -+ o+ -+ -+ - + - - - - - + + 39 0
H5 Fenil etilamina - - - e e e e - - - - - - - 0 0
H6 Putrescina - - - - - - - oo oo oo e - - - 0 0
H7 2-Aminoetanol - - - - - .- - - - - - + + - . 11 0
H8 2,3-Butanediol - - - - - - .. - - - - - - - - - - 0 0
H9 Glicerol + + - o+ + o+ o+ -+ + + + - + + + + + 83 0
H10 DL-a-Glicerolfosfato - L - - + - - - - - + + 33 0
H11 Glicose 1-fosfato - + - -+ o+ - - - + o+ - - - - - + + 39 0
H12  Glicose 6-fosfato - + - -+ o+ - - -+ o+ -+ - - + + 44 0

" Porcentagem de isolados positivos.  Porcentagem de isolados de Xanthmonas oryzae pv oryzae e X. oryzae pv oryzicola positivos
(Vauterin, et al. , 1995).
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