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RESUMO

Atualmente sdo conhecidas cerca de 150 espécies de bactérias fitopatogénicas,
gue causam problemas para os produtores, como grandes perdas econdmicas
em diversas espécies vegetais por conta de sua severidade, a facilidade com
que elas se disseminam, e a dificuldade em controla-las. Dentre os mais
importantes fitopatdégenos causadores de quadros de podriddo mole, podem ser
citados os géneros como Enterobacter, Pectobacterium, Erwinia e Dickeya,
sendo que esse Ultimo foi proposto em substituicdo a antiga Erwinia
chrysanthemi. Posto isso, 0 presente projeto teve como objetivo a identificacéo
em nivel de espécie de 30 linhagens de Dickeya spp., as quais estdo
incorporadas a Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico
IBSBF. Essas linhagens, originalmente enquadradas na espécie Erwinia
chrysanthemi foram, a partir de 2005, reclassificadas, sendo alocadas no género
Dickeya, englobando sete novas espécies (D. chrysanthemi, D. dadantii, D.
dianthicola, D. dieffenbachiae, D. paradisiaca, D. zeae e D. solani). Essa
fitobactéria é responsavel por causar a chamada “podriddo mole” em um grande
namero de hospedeiras, incluindo olericolas e ornamentais. Desta forma, essas
linhagens tiveram suas identificacdes refeitas a luz das modificacbes na
taxonomia desse importante grupo de fitopatégenos, utilizando-se de diversas
ferramentas, como testes bioquimicos, patogénicos e moleculares. Sendo assim,
apos a realizacdo dos testes bioguimicos, moleculares e comprovagdo da
patogenicidade das bactérias, foi possivel até o momento, através da literatura
e da comparacdo com as linhagens tipo pertencentes a Colecao, foi possivel
identificar 32 linhagens, onde 20 foram alocadas como Dickeya chrysanthemi
(IBSBF-229, IBSBF-554, IBSBF-920, IBSBF-976, IBSBF-977, IBSBF-1028,



v

IBSBF-1030, IBSBF-1031, IBSBF-1041, IBSBF-1051, IBSBF-1133, IBSBF-1223,
IBSBF-1265, IBSBF-1267, IBSBF-1292, IBSBF-1383, IBSBF-1798, IBSBF-1923,
IBSBF-1952, IBSBF-2340), 6 como Dickeya zeae (IBSBF-933, IBSBF-934,
IBSBF-994, IBSBF-1048, IBSBF-1081, IBSBF-1922), 4 como Dickeya dadantii
(IBSBF-1017, IBSBF-1047, IBSBF-1139, IBSBF-1468), 1 como Dickeya
dieffenbachiae (IBSBF-846), e 1 como Dickeya dianthicola (IBSBF-856).

PALAVRAS-CHAVE: Fitobactérias. Erwinia chrysanthemi. Patogenicidade.
Dickeya spp.
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ABSTRACT

Currently 150 species of phytopathogenic bacteria are known to cause problems
for farmers, such as large economic losses in several plant species because of
their severity, the ease with which they spread, and the difficulty in controlling
them. Among the most important plant pathogens, we can mention genera such
as Enterobacter, Pectobacterium, Erwinia and Dickeya, the latter being proposed
instead of the old Erwinia chrysanthemi. Thus, the present project aimed to
corroborate the identification of 30 lines of Dickeya spp., which are incorporated
into the Collection of Cultures of Phytobacteria of the IBSBF Biological Institute.
These strains, originally framed in the species Erwinia chrysanthemi were
reclassified as of 2005, being allocated in the genus Dickeya, including seven
new species (D. chrysanthemi, D. dadantii, D. dianthicola, D. dieffenbachiae, D.
paradisiaca, D zeae and D. solani). This phytobacter is responsible for causing
so-called "soft rot" in a large number of host plants, including olive groves and
ornamental plants. In this way, these lineages had their identifications redone in
light of the modifications in the taxonomy of this important group of
phytopathogens, using several tools, such as biochemical, pathogenic and
molecular tests. Thus, after the biochemical tests and confirmation of the
pathogenicity of the bacteria, it was possible to identify 32 strains in the literature
and in the comparison with the lineages belonging to the Collection, where 20
were identified as Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1032, IBSBF-1031, IBSBF-
1041, IBSBF-1051, IBSBF-1133, IBSBF-1223, IBSBF- IBSBF-1265, IBSBF-
1267, IBSBF-1292, IBSBF-1383, IBSBF-1798, IBSBF-1923, IBSBF-1952,
IBSBF-2340), 6 as Dickeya zeae (IBSBF-933, IBSBF- (IBSBF-1047, IBSBF-
1039, IBSBF-1038, IBSBF-1024, IBSBF-10), 4 as Dickeya dadantii (IBSBF-1017,
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IBSBF-1047, IBSBF-1139, IBSBF-1468), 1 as Dickeya dieffenbachiae (IBSBF-
846), and 1 as Dickeya dianthicola (IBSBF-856).

