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RESUMO

A propagacdo de fitopatdgenos que provocam doencas de complexo controle, como a
podriddo mole, impactam negativamente o mercado de hortalicas. Uma das principais causas
dessa doenca sdo espécies do género Pectobacterium, como a P. carotovorum e a P.
brasiliense. Essas bactérias Gram negativas infectam diversos vegetais popularmente
consumidos e tém impacto econdémico relevante no Brasil. Dessarte, o presente estudo visou
caracterizar e isolar cepas de P. carotovorum, para, em estudos subsequentes, avaliar o
potencial de utilizacdo de bacteri6fagos no controle desse fitopatdgeno. A primeira etapa do
isolamento envolveu a coleta de hortalicas doentes e a inoculagdo em pimentdes com material
obtido dos tecidos lesionados. A maceracdo dos tecidos de pimentdo, em um periodo de 24
a 48 horas apds a inoculacdo, é compativel com infeccdo por Pectobacterium. Nos casos de
resultado positivo, realizamos o isolamento da cepa bacteriana utilizando meio de cultura
CVP-S2 modificado. As colbnias que se multiplicaram nesse meio e apresentaram
caracteristicas tipicas de Pectobacterium foram semeadas em meio agar MacConkey.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a analise microscopica apos a coloragéo pelo
método de Gram. Duas cepas foram selecionadas e identificadas como CVP-1 e CVP-2. O
DNA dessas cepas foi extraido, o gene 16S sintetizado pela PCR, e os dois amplicons
sequenciados pelo método de interrupcdo de cadeia. As sequéncias foram analisadas usando
a plataforma Blast nucleotide. Os resultados indicaram que ambas as bactérias isoladas
pertencem ao género Pectobacterium e possuem alta similaridade com sequéncias do gene

16S de cepas da espécie P. brasiliense.
Palavras-chave: P. brasiliense. Cristal Violeta Pectato - CVP. Fitopatdgenos
ABSTRACT

The dissemination of phytopathogens that cause diseases of complex control, such as soft rot,
have a negative impact on the crop market. One of the main causes of this disease are species
of Pectobacterium genus, such as P. carotovorum and P. brasiliense. These Gram-negative
bacteria infect several popularly consumed vegetables and have a relevant economic impact
in Brazil. Therefore, the present study aims to characterize and isolate P. carotovorum strains,
in order to, in subsequent studies, evaluate the potential of using bacteriophages to control
this phytopathogen. The first isolation step involved collecting diseased vegetables and

inoculating peppers with material obtained from injured tissues. The maceration of sweet
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pepper tissues, within 24 to 48 hours after inoculation, is compatible with Pectobacterium
infection. In cases of positive result, we performed the isolation of the bacterial strain using
modified CVP-S2 culture medium. Colonies that multiplied on this medium and showed typical
Pectobacterium characteristics were Inoculated in Petri plates with MacConkey agar.
Subsequently, the samples were submitted to microscopic analysis by the Gram method. Two
strains were selected and identified as CVP-1 and CVP-2. The DNA of these strains was
extracted, the 16S gene was synthesized by PCR, and the two amplicons were sequenced by
the chain interruption method. The sequences were analyzed using the Blast nucleotide
platform. The results indicated that both bacteria isolated belong to the genus Pectobacterium

and have high similarity with sequences of the 16S gene of strains of the species P. brasiliense.

Keywords: P. brasiliense. Crystal Violet Pectate - CVP. Phytopathogens
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1. INTRODUCAO

Plantas sdo comumente atacadas por fitopatogénicos, fungos, nematoides e bactérias,
gue alteram suas estruturas e tecidos vegetais e que dependendo das doencas ocasionam a
morte. Perdas devido aos fitopatégenos atingirem cerca de 45% do que € produzido

mundialmente, causando prejuizos de centenas de bilhGes de dolares (FAO, 2019).

A podriddo mole € uma das principais causas de perdas de alimentos durante o plantio
e a comercializacdo de hortalicas. O agente causador dessa doenca sdo geralmente
organismos pectinoliticos, ou seja, capazes de produzir enzimas que degradam o principal
composto das plantas, a pectina. Isso leva a maceracado dos tecidos vegetais, deixando
manchas enegrecidas e que rapidamente levam ao apodrecimento completo. Os vegetais
mais afetados incluem batata, cenoura, tomate, mandioca e pimentdo (CHAHRAZADE et al.,
2020).

Dentre os varios microrganismos capazes de causar a podriddo mole destaca-se a P.
carotovorum, espécie bacteriana mais frequentemente encontrada em isolados de hortalicas
acometidas por essa doenca. O desenvolvimento da doenca é afetado por diversos fatores,
tais como as condic¢des climaticas e o tipo de solo. A contaminacéo pela bactéria pode ocorrer
desde a etapa do plantio até o manuseio pos-colheita (CZAJKOWSKI et al., 2011). O controle
de fitopatégenos com antibioticos é considerado altamente problemético devido ao alto custo,
aos riscos ambientais e a selecdo de cepas resistentes. Na verdade, o aparecimento de cepas
de P. carotovorum altamente resistentes a antibidticos ja dificulta o controle destes
fitopatdgeno (MARTINS et al., 2018).

Tendo em vista essas circunstancias, a busca por métodos alternativos para o controle
de Pectobacterium spp. desperta grande interesse na comunidade cientifica. Os
bacteriéfagos, virus que infectam procariontes, oferecem um grande potencial de serem
utilizados no controle deste fitopatdgeno (GARCIA et al., 2008; LIM et al.,2013).

De acordo com a literatura (CZAJKOWSKI et al., 2011), as infec¢Bes de hortalicas
ocasionadas por P. carotovorum, geralmente acontecem com a contaminac¢do dos solos das
lavouras onde sé&o cultivados esses tubérculos, frutos e raizes tuberosas, assim como na agua
utilizada para lavar depois da colheita, disseminados por insetos e até mesmo durante chuvas,
durante periodos mais quentes que estimulam a proliferacdo da bactéria. A forma mais comum
de contagio € no manejo p6s-colheita, durante o transporte, armazenagem e comercializacao.
Lesdes que ocorrem nestas etapas podem servir como porta de entrada do patdégeno
facilitando a sua transmisséao (SINGH; SHARMA, 2018).