KEYWORDS: Phytobacteria. Erwinia chrysanthemi. Pathogenicity. Dickeya spp.
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1.INTRODUCAO

As fitobactérias responsaveis pelo quadro de “podridao mole”, de acordo
com Holt e colaboradores (1994), pertencem ao Dominio Bacteria, Divisdo
Eubacteria, categoria | (eubactérias Gram-negativas com parede celular), grupo
5 (bastonetes Gram negativos, aerdbicos facultativos), sub-grupo 1, e fazem
parte da Familia Enterobacteriaceae, que inclui patdgenos tanto de plantas como

de animais.

Dentre os fitopatdgenos, podemos citar os géneros Brenneria, Dickeya,
Enterobacter, Erwinia, Pantoea e Pectobacterium, os quais s8o responsaveis
pelo quadro de “podriddo mole”, afetando uma grande faixa de plantas
hospedeiras, incluindo banana, crisantemo, cravo, milho, batata e tomate (TOTH
et al., 2011).

Um dos mais importantes patdégenos de plantas, o género Erwinia, foi
estabelecido em 1917, englobando também todas as bactérias que causavam

podriddo mole em plantas.

Além disso, algumas linhagens de E. chrysanthemi causavam doencas
em um grande numero de plantas, incluindo 16 familias de dicotiledéneas e 10
familias de monocotiledéneas, e em funcdo desse grande numero de plantas
hospedeiras Lelliot e Dickey (1984), subdividiram a espécie E. chrysanthemi em
seis patovares denominados chrysanthemi, dianthicola, dieffenbachiae,

paradisiaca, parthenii e zeae, baseados em especificidade de hospedeiros.

Em 1978, Samson e colaboradores desenvolveram um sistema de
identificacdo baseado em algumas caracteristicas bioquimicas, propondo a
divisdo do género Erwinia em biovares. E em 1998, Hauben e colaboradores
propuseram a mudanca para o género Pectobacterium, tendo sido por um tempo
denominado P. chrysanthemi, para so entdo, Samson e colaboradores, em 2005,
através de um trabalho utilizando hibridizacdo DNA-DNA, analise de sequéncias
do gene 16S rRNA e caracterizacdo bioquimica, propusessem a criacdo de um

novo género — Dickeya.



O género Dickeya atualmente tem sido reportado como um dos mais
importantes causadores de doencas fitobacterianas, responsavel por quadros de
podriddo mole em muitas plantas cultivadas, como as ornamentais e olericolas,

tanto em regides tropicais como em subtropicais.

Essas fitobactérias podem causar muitos problemas em um grande
namero de plantas hospedeiras, prejudicando produtores através de grandes
perdas causadas por esses patdgenos, o que depende do valor da cultura,
severidade do ataque, espécie e subespécie envolvida, condicdes ambientais,

potencial de in6culo e manejo da cultura. (MARIANO et al., 2005).

Praticamente, todas as referéncias bibliograficas de ocorréncias de
Dickeya spp. em nosso pais sdo anteriores a €época que Samson e
colaboradores (2005), propuseram o0 género Dickeya em substituicdo a antiga
Erwinia chrysanthemi, subdividindo-o em seis espécies (chrysanthemi,
dianthicola, dieffenbacheae, paradisiaca, dadantii e zeae). Além disso, em 2014,
Van Der Wolf e colaboradores propuseram a criagdo de uma nova espécie - D

solani, somando entdo, sete novas espécies.

Para isso foram utilizados testes que permitiram enquadrar e comparar as
linhagens pertencentes a Cole¢cdo de Culturas IBSBF, com o objetivo de
enquadra-las dentro das novas espécies descritas (D. chrysanthemi, D. dadantii,
D. dianthicola, D. dieffenbachiae, D. paradisiaca, D. zeae e D. solani), tais como
0s testes bioquimicos baseados em literatura, testes de patogenicidade a partir
de inoculacdes das linhagens em seus respectivos hospedeiros e também em

nao-hospedeiros, e testes moleculares, através da técnica de PCR-RFLP.



2.0BJETIVO

Essa dissertacdo tem como objetivo a identificacdo das linhagens de
Dickeya spp pertencentes a Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto
Biologico- IBSBF, através de testes bioquimicos e moleculares, e avaliar a
suscetibilidade de diferentes plantas hospedeiras a cada uma das espécies

bacterianas através dos testes de patogenicidade.



3.REVISAO DE LITERATURA

O cultivo de plantas ornamentais e olericolas representa grande
importancia para o pais e possui hiumeros expressivos no que diz respeito a
guantidade de producéo, movimentacgdao financeira, importacao e exportacdo. No
entanto, produtores devem ficar atentos as pragas que atingem essas culturas,
ja que fitobactérias, como a Dickeya, provocam efeitos devastadores e
prejudiciais para essas espécies (EMBRAPA, 2015). Ao que se sabe, os
sintomas causados por esses fitopatdgenos, em geral, comecam a se manifestar
na parte aérea das espécies vegetais, e revelam-se principalmente na forma de
manchas foliares escurecidas e anasarcadas, para depois evoluirem e atingirem
as partes internas, acarretando em parcial decomposicédo e consequente morte
das plantas, resultando em uma queda do valor dessas para a comercializacao
(ALMEIDA et al., 1996).

O género Dickeya engloba uma série de bactérias fitopatogénicas
responsaveis por quadros de podriddo mole, e foi proposto por Samson e
colaboradores (2004), substituindo o chamado “complexo Erwinia chrysanthemi”,
assim, quando foi apresentado, os antigos patovares de Erwinia chrysanthemi
foram elevados ao nivel de espécie do género Dickeya, compreendendo D.
chrysanthemi (bv. chrysanthemi e parthenii), D. dadantii, D. dianthicola, D.

dieffenbachiae, D. paradisiaca e D. zeaea.

Em 2014, Van Der Wolf e colaboradores baseados em estudos de anélise
de sequéncia dos genes 16S rRNA, perfil de esterases de &cidos graxos,
producéo de fosfatase e a habilidade de produzir indol a acidos a partir de alfa-
metil glicoside, propuseram a criagdo de uma nova espécie — D. solani, a qual
vem causando sintomas de podridao mole e “canela preta” em plantios de batata

na Europa e em Israel.

Em nosso pais, Dickeya ja foi relacionado como patogeno de diversas
plantas hospedeiras, incluindo as culturas de abacaxi, abobora, alcachofra,

alface, batata, cebola, cebolinha, cenoura, couve flor, gengibre, mandioquinha-



salsa, milho, pimentao, repolho, tomate (MALAVOLTA et al., 2008; BERIAM et
al.,2016).

Em 1953, Bulkholder e colaboradores identificaram Erwinia chrysanthemi
como patégeno de crisantemo, enquanto Robbs (1980), assinalou a presenca de
E. chrysanthemi em plantas de cebolinha, na regido de Campo Grande, Estado
do Rio de Janeiro, causando sintomas de podriddo mole nas folhas e
posteriormente, afetando toda a planta. Os isolados de cebolinha também
mostraram-se patogénicos para plantas de crisantemo, fumo, alface, cenoura,
batata, batata-doce, pimenta, tomate, palma, comigo-ninguém-pode e bico-de-

papagaio, por meio de inoculacdes artificiais.

Henz, Lopes e Santos (1992), trabalhando com doencas de pds-colheita
descreveram a ocorréncia de E. carotovora subsp. carotovora, E. c.subsp.
atroseptica e E. chrysanthemi em plantas de mandioquinha-salsa, causando
quadros de podridao mole.