Entretanto, as hortalicas podem ser contaminadas por diversos agentes etioldgicos, e

gue por vezes os sintomas podem ser similares aos gerados pela P. carotovorum. Por isso,



XVIII Jornada de Iniciagao Cientifica - 2022

somente a andlise dos sintomas nao é suficiente para se identificar a causa da podriddo mole

e para o implemento de medidas de controle dessa doenca (CHAHRAZADE et al., 2020).

Destarte, o estudo propds avaliar algumas espécies de hortalicas amplamente
consumidas visando a identificacéo e o isolamento de cepas de P. carotovorum de importancia
econdmica e de dificil controle. As cepas de P. carotovorum isoladas neste estudo serdo
incorporadas a colecao de cepas do laboratério de Biologia Molecular da UPM e seréo usadas,
em estudo subsequente, para a triagem de bacteriéfagos com potencial de uso no controle de

P. carotovorum.
2. REFERENCIAL TEORICO

As plantas como todos os seres vivos da biosfera sofrem ataques e infec¢des de
microrganismos patogénicos, como fungos e bactérias, ocasionando doencas de grande
impacto econdmico e social (FAO, 2019). No caso das hortalicas elas sdo geralmente
acometidas de uma doenca muito comum, denominada, podriddo mole, que destréi a
integridade dos tecidos vegetais devido a degradacdo da pectina presente nas paredes
celulares (CHARKOWSKI, 2015).

Na maioria dos casos, a podriddo mole tem como microrganismos causador, bactérias
pectioliticas dos géneros Pectobacterium e Dickeya. No caso das Pectobacterium, todas as
espécies conseguem infectar uma grande variedade de hortalicas, como, batatas, cenouras,
pimentas, tomates, couve-flor e, levando-as a putrefacdo de seus tecidos e sua inutilizacéo
para consumo (MANSFIELD et al., 2012). Apesar disso, outros microrganismos como fungos
e outras fitobactérias Gram negativas e Gram positivas, podem causar a podriddo mole em
vegetais, 0 que pode dificultar a identificacdo somente pelos sintomas da doenca (DUAN et
al., 2013).

Contudo, o organismo que geralmente esti associado a essas contaminacdes é a P.
carotovorum, sendo antigamente denominada de Erwinia carotovora (WASANA et al., 2019).
A presenca da fitobactéria P. carotovorum foi descrita em estudos, por ser a causa principal
de podriddo mole em uma grande diversidade de hortalicas e outras plantas cultivaveis, por
todo mundo (ZACZEK-MOCZYDLOWSKA et al., 2019). A P. carotovorum pertence a familia
Enterobacteriaceae que contém muitos géneros e espécies bacterianas de suma importancia
a humanidade, sdo microrganismos Gram negativos, ndo formam enddésporo, capazes de
sobreviver em meios que tenham ou ndo a presenca de moléculas de oxigénio, sendo assim,
anaerdbios facultativos, tem formato de bastonetes retos e se locomovem por meio de flagelos
(BRENNER; FARMER, 2015).

E comum utilizar-se de meios de cultura que contenham acucares para identifica-las,

uma vez que produzem enzimas que degradam moléculas mais complexas em mais simples,
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0 que permite a diferenciacdo das espécies (MUTURI et al., 2019). Cepas de P. carotovorum
podem ser identificadas utilizando-se o meio cristal violeta pectato (CVP), que permite o
crescimento apenas de organismos pectioliticos gerando colénias com aparéncia de “vidro
quebrado” (DOS SANTOS et al., 2020; HYMAN; TOTH; PEROMBELON, 2002). Contudo esse

aspecto pode ser inibido por microrganismos saprotréficos (TUMELERO, 2003).

Outra estratégia para se determinar esse género de fitobactérias é por reacdes
bioguimicas, a mais utilizada é de catalase, com resultado positivo (HYMAN; TOTH;
PEROMBELON, 2002) e ensaios biomoleculares capazes identificar marcadores filogenéticos
importantes em determinados genes (PATEL et al., 2017; ALINEJAD et al.,, 2020). O
sequenciamento da regido 16S do rRNA sado frequentemente utilizados para tal finalidade,
através do método de sequenciamento por interrupcdo de cadeia (TUMELERO, 2003;
WALKER; LORSCH, 2013).

A principal distingcdo e caracteristica das bactérias do género Pectobacterium é que
elas sdo capazes de degradar a parede celular das plantas que infectam, isso é possivel
devido uma sintese de pectinases, enzimas capazes de degradar a pectina. As enzimas mais
comuns em P. carotovorum séo as pectato lisases e pectina liases (MAISURIA; NERURKAR,
2012). A pectina é um composto polissacarideo macromolecular da parede celular, conferindo
rigidez e protegendo contra a lise celular e a desidratacdo (RALET; LEROUGE; QUEMENER,
2009). Ademais, esse complexo composto polissacarideo é o principal constituinte da lamela
média da parede celular, sendo o local hidrolisado pelas pectinases que foram
extracelularmente liberadas pelos procariontes pectinoliticos (JAYANI; SAXENA; GUPTA,
2005).

Segundo Verzignassi (2007), esse processo enzimatico de bactérias fitopatogénicas é
originado no momento que entram em contato com algum ferimento na superficie da planta,
posteriormente, transpassando para o interior do tecido vegetal com a liberacdo extracelular
das enzimas. Os primeiros sinais da infeccao sdo lesdes com aparéncia flacida e depois com
0 tempo aumentam e desenvolvem manchas amarronzadas e pretas. No estagio mais
avancado ocorre a necrose, caracterizada pela grave maceracao dos tecidos levando-os a ter
um forte odor, culminando na morte do vegetal doente (CARVALHO FILHO; DE MELLO,
2008).