Almeida, Malavolta Junior e Rodrigues Neto (1994) relacionaram a
presenca de E. chrysanthemi em orquideas do género Phalaenopsis, causando
manchas foliares, podriddo mole e posterior morte da planta. Esses mesmos
autores, também em 1994, relataram a presenca de E. chyrsanthemi causando
encharcamento e apodrecimento do limbo foliar, do pedunculo, do peciolo e da
coroa de plantas de violeta. Ainda neste mesmo ano, Moura e colaboradores,
1994, também descreveram uma bacteriose em orchidaceae em Linhares, no
Espirito Santo, ocasionada por E. chrysanthemi, causando basicamente os

mesmos sintomas anteriormente citados.

Almeida e Malavolta Junior (1995) relacionaram a presenca de E.
chrysanthemi em plantas de cravo, mostrando sintomas de subdesenvolvimento
do sistema radicular, escurecimento de vasos, necrose na regiao do colo,

podendo chegar a morte da planta.

Malavolta Junior e colaboradores (1997) relataram a ocorréncia de E.
chrysanthemi em plantas de cordeline, ocasionando sintomas de podriddo mole.

Ainda em 1995, Malavolta e colaboradores descreveram pela primeira vez no



Brasil a ocorréncia do patovar parthenii de E. chrysanthemi, induzindo sintomas
de podriddo mole em raizes de cenoura e de “talo oco” em plantas de tomateiro,

coletadas nos municipios de Campinas e Sumaré, respectivamente.

Em 1996, Almeida e colaboradores descreveram essa bactéria como
patdogeno de amarilis, mostrando sintomas de podriddo mole nas folhas e no
bulbo. Com a evolugdo dos sintomas, as folhas tornavam-se pardacentas,
causando destruicao do limbo foliar. Essa podridao também atingia as escamas
internas e externas do bulbo, culminando com a morte da planta. Ainda em 1996,
Malavolta e colaboradores relataram a ocorréncia de E. chrysanthemi em plantas
de comigo-ninguém-pode, coletadas em varios municipios do Estado de Sao
Paulo, mostrando sintomas de podriddao mole de estacas e colmos, que em
estagios mais avancados podiam levar a morte da planta.

Almeida e colaboradores (1997) assinalaram a ocorréncia de E.
chrysanthemi em plantas de kalanchoe, no municipio de Holambra, Estado de
Sdo Paulo. As plantas mostravam sintomas de podriddo mole, com lesdes
escuras nas folhas, podendo atingir todo o limbo foliar e as hastes, causando
morte da gema lateral, além da podridao dos brotos. Nesse mesmo ano, Robbs
e colaboradores (1997) detectaram a presenca de E. chrysanthemi causando
problemas em plantas de alface em cultivos hidroponicos, coletadas na regiao

sudeste do pais.

Takatsu, Santos e Franco (2001), constataram a presenca de moléstia
denominada “colapso dos frutos” do abacaxizeiro, causada por E. chrysanthemi,
em frutos de abacaxi coletados da regido de Frutal, Minas Gerais. Frutos na fase
de maturacdo expeliam gases e espumas, podendo emitir chiados nos periodos
mais quentes do dia. Os frutos ficavam ocos.

Grabert, Beriam e Almeida (2004) descreveram a presenca de E.
chrysanthemi em plantas de nolina (Beaucarnea recurvata), apresentando

sintomas de apodrecimento das hastes.



Em 2004, Henz e Lopes relataram a ocorréncia de E. chrysanthemi em
frutos de abdbora no Distrito Federal, que mostravam sintomas de

apodrecimento na regido central do fruto.

Toth e colaboradores (2011) atribuiram as espécies de Dickeya a
incidéncia da chamada “canela preta” em batata na Holanda, na Bélgica e na
Franca. Nos ultimos anos esse género bacteriano tem aumentado de importancia

em VAarios paises europeus e em Israel na cultura da batata.

Ha ainda relatos de E. chrysanthemi em plantas de milho, em varias
regides do Brasil, sempre relacionadas com quadros de podriddo mole
(MALAVOLTA et al., 2008; BERIAM et al., 2016).