Os sintomas da podriddo mole podem variar dependendo da espécie vegetal. As mais
afetadas por essa doenga s&o hortalicas, tubérculos e frutos largamente produzidos para o
consumo humano, principalmente mandioca, cebola, batata, cenoura, couve-flor, pimentéo e
o tomate (OPARA; ASUQUO, 2016). Conforme o estudo de Portier et al. (2019), o tomate e a

batata sdo igualmente afetados pela acdo da P. carotovorum, com énfase para as
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subespécies, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum e Pectobacterium

carotovorum subsp. brasiliense.

Os sintomas da podriddo no tomateiro, Solanum lycopersicum (sin. de Lycopersicon
esculentum Mill), sdo muito semelhantes aos descritos anteriormente em outras hortalicas,
com uma ferida exposta o fitopatégeno infecta o caule e o fruto. Depois de algumas horas os
sintomas se iniciam levando ao desenvolvimento de manchas encharcadas e partes
amarronzadas, e, finalmente, a necrose total dos tecidos (JARAMILLO; HUERTAS; GOMEZ,
2017). Assim como no fruto, os tubérculos da espécie Solanum sp. apresentam manchas
enegrecidas e rapida deterioracdo do érgdo vegetal, provocando a morte da planta (EL
TASSA; DUARTE, 2004).

De acordo com Opara e Asuquo (2016), os primeiros sinais da podriddo na raiz
tuberosa Daucus carota L (cenoura) comecam com regides encharcadas, que possuem uma
sensacao pastosa ao toque, levemente esverdeadas, que podem enegrecer com o tempo. A
podriddao mole também é extremamente comum em cebolas (Allium cepa L), os sintomas, no
entanto ndo sdo tdo aparentes, geralmente a parte externa pode ficar mais enegrecida,
entretanto a maceragdo em tons amarronzados e com um cheiro putrido pode ser facilmente
verificada com um corte longitudinal, possibilitando uma visdo do interior dos catafilos
(MARCONATTO; KOEHLER; MARCUZZO, 2017).

N&o existem métodos de controle muito eficientes para combater a infec¢do de P.
carotovorum depois do contagio, porém, manter a alta qualidade do plantio, da colheita e
principalmente da cadeia de abastecimento é extremamente necessario (CHARKOWSKI,
2015). A fim de mitigar a caréncia de tratamentos, fez-se 0 uso excessivo e a longo prazo de
antibiéticos, resultando na selecdo de cepas bacterianas com genes de resisténcia. A
proliferacdo dessas cepas praticamente impede o uso desses compostos nas lavouras
(MARTINS et al., 2018).

Existem pesquisas voltadas para encontrar substitutos para os antibiéticos, utilizando-
se do método de biocontrole da P. carotovorum com outros microrganismos (ALINEJAD et al.,
2020). Apesar desses estudos apresentarem bons resultados, o controle microbioldgico que
se sobressai, sdo os bacteriéfagos, por terem a capacidade de infectar células procariontes,
de coevoluir com seus hospedeiros, e de serem inofensivos a células eucariotas e ao meio
ambiente (LIM et al.,2013). Um exemplo da alta eficacia de bacteri6fagos é a recente pesquisa
feita por Muturi et al. (2019), que utilizando um composto a base de fagos conseguiu conter
em 100% a proliferacao das bactérias que estavam ocasionando a podriddo mole em batatas.
Conforme Kering, Kibii e Wei (2019) serdo necessarias mais pesquisas visando confirmar a

eficacia dos bacteriéfagos no controle microbiolégico de fitobactérias, uma vez que ainda
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existem poucas informagdes na literatura. Isso também pode ser aplicado no caso do controle

da espécie de bactéria P. carotovorum.
3. METODOLOGIA
3.1 Caracterizacao e coleta de amostras

Conforme a proposta do presente projeto em isolar e caracterizar cepas bacterianas
pertencentes a espécie P. carotovorum. Coletou-se hortalicas de variados géneros (raizes
tuberosas, frutos e tubérculos) que apresentavam os sintomas da doenca podriddo mole. As
amostras foram escolhidas, em comeércios (feiras livres, mercados e sacolfes etc.) na cidade
de Sao Paulo — SP. Os sintomas incluem, areas com um aspecto de encharcamento, assim
como uma coloracao que pode variar de marrom para preto, e apresentar um odor muito forte
e fétido (OPARA; ASUQUO, 2016). O material foi armazenado em sacos plasticos,
previamente esterilizados em alcool etilico 70% com o auxilio de luvas cirirgicas, depositados
em compartimentos com gelo para preservar a amostra e em seguida esses conteudos foram
encaminhados para o laboratdrio, para as posteriores analises experimentais de identificacéo
para determinar a causa da podriddo mole (EL TASSA; DUARTE, 2004).

3.2 Composicéo e preparo dos meios de cultura

Efetuou-se o preparo do meio de cultura Cristal Violeta Pectato — CVP-S2 modificado
em duas aliquotas cada uma com um volume de 50 mL em frascos tipo Erlenmeyer com base
no protocolo desenvolvido por Hyman, Toth e Pérombelon (2002). A composig&o da mistura
com: triptona 100 mg; citrato de sédio 500 mg; NaNO3 200 mg; solucéo de CaCl2 di-hidratado
1,02 mL (10%); solucédo de cristal violeta 0,2 mL (0.1%); &gar 0,8 g (0,8%) e &gua destilada
até completar o volume. O mix B contendo: pectina citrica 1,8 g; NaOH 20% (5 mol 1) 0,25
mL e agua destilada até atingir 50 mL. Preparou-se as solu¢des separadamente, desse modo,
para a mistura A os reagentes solidos foram pesados e dissolvidos em agua destilada com
um agitador magnético ou bastdo de vidro. Quanto a mistura B, na capela de exaustao, foi
adicionado primeiro o NaOH 20%, em seguida a agua destilada, apds isso, dissolveu-se a
pectina aos poucos em agitador magnético na velocidade maxima, para que nao ocorresse a

formagé&o de granulos.