A identificacdo de fitobactérias € o primeiro passo para o estudo das
doencas bacterianas. Informacdes sobre a identidade, a diversidade e o controle
de isolados prevalentes em determinadas regifes sdo fundamentais para o
conhecimento da ecologia do patégeno e controle dessas doencas. Essas
informacdes também sdo importantes no desenvolvimento de variedades
resistentes, além de essencial nos programas de quarentena, detectando e
impedindo a entrada de patdégenos em areas em que ainda ndo tenham sido
detectados (SUHARJO, SAWADA e TAKIKAWA, 2014).

Com base em trabalhos recentes, foram realizados testes bioquimicos
descritos em literatura e capazes de diferenciar as linhagens pertencentes a
Colecao de Culturas, utilizando para fins de comparacgéao as linhagens tipo de
Dickeya zeae, Dickeya chrysanthemi, Dickeya dadantii, Dickeya dieffenbachiae
e Dickeya dianthicola, para que assim fosse possivel a identificagdo em niveis
especificos de todas das linhagens de Dickeya depositadas na Colegcédo de
Culturas IBSBF, de acordo com metodologias descritas por Dickey (1979) e
Samson e colaboradores (2004).

Os testes bioquimicos utilizados consistiam em meios de cultivos

especiais contendo o substrato a ser analisado, com a utilizacdo dos meios



inositol, caseina, D(+) rafinose, manitol, malonato, D(+) lactose, D(-)

tartarato, lactose, inulina, fosfatase, D(-) melibiose, B-gentiobiose e indol.

Além disso, foram realizados testes moleculares baseados na literatura
de Suharjo, Sawada e Takikawa (2014) com pares de primers especificos para
confirmar a identificacdo das linhagens, seguido por amplificacdo e pela técnica

de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Lenght).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens bacterianas

Foram utilizadas 37, linhagens bacterianas pertencentes a Colecdo de
Culturas IBSBF, relacionadas na Tabela 1, sendo 5 linhagens Tipo, ou seja, ja
identificadas, e 32 nado identificadas. As linhagens foram reativadas em meio de
cultura nutriente agar “NA” (extrato de carne 3,0 g; peptona 5,0 g; NaCl 5,0 g,
agar 17 g, agua destilada g.s.p. 1000 mL) e posteriormente mantidas em estufa
por 48 h, a 28° C. Durante o desenvolvimento dos trabalhos, as bactérias foram

mantidas em suspensdo em agua destilada esterilizada.

4.2. Testes de patogenicidade

A partir do crescimento das linhagens bacterianas em meio NA, foram
preparadas suspensdes bacterianas em agua destilada esterilizada, com a
concentracdo  aproximada de  108UFC.mL? (escala  McFarland).
Preliminarmente, foram efetuadas inoculagbes em seus respectivos hospedeiros
homologos, ou seja, 0s hospedeiros dos quais essas linhagens foram isoladas
pela primeira vez (Tabela 1). A partir da reproducéo dos sintomas nas partes
areas das plantas como caules e folhas, em hospedeiros homodlogos, foram
também desenvolvidos testes de inoculagdo cruzada, nos chamados
hospedeiros heterdlogos, entre as diversas espécies de plantas relacionadas na

Tabela 1. E importante salientar que todas as linhagens, assim que sdo



recebidas no laboratério, sdo obrigatoriamente testadas em seus
hospedeiros homologos, e sO a partir da observacdo do desenvolvimento dos

sintomas, sédo depositadas na Colecéo de Culturas IBSBF.

Tabela 1. Linhagens bacterianas utilizadas neste estudo, que se encontram
incorporados na Colecdo de Culturas de Fitobactérias do Instituto Bioldgico
(IBSBF)

IBSBF ESPECIE HOSPEDEIRO

229 Dickeya sp. violeta

231 Dickeya chyrsanthemi (T) crisantemo

554 Dickeya sp. filodendro

846 Dickeya sp. comigo-ninguém-pode
851 Dickeya dieffenbachiae (T) comigo-ninguém-pode
852 Dickeya zeae (T) milho

856 Dickeya sp. batata

920 Dickeya sp. batata

933 Dickeya sp. milho

934 Dickeya sp. milho

976 Dickeya sp. cravo

977 Dickeya sp. cravo

994 Dickeya sp. tomate

1017  Dickeya sp. orquidea



Tabela 1. Continuacdo

1028  Dickeya sp. violeta

1030 Dickeya sp. violeta

1031 Dickeya sp. violeta

1041 Dickeya sp. cenoura

1047 Dickeya sp. orquidea

1048 Dickeya sp. comigo-ninguém-pode
1051 Dickeya sp. violeta

1081 Dickeya sp. orquidea

1133 Dickeya sp. amaralis

1139 Dickeya sp. orquidea

1223 Dickeya sp. kalanchoe

1265 Dickeya sp. gengibre

1267 Dickeya sp. filodendro

1292 Dickeya sp. gengibre

1383 Dickeya sp. bico de papagaio
1468 Dickeya sp. cebola

1922 Dickeya sp. pata de elefante

1923 Dickeya sp. pata de elefante
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Tabela 1. Continuacdo

1798 Dickeya sp. milho

1952 Dickeya sp. tomate

2340 Dickeya sp. batata

2912  Dickeya dadantii (T) malva de cheiro
2918 Dickeya dianthicola (T) cravo

(T) Linhagens tipo

Tanto para as inoculacdes em hospedeiros homdélogos como em
hospedeiros heterdlogos, as plantas testes foram mantidas em condi¢cbes de
casa-de-vegetacdo, em vasos com terra, sendo regadas periodicamente, de
acordo com a necessidade de cada espécie. Além disso, ap0s a inoculacéo
todas as plantas permaneceram em camara Umida por 48 horas. Foram
inoculados quatro vasos para cada planta hospedeira, sendo que um dos vasos
foi tratado com agua destilada (controle negativo).

Para as inoculacdes, os vasos foram etiquetados e numerados de acordo
com as linhagens utilizadas. A partir disso foram selecionadas ao acaso seis
folhas de cada planta, as quais foram identificadas e inoculadas através de seis
microlesbes foliares efetuadas com o auxilio de agulhas embebidas nas

suspensdes bacterianas (Figura 1).
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Casa de vegetacao

Inoculagdo em hospedeiro homélogo

A J

Fontes: Cantinhe verde naturezz

Inoculagédo em hospedeiro heterdlogo ‘

Figura 1. llustragéo indicando como foram efetuadas as inoculagdes, de acordo
com as linhagens e hospedeiros utilizados.

4.3. Testes bioquimicos

Os testes bioquimicos foram desenvolvidos de acordo com metodologia
descrita por Dickey (1979) e Samson e colaboradores (2004). Para identificacéo
em nivel de género foram utilizados os seguintes testes: producédo de fosfatase,
producao de indol (Triptona 10,0 g; Extrato de levedo 5,0 g; 4gua destilada g.s.p.
1000 mL), producéo de &cido a partir dos carboidratos, D(+) lactose, m-inositol e

utilizacéo de acidos organicos a partir de malonato.

As diferenciac6es em nivel de espécies foram efetuadas por meio dos
seguintes testes: B-gentiobiose, D(-) tartarato, inulina, lactose, D(-) melibiose,

D(+) rafinose, manitol e caseina.

No caso de testes bioquimicos liquidos, foram preparadas suspensdes
com agua destilada para todas as bactérias envolvidas e com o auxilio de uma
micro-pipeta foi adicionada uma quantidade padréo da suspenséao em cada tubo
contendo o meio. Ja para os testes bioguimicos com meios solidos, as
inoculagdes foram efetuadas a partir do crescimento bacteriano em meio

Nutriente Agar.



13

A partir dos resultados, que variaram de sete dias a um més para serem
obtidos, as caracteristicas dos testes foram comparadas com a literatura para
assim confirmar a identificacdo das linhagens pertencentes a Colecdo de
Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico IBSBF. Para cada teste
bioguimico realizado, foram efetuadas trés repeticdes para confirmacdo dos

resultados.

4. 4. Testes moleculares

4.4.1Extracdo de DNA genbémico de bactérias em pequena

escala

As extracBes de DNA foram realizadas a partir de amostras de Dickeya
spp. incorporadas a Colecao de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biol6gico
(IBSBF), seguindo a metodologia de Pitcher e colaboradores (1989).