Feito isso, verificou-se e ajustou-se o pH da mistura B, com o auxilio de um pHmetro,
tendo em vista que, depois da autoclave o meio tende a ter uma acidificacdo acentuada.
Utilizando-se da solucdo NaOH 20% até que o pH marque entre >11,90 e <12,10 (SKIRVIN
et al., 1986). Em seguida, as solugbes foram autoclavadas por 15 min a 120°C. Assim que
finalizado, em fluxo laminar inseriu-se 1.315 pL do antifingico Difenoconazole (0,075 mg/g)
na solucéo A, para inibir o crescimento de fungos (FILIMON et al., 2018). Depois, com as duas

solugbes ainda quentes, os conteudos de A e B foram misturados e imediatamente
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transferidos para placas de Petri estéreis, com um volume de aproximadamente 20 mL para
cada, que permaneceram parcialmente abertas até a solidificacdo do agar. Esta Gltima etapa

realizada dentro do fluxo laminar.

O meio Luria Broth (LB) e o Luria Agar Broth (LA), seguiram os padrdes de preparo
especificados por MacWilliams e Min (2006), desse modo tem-se que para cada aliquota de
100 mL preparado 1 g de triptona, 0,5 g de extrato de levedura e 1 g de NaCl, e no meio LA
deve-se adicionar 1,5 g (1,5%). O agar MacConkey também foi preparado em aliquotas de
100 mL. No entanto, usou-se 5,15 gramas de agar MacConkey comercial pré-preparado. A
composicdo do meio MacConkey é a seguinte: peptona, proteose peptona, lactose, NaCl,
cristal violeta, vermelho neutro, sais biliares e agar bacteriolégico (ALLEN, 2005). Seguindo o
mesmo procedimento descrito acima para o meio CVP, para todos os meios de cultura, com

excec¢éo do ajuste em PHmetro.
3.3 Inoculacéo e multiplicacdo em pimentao verde (Capsicum annuum L.)

O primeiro passo para o isolamento de P. carotovorum partiu da inoculacdo em
pimentdo verde, que serve de meio parcialmente seletivo para o crescimento de bactérias
pectioliticas. As inoculacdes em pimentdo seguiram os protocolos previamente descritos por
El Tassa e Duarte (2004). Com esse propésito os pimentdes verdes saudaveis foram
escolhidos e higienizados com agua destilada esterilizada (ADE), em hipoclorito de sodio (1%)
por 30 segundos e em alcool 70% por 30 segundos. Depois de realizado esse processo 0s
pimentBes puderam ser colocados em uma bancada coberta com papel toalha até que
estivessem completamente secos. Em fluxo laminar o piment&o foi seccionado em tiras com
um bisturi estéril. Terminado esse processo com palitos de madeira esterilizados foram
introduzidos nas areas afetadas da hortalica e posteriormente inseridos nos pimentées. Ao
fim da inoculagdo, esses pimentdes foram dispostos em recipientes adequados e

esterilizados, incubados por aproximadamente 48h a 28°C.
3.4 Inoculagdo e multiplicagdo em meio de cultura

Discorrido o tempo da incubacdo, pimentdes que apresentaram sinais tipicos de
infec¢do serviram como fonte de indculo para o cultivo em meio de cultura cristal violeta

pectato (CVP), que permite a identificacdo de colénias formadas por bactérias pectinoliticas.

Uma alca bacterioldgica esterilizada foi utilizada para transferir o inéculo microbiano
gue se multiplicou no tecido do pimentdo para uma placa de Petri com meio CVP — S2
modificado. A semeadura foi feita pela técnica de esgotamento e, em seguida, as placas
puderam ser transferidas para estufa bacteriologica onde foram incubados por
aproximadamente 48h a 30°C. Ao final desse periodo, a formacao de colénias com o aspecto

arredondado levemente esbranquicados indicou que ocorrera a degradacdo de pectina
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citrica, ou seja, confirma que o microrganismo tem acao pectinolitica (GOKUL et al., 2019).
As coldnias com esta aparéncia foram semeadas em agar MacConkey (meio seletivo) por 24h
a 30°C para crescimento de cultura, com o intuito de selecionar bactérias Gram negativas
(WASANA et al., 2019).

3.5 Caracterizacéo por coloragdo de Gram

A realizacdo da coloracdo de Gram deu-se para determinar a selecdo de bactérias
Gram negativas e a observacao microscopica também permitiu a observacao do formato das
bactérias.

A técnica padrao da coloracdo de Gram sucedeu-se utilizando colbnias que cresceram
em meio MacConkey produzindo coloracdo vermelha (lactose positiva) (MOYES;
REYNOLDS; BREAKWELL, 2009). Esfregacos foram realizados com uma pequena quantia
de material obtido das coldnias. Entdo a lamina foi seca com o ar do ambiente, e logo foi fixada
com calor. Quando terminada essas etapas o contetdo foi corado com cristal violeta por 1
minuto, logo em seguida adicionou-se algumas gotas de uma solucéo iodada e aguardou-se
1 minuto. Entdo foi acrescentado etanol absoluto por alguns segundos e em seguida aplicou-
se o0 segundo corante, a fucsina, que depois de alguns minutos a lamina pode ser observada
em microscoépio 6ptico. Colénias com bastonetes Gram negativos foram transferidos para uma
nova placa com meio CVP. Apds o crescimento essas cepas foram utilizadas nos ensaios

bioquimicos.
3.6 Caracterizacao bioquimica por teste de catalase

Para determinar a reagdo de catalase, adicionou-se em uma lamina, uma pequena
guantidade das colénias semeadas previamente em 4gar, por fim foi aplicado uma gota de
solucdo aquosa de perédxido de hidrogénio (H,0,) a 3%. Caso ocorra em seguida a formacgéo
de bolhas, a reacéo foi positiva para Pectobacterium (HYMAN; TOTH; PEROMBELON, 2002).

3.7 Condicbes de crescimento e armazenamento das culturas puras

Quando constatado que os isolados possuem particularidades inerentes de P.
carotovorum, essas bactérias foram semeadas exclusivamente para o armazenamento de
culturas puras. Desse modo, placas de Petri, previamente preparadas com o meio LA (Luria
Agar Broth), serviram para multiplicacdo dos isolados pelo método de esgotamento. Estas

placas incubadas em uma estufa bacteriolégica por um periodo de 24h a 30°C.

Assim que finalizado a incubacdo em meio LA, uma colbnia foi removida com uma
agulha bacteriolégica de forma asséptica, deste modo a alga com as bactérias foi emergida
em tubos de ensaio preparados com caldo LB. Os tubos de ensaio foram colocados

cuidadosamente em uma estufa bacteriolégica, as mesmas condi¢cdes que o crescimento em
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meio de cultura LA. A fim de incubar as amostras até o aparecimento de turbidez (o que indica
fase exponencial de crescimento). ApO6s o crescimento das culturas puras isoladas da
fitobactéria, adicionou-se glicerol esterilizado para atingir uma concentracao final de 15%. Os
isolados entdo foram transferidos para tubos criogénicos (criotubos) e armazenados em

freezer a uma temperatura de - 80°C.
3.8 Extracdo de DNA com Brazol

Para a extracdo do material genético das culturas, foi realizado o protocolo
recomendado pelo fabricante do reagente Brazol, LGC Biotecnologia (AUSUBEL et al. 1992;
CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987; CHOMCZYNSKI,1993; CHOMCZYNSKI; MACKEY, 1995,
1996). Portanto, as colbnias em tubo com o meio LB (Luria Bertani) 5 mL foram transferidas
para tubo Falcon, ressuspendidas em 500 pL de Brazol, agitados no vértex, depois adicionou-
se 125 pL de cloroférmio gelado. Feito isso, as amostras foram centrifugadas a 10.000 RPM
(12.000 x g) por 20 minutos.

Ao fim da centrifugacéo o sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo 250
ML de etanol absoluto gelado, que foram entdo agitados por inversdo por 2 minutos e
centrifugados a 10. RPM por 15 minutos. Finalizado essa etapa o sobrenadante foi
desprezado por aspiracdo cuidadosa, o pellet foi lavado com 250 uL de etanol 70%, e
homogeneizado por inverséo e por fim centrifugado a 10.000 RPM durante 10 minutos. O
desprezou-se 0 sobrenadante e a amostra foi deixada secando a temperatura ambiente,
depois o pellet pode ser dissolvido em 100 uL agua estéril. Analisou-se pela técnica da

concentracdo em géis de agarose.
3.9 Eletroforese em gel

Arealizacéo da eletroforese em gel foi feita preparando uma solucéo de TBE 0.5x com
0,8% de agarose (0.24 g), apds pesar e quantificar os reagentes em um frasco Erlenmeyer
(abertura coberta com plastico filme e perfurada) a mistura foi dissolvida. Quando a solucao
estava morna a cuba com o pente pode ser preparada. Assim que o gel solidificou o pente
pode ser retirado, em seguida, posicionou-se a cuba na caixa de gel e 0 mesmo tampéao
utilizado no preparo foi utilizado na caixa. Os po¢os puderam ser carregados e os eletrodos
inseridos na fonte de energia e o equipamento ligado na voltagem de 70 a 90 volts. Quanto
as guantidades de reagentes utilizados tém-se que para o DNA padrao A/Hind Ill, diluindo 1
ML em 8 mL de H,O ultrapura além de adicionar 1 uL do corante BlueGreen, para a amostras
de DNA s&o utilizados 9 pL desta e apenas 1 pL de BlueGreen. Os negativos foram 0s pogos

vazios.
3.10 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificagdo do gene 16S das coldnias isoladas foi realizada através do método de
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Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR. As propor¢des utilizadas foram: 1 uL; PCR Buffer
5 uL; dNTP (2,5 mm) 5 uL; enzima Taq polimerase 1,5 pL; Primers 2 uL , sendo 1 uL para
cada um dos primers universais forward e reverse na concentragao de 10 picomols/ uL, e 39
ML de agua ultrapura completando o volume de 50 uL. Os demais parametros para a reacao
estdo descritos na tabela abaixo (PATEL et al., 2017; ALINEJAD et al., 2020).

Tabela 1. Parametros para areacdo PCR do genel6S rRNA.

Gene Primers Sequénciab' -3 Ciclo Termociclador
16S rRNA Forward 63 CAG GCC TAA CAC ATG CAA 1(94°C-3)/2(94°C-1")/3 (65°C —
(posicao 63-83) GTC 1)/ 4(72°C — 1'50”)/ 5 — 32x (94°C-
Reverse 1387 1)/ 6 (72°C — &)/ 7(15°C for ever)/
16S rRNA (1387-1404) GGG CGG WGT GTA CAA GGC Final (4°C)

3.11 Purificacdo dos amplicons

A purificacdo das amplificacGes seguiu os procedimentos determinados pelo E.Z.N.A
Cycle-Pure Kit (200). Por conseguinte, adicionou-se 2x 0 volume da amostra, o tampéo XP1,
feito isso o material foi homogeneizado e transferido para o microtubos especificos que
contém a fita de silica (capaz de reter o DNA), aguardando 1 minutos para centrifugar as
amostras a 10.000 RPM por 1 minuto. Descartado o filtrado, efetuou-se uma lavagem do
material com 700 L do tampao SPW, centrifugando o produto a 10.000 RPM (1 minuto). O
processo foi realizado mais uma vez e, depois, puderam ser transferidos para microtubos de
1,5 mL e centrifugados. Por fim, diluiu-se os amplicons em 50 pL de agua ultrapura morna (1
minuto) e levados para a centrifugacdo a 10.000 RPM (1 minuto). A quantificacdo da
concentracao final dos acidos nucléicos obtidos nas amostras dos amplicons foi mensurada

através de leitura em espectrofotdmetro e em gel de agarose.
3.12 Sequenciamento gene 16S rRNA pelo método de Sanger