A partir do crescimento bacteriano em meio nutriente agar, por 48h a
28°C, foram transferidos cerca de 100 mg de biomassa da bactéria para um tubo
com cerca de 5 mL de meio de cultura liquido (NB), o qual foi incubado a 28 °C
por 12 a 16 horas. A cultura liquida foi submetida a centrifugacéo e as células
foram suspensas em 100 pL de solugéo de TE pH 8,0 (10 mMTris; 1 mM EDTA)
contendo 2 mg/mL de lisozima dissolvida, e incubadas a 37°C por 1 hora. Em
seguida, foram adicionados 500 pL da solugao de tiocionato guanidina 5 M, para
promover a lise da célula, com ligeira agitacdo. Posteriormente foram
adicionados 250 pL de acetato de aménio 7,5 M. Os tubos foram invertidos
gentilmente por véarias vezes, e incubados no gelo por mais 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1 v/v),

agitados manualmente e centrifugados a 7500 g, por 10 min.

A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga,
contendo 0,54 vol. de isopropanol, aproximadamente 450 uL, para precipitar o
DNA. A solucao foi centrifugada a 6400 g por 2 minutos e o sedimento de DNA
foi lavado trés vezes com etanol 70% (v/v), secando a vacuo. O sedimento foi

seco a temperatura ambiente para depois ser suspendido em 200 yL de tampéo
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TE pH 8,0. Em seguida, foram adicionados 2 yL de RNAse (10mg/mL) e a
solucéo foi incubada novamente a 37 °C por uma hora. Posteriormente, foram
adicionados 40 uL de cloreto de litio 8 M e 1 volume de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1), aproximadamente 240 uyL. Apos centrifugagdo de 10 min. a
6400g, a fase aquosa foi entédo transferida para um novo microtubo, e o DNA foi
precipitado com 2 volumes de etanol absoluto, cerca de 400 pL, e os sedimentos
foram lavados com etanol 70% duas vezes e colocados para secar em
temperatura ambiente. Apos isso, 0 DNA foi suspendido em 20 a 50 uL de agua
milli-Q e estocado a -20 °C

A pureza e quantificacdo do DNA das amostras foram
determinadas através de eletroforese em gel de agarose 0,6% em tampéao TAE
1X (0,04 M Tris-acetato/0.001 M EDTA). Os géis foram corados com brometo de
etideo (10mg/mL), visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e

fotografados em sistema digital de fotodocumentacéao.

4.4.2. Amplificagdo com o par de primers RS-1 e RS-2 (recA)

Os experimentos de amplificacdo foram realizados preparando-se
reacoes de 25 L, contendo em média 200ng de DNA cromossémico; 1X tampao
da enzima TagDNA polimerase (Fermentas); 1X BSA (Bovine Serum Albumine)
(10 mg/mL); 0,4 uM de cada primer (RS-1.TTCATRCGRATCTGGTTGAT e RS-
2: ATCGCTCAATGGATGTTGAAA); 1,5 mM MgClz; 0,2 mM de dNTPs e 2U da
enzima TagDNA polimerase (Fermentas). O programa de amplificacdo das
amostras consistiu em um ciclo de desnaturacéo inicial a 94 °C/5 min.; seguido
de 30 ciclos a 94 °C por 1min; extensdo do primer: 72 °C/1 min; ciclo de extenséo
final a 72 °C/7. Amplificacdo para PCR: desnaturacao inicial: 94 °C, 5 min,
seguido de 32 ciclos com denaturacdo de 94 °C por 30 s; extensao final da
enzima a 72 °C, por 7 min (SUHARJO, SAWADA & TAKIKAWA, 2014).

Para a amplificagéo foi utilizado o termociclador Geneamp PCR System
9700; Perkin-Elmer e os produtos de amplificacdo foram visualizados por meio

de eletroforese em gel de agarose 1,5%. O par de primers utilizado em todas as
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reagBes tem o comprimento do produto de PCR de 499 pares de bases e esta

relacionado na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia do par de primers que foi utilizado neste estudo.