O sequenciamento do gene de interesse 16S rRNA para a caracterizacdo e
determinagéo dos amplicons purificados (PATEL et al., 2017), procedeu-se pelo método de
interrupcao de sequéncia de Sanger conforme as especificacdes do fabricante do BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystem. Possibilitando assim a analise
filogenética do DNA das colbnias isoladas, concluindo assim a caracterizacdo da P.
carotovorum ou de outras espécies fitopatogénicas (TUMELERO, 2003; WALKER; LORSCH,
2013). Efetuou-se a reacdo de sequenciamento pelo método de Sanger dos amplicons

purificados, conforme os dados contidos na tabela 2.

Ao fim dessa etapa, os 40 ul do produto da reacao foram transferidos para microtubos
de 1,5 mL, em seguida adicionou-se 80 ul de isopropanol 75% (gelado), que depois foi agitado
em voértex e refrigerado por 15 minutos. Entdo o material protegido da luz foi centrifugado por
35 minutos a aproximadamente 14.500 RPM, assim que completado, o sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 200 pl de etanol 70% gelado, a amostra foi agitada novamente e
centrifugada em seguida por 10 minutos (~14.000 RPM), descartando o sobrenadante. Ao fim
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do procedimento o pellet foi mantido 96 °C por 2 minutos em banho seco, o produto foi
congelado até que sejam sequenciados em eletroforese capilar em gel, os dados obtidos séo

entao analisados.

Tabela 2. Pardmetros para sequenciamento por interrupcéo de cadeia

Amostra Amplicons Primer (10 picomols/UL) Reagentes Ciclo Termociclador
1 Al 63 F 2,5 uL do DNA molde; 16 1(96°C — 1')/ 2(96°C —15")/

A2 1387 R uL de BigDye; 10 yLde 3 (50°C —15")/ 4 (60°C —
5 A3 63 F H20 ultrapura; 1,5 yLdo  4’)/ 5 —35 X (96°C —15")/ 6
A4 1387R primer (16 °C for ever)/ Final 4 °C

4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacdo bioquimica e morfolégica das amostras

Foram coletadas 26 amostras de hortalicas doentes (tabela 3), que apresentavam os
sintomas tipicos de podriddo mole, possuindo por¢des do tecido vegetal com aparente
putrefacdo e maceracédo, de coloracdo marrom e areas encharcadas. Descartou-se da coleta
de amostras, qualgquer outro vegetal que apresentasse indicios sintomatologicos distintos
(CARVALHO FILHO; DE MELLLO, 2008), alguns casos dessa excluséo foi infeccédo pelos
ditos bolores (DUAN et al., 2013).

Dos potenciais hospedeiros da P. carotovorum, obteve-se os mais variados tipos
vegetais incluindo pepino, batata, pimentdo maduro (vermelho), cebola, cenoura e tomate,
sendo esses, em geral acometidos por fitobactérias, incluindo a de interesse de isolamento
(MANSFIELD et al., 2012). Em meio a esses vegetais coletados e testados com presumivel
podriddo mole, obteve-se um nimero expressivo de tomates, alcan¢cando mais de 57% das
amostras (Tabela 3). A Justificativa mais plausivel para essa quantidade deve-se a fragilidade
dos tecidos da espécie Solanum lycopersicum (sin. de Lycopersicon esculentum Mill) a cortes
e lesdes que resultam em uma maior suscetibilidade a contaminagdo por pectobactérias
(SINGH; SHARMA, 2018; VERZIGNASSI, 2007).

Quanto a inoculagdo das amostras em pimentdes verdes saudaveis, o procedimento
decorreu em 15 amostras positivas para a manifestagéo de sintomas semelhantes a podrid&do
mole causada por Pectobacterium (Tabela 3). Podendo ser verificado uma rapida deterioragéo
dos tecidos vegetais e consequentemente a maceracao gradual. Em amostras mais distintas
a formacéo de um caldo (figura 1) provocado pela acdo excessiva das enzimas pectina liases,
impelindo uma modificacdo acentuada do aspecto do pimentdo (JARAMILLO; HUERTAS;
GOMEZ, 2017). Constatou-se ainda um forte odor advindo dessas amostras. O piment&o
verde nessa etapa é um procedimento necessario, devido a alta contaminagédo e rapido
apodrecimento que esses membros da familia Solanaceae, juntamente com o tomate, séo 0s

mais afetados por pectobactérias (OULGHAZI et al., 2021).

Tendo em vista as caracteristicas inerentes da P. carotovorum, o critério utilizado para
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escolher as amostras partiram-se por eliminacdo, ou seja, aquelas que apresentavam
resultados negativos em um dos procedimentos eram descartadas. Desse modo, foi escolhida
apenas culturas bacterianas com a capacidade de lisar pectina in natura (hortalicas) ou no
meio CVP — S2, Gram negativa, lactase positiva e com formato de bastonetes (BRENNER,;
FARMER, 2015; MUTURI et al., 2019), em conformidade com a tabela 3. Perfazendo-se na
identificacdo de uma amostra de tomate com sintomatologia semelhante a podriddo mole,
identificado pelo n° 17 (Tabela 3), que apresentou resultados positivos para todos os ensaios

guimicos e estruturais. Em vista disso, esse material foi isolado e armazenado.

No entanto, durante o processo de selec¢do das culturas pela inoculacdo no meio de
cultura CVP — S2 nao ocorreu a formacao caracteristica de “vidro quebrado” em diversas
amostras, algo que fora indicado na literatura (TUMELERO, 2003). Esse tipo de resultado é
justificavel, tendo em vista que o antifingico utilizado em algumas amostras ndo apresentou
alta eficacia, levando ao crescimento de outros microrganismos que podem inibir essa
aparéncia (CHAHRAZADE et al., 2020). As colbnias bacterianas utilizadas no isolamento,
apresentaram uma conformacdo descrita por Gokul et al. (2019) como: arredondadas
pequenas e com uma coloragdo levemente esbranquigcada, e aparéncia “gelatinosa”. Desse
modo, a necessidade de insercéo de antifungico (FILIMON et al., 2018) nos meios de cultura
fez-se necessario para melhorar a assertividade e chances de isolar a fitobactérias,

especificamente do género Pectobacterium.

Figura 1. Inoculacdo em tira de pimentdo saudavel de hortalica doente.

- 12 1 5 6 5 3 2 1
*Um pimentéo verde saudavel médio foi seccionado em duas tiras: a tira A, foi inoculada a partir da
perfuracdo com palitos de madeira (estéreis) que foram emergidos em meio LB, contendo uma
cultura pura isolada de fitobactérias provenientes da amostra n° 17 (Tabela 3). Quanto ao frasco B
esse corresponde ao pimentdo controle, onde foi feito apenas perfura¢cdes com o palito de madeira
estéril, sem células bacterianas. As amostras foram incubadas em por apenas 24h & 30°C em estufa.
Resultando na total maceracéo dos tecidos vegetais da tira de piment&o do frasco A, enquanto a tira
B (controle), conservou suas caracteristicas estruturais e ndo apresentou sinais da podriddo mole.

Uma outra dificuldade encontrada no processo de isolamento e caracterizacdo das

amostras foi em relacdo ao preparo do meio CVP, que apresenta uma grande instabilidade
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no que tange o pH da pectina o que é vagamente mencionado (CHARKOWSKI, 2015; DOS
SANTOS, 2020). Por conta disso, foi estabelecido ajustes na preparacao. Sendo assim, é
necessario verificacdo e ajuste do pH da mistura B. O ajuste deve deixar a solucao alcalina
em valores proximos a 11,90. Isso deve ser efetuado antes da autoclavagem, uma vez que
altas temperaturas levam a acidificacdo da pectina citrica (SKIRVIN et al., 1986). Por
consequéncia, verificou-se a capacidade de armazenamento em refrigerador das solucdes A
e B. Desse modo, a mistura A pode ser mantida refrigerada por alguns dias e depois

reaquecida, porém com a mistura B isso ndo é viavel.

Tabela 3. Caracterizacdo bioguimica e morfol6gica para Pectobacterium spp.
Inoculagao Inoculagédo Teste de Gram —

N Hortalicas Inoculagdo Pimentao CVP MacConkey Catalase negativa
1 Cebola -

2 Tomate + -

3 Tomate -

4 Cenoura + - -

5 Morango + - -

6 Morango -

7 Tomate + + -

8 Tomate + + + -

9 Tomate - -

10 Tomate + -

11 Tomate + -

12 Tomate -

13 Tomate -

14 Batata + -

15 Tomate + -

16 Batata -

17 Tomate + + + + +
18 Pimentao + +

19 Tomate +

20 Cenoura -

21 Tomate -

22 Tomate -

23 Cenoura + + + +
24 Pimentao + + - +
25 Tomate + + -
26 Pepino + + -

4.2 Isolamento de colbnias puras

Foram isoladas, duas culturas bacterianas puras, classificadas como CVP-1e CVP-2.
Ambas as culturas apresentaram alta capacidade de ocasionar podriddo mole em hortalicas
(tiras de pimentdo verde saudavel) antes e depois do congelamento das células bacterianas.
Outro critério utilizado para o isolamento e conservacao em glicerol dessas colbnias, foi o
resultado do crescimento de células no meio de cultura dgar MacConkey, que apresentou
colénias de tamanho e coloracdo consideravelmente distintos apés as 48h de incubacado a
30°C (Figura 2), e também ambas apresentaram os melhores resultados no teste de catalase,

guanto a formacéo de bolhas.

Figura 2. Culturas de células bacterianas em agar MacConkey.
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*Inoculagdes em crescimento na estufa em periodo de 24h a 30°C. Tendo como a regido circulada A,
correspondente ao isolado bacteriano CVP — 1, e o outra regido circulada B, ao isolado CVP-2.

4.3 Armazenamento em Glicerol 15% das colbnias puras

Assim determinou-se o isolamento das culturas puras de CVP-1e CVP-2 foi efetuado
0 armazenamento dessas amostras, com meio LB e glicerol 15% a uma temperatura de —
80°C. Apbs alguns dias do congelamento dessas cepas puras foi realizado um teste de
viabilidade das colbnias para determinar a capacidade de utilizacdo desse material
armazenado em estudos posteriores. Esse procedimento de praticabilidade do uso dessas
células bacterianas pés-congelamento foi feito seguindo os procedimentos de isolamento
descritos, ao final o processo mostrou-se eficaz. Por consequéncia, esse material podera ser
utiizado em outros estudos. Contudo, existe a necessidade de semear as culturas

primordialmente em meios sem antifingico, salvo o meio CVP — S2 modificado.
4.4 Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR)

A extracdo de DNA das culturas puras isoladas, a Reacdo em Cadeia Polimerase
(PCR) e a purificacdo dessas amostras apresentaram resultados satisfatorios, quando
comparadas com o DNA padrdo Lambda/Hindlll. Todas as amostras de CVP-1le CVP-2

apresentaram aproximadamente um pouco menos de 2030 pb (figuras 3 e 4).

Figura 3. Resultados da Extracdo de DNA das culturas bacterianas puras.

*(1) DNA padrao lambda/hindlil; (2) DNA extraido da amostra isolada CVP-1; (3) DNA extraido da
amostra isolada CVP-2.

Figura 4. Resultados da amplificacdo do DNA em Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR) e
Purificacédo.
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*(1) DNA padréao lambda/hindlll; (2) controle negtivo, vazio; (3) Amplicon purificado da amostra
isolada CVP-1; (4) Amplicon purificado da amostra isolada CVP-2.

4.5 Sequenciamento gene 16S rRNA

Para corroborar que as culturas isoladas puras sao provavelmente pectobactérias,
procedeu-se uma verificagdo molecular com a extracdo do DNA ribossomal e posterior
amplificacdo do gene 16S pela Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR), com os primers
universais 63f e 1837r (PATEL et al., 2017). O produto do sequenciamento das duas culturas,
resultou na producdo de dois sequencias contiguas, Contg.1 e Contg.2 (Tabela 2) pelo
programa CodonCode Aligner 9.0. Quando essas informagbes das sequencias foram
inseridas na na plataforma Blast nucleotide, essa comparou os dados submetidos com o
banco de dados do Genbank, que indicou uma alta semelhanca com as sequencias do gene
16S rRNA com a de cepas de Pectobacterium brasiliense (sin. de Pectobacterium

carotovorum subsp. brasiliense),

Em funcéo disso, tais analises resultaram nas informagdes contidas na Tabela 4,
onde é possivel verificar que 0 E — value (ou valor esperado) de todas as amostras
corresponderam a 0.0, indicando que ambas as cepas isoladas pertencem ao género
Pectobacterium. Além de exibirem uma alta taxa porcentual (acima de 95%) de semelhanca
com cepas de P. brasiliense da indicando ambas as culturas isoladas puras sao possivelmente

desta espécie.

Tabela 4. Informacdes das sequéncias das cepas analisadas na plataforma Blast nucleotide.

Amostra Grau de similaridade Cepa Acesso E - value
98.37% IPO:4132 NAK:239 CP059956.1 0.0
98.28% AGPIm1G KY711431.1 0.0
CVP-1 (Pecto 1) 98.28% NZEC1 JQ771053.1 0.0
98.28% 212 NR_118224.1 0.0
96.90% Y52 KP187514.1 0.0
96,82% 1692 CP047495.1 0.0
96,82% AGPIm1G KY711431.1 0.0
CVP-2 (Pecto 2) 96,82% Y44 KP187509.1 0.0
96,82% Y14 KP187494 0.0
96,82% CCRMPB623 MT510117.1 0.0

*Resultados percentuais do grau de similaridade filogenética dos isolados puros CVP — 1(Pecto 1) e
CVP- 2 (Pecto 2) em comparacéo outras cepas de Pectobacterium, obtidos apds submisséo na
plataforma Blast nucleotide.

Destaca-se ainda que, pelas recentes analises moleculares de Pectobacterium
brasiliense, essa espécie teria divergido evolutivamente da P. carotovorum. Manifestando

entdo caracteristicas genéticas suficientemente distintas da original (P. carotovorum), por
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conta disso ndo poderia ser considerada apenas como uma subespécie, configurando-a logo
como espécie (JOSHI et al., 2021). Entretanto, algumas bibliogréaficas recentes (JARAMILLO;
HUERTAS; GOMEZ, 2017; ZACZEK-MOCZYDLOWSKA et al., 2019) mantiveram a antiga
classificacdo dessa Pectobacterium, em carater de subespécie, enquanto outros autores
optaram pela nova nomenclatura taxonémica (PORTIER et al., 2019; RIBEIRO, 2020). Esse
dissentimento por sua vez leva a resultados conflituosos quando se analisa genomicamento
as espécies do género Pectobacterium, conforme Ribeiro (2020) isso ocorre porque ambas
as especies, P. carotovorum e P. brasiliense sdo muito similares geneticamente e em

guestdes de patogenicidade em hortalicas.

Desse modo, as duas cepas isoladas no decorrer desse estudo pertencem ao mesmo
género de fitobactéria, Pectobacterium que possuem grande patogenicidade e relevancia
para a agricultura. Além de ser uma das cepas frequentemente isolada no mundo inteiro em
inimeros géneros de hortalicas de grande valor econémico e de consumo (OULGHAZI et al.,
2022). Sendo reportado o isolamento de cepas de P. brasiliense no Brasil, em uma
diversidade de espécies de hortalicas, incluindo o tomate (DE MORAES, 2018; RIBEIRO,
2020).

Ademais, em conformidade com a literatura (PORTIER et al., 2019) a espécie de
Pectobacterium apresenta alta eficiéncia no que concerne a taxa de transmissdo e de
adaptabilidade em diversos locais, no mundo todo essa fitobactéria apresenta alta capacidade
de maceracao dos tecidos vegetais (JARAMILLO; HUERTAS; GOMEZ, 2017). Em vista disso,
pode-se considerar que as culturas isoladas de CVP-1(Pecto 1) e CVP-2 (Pecto 2)
apresentam todas as caracteristicas estruturais, da forma, acdo enziméatica pectioliticas que
configuram uma pectobactéria de dificil controle. Considerando ainda Oulghazi et al. (2021)
essa espécie de Pectobacterium tornou-se um transtorno de grandes proporgcfes econdmicas

e de distribuicdo para a agricultura.
5. CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo dessa pesquisa foi isolar cepas P. carotovorum para estudos subsequentes
com bacteri6fagos. Duas cepas de Pectobacterium foram obtidas apds a analise de 26
amostras de hortalicas com sintomas de podriddo mole. A caracterizagcdo por testes
bioquimicos, proposta no projeto inicial, foi substituida pela caracterizacdo molecular. O
sequenciamento do gene 16S rRNA das duas cepas e a analise dessas sequencias pelo
sistema Blast nucleotide, indicaram que as duas cepas sdo membros do género
Pectobacterium. As amostras do banco de dados com maior similaridade com as cepas que
isolamos eram amostras de P. brasiliense. Espécie essa que apresenta crescente relevancia

na agricultura devido a alta capacidade de transmissédo e maceracao dos tecidos, tal como a
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espécie que pretendia-se isolar. As cepas puras foram armazenadas para estudos posteriores

voltados para o biocontrole com bacteri6fagos.
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