MLSA cod Sequencia (5- 3") Comprimento do Regido Amplificada Referéncia
produto de PCR (pb)

RS-1 TTCATRCGRATCTGGTTGAT 499 RecA (SUHARJO et
RS-2 ATCGCTCAATGGATGTTGAAA PCR-RFLP al.,2014)

4.5. PCR-RFLP do generecA (Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Lenght)

Para essa analise, foi utilizado o gene recA como sendo marcador
molecular para diferenciar primeiramente as linhagens Tipos da Colecao de
Culturas IBSBF, e posteriormente as demais linhagens de interesse. Para a
técnica de amplificacdo ja citada, foram utilizados o par de primers RS-1 e RS-
2, provenientes do gene recA. Com a obtencédo dos produtos da amplificacédo do
gene em questao (499 pb), procedeu-se a digestdo com enzimas de restrigéo.
Nesse caso, foram utilizadas enzimas para meios de comparacao e para que
fosse possivel analisar a mais eficiente, séo elas: Alu I, Dde |, Rsa | e Hpa Il.
Para as reacfes de PCR, foram utilizados 5 pL dos produtos de amplificacédo
(reacOes de 15 pL contendo 5U da enzima por reacéo incubadas durante a
noite). A observacao dos resultados foi realizada através de eletroforese em gel
de agarose 3% corado com brometo de etideo, para entdo serem visualizados e

fotografados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Testes de patogenicidade

Foram testadas 12 espécies vegetais entre ornamentais e olericolas,
como kalanchoe, cravo, violeta, amarilis, poinsétia, crisantemo, orquidea, malva
de cheiro, comigo-ninguém-pode, tomate, cebola e batata (Figura 2), sendo
inoculadas na maioria dos casos com suas linhagens homoélogas e algumas
heterdlogas. Ha ainda, situacdes onde o hospedeiro homadlogo néo foi testado
com sua respectiva linhagem, a qual foi inoculada em hospedeiros heterdlogos,
podendo expressar ou hao sintomas, isso porque assim que o Laboratério de
Bacteriologia Vegetal recebe uma linhagem ja identificada ou com alguma
suspeita de identificacdo, essa é inoculada ja em seu hospedeiro homaélogo para
observar a expressao de sintomas e confirmar a identificacdo, por isso a nao
necessidade de inocular linhagens em hospedeiros homdlogos.

Essa técnica de inoculacdo foi também utilizada por Samson e
colaboradores (2004), para identificar o nivel de homologia entre a linhagem e
seu hospedeiro homdélogo, e também em hospedeiros heterélogos, porém seus

resultados foram baseados em porcentagens para cada expressao de sintomas.

Figura 2. Inoculagdo da linhagem bacteriana IBSBF-920 em folhas de batata
(hospedeiro homodlogo) e posterior expressdo de sintomas, indicando um
resultado positivo.
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As plantas que apresentaram suscetibilidade foram aquelas que quando
inoculadas com uma ou mais linhagens bacterianas, expressaram sintomas
caracteristicos a pelo menos uma dessas bactérias, sintomas esses que variam
dependendo do tipo de planta, do lugar onde foi inoculada a suspensao
bacteriana, e da agressividade da linhagem (ALMEIDA et al., 1996).

Os sintomas, na maioria dos casos, apareceram em forma de manchas
escuras nas partes areas das plantas, como caule e folhas, a murcha também é
muito comum, ja que ocorre uma obstrucdo dos vasos vasculares do caule,
impedindo o fluxo de agua até as folhas, por exemplo, além do apodrecimento,
parcial ou total, das plantas.

Sendo assim, as linhagens IBSBF-1265 (gengibre), IBSBF-1292
(gengibre), IBSBF-1041 (cenoura), IBSBF-1922 (pata de elefante), IBSBF-1923
(pata de elefante), IBSBF-1798 (milho), IBSBF-933 (milho), IBSBF-934 (milho),
IBSBF-852 (milho), IBSBF-1267 (imbé), IBSBF-554 (imbé), ndo foram
inoculadas em seus hospedeiros homélogos, porém todas elas foram inoculadas
em hospedeiros heterélogos diversos, ndo expressando sintomas em nenhum
deles.

Segundo os testes realizados descritos na tabela 2, a linhagem IBSBF-
976 isolada de cravo, além de expressar sintomas em hospedeiro homologo
apresentou sintomas em violeta, kalanchoe e tomate; a linhagem IBSBF-1028,
isolada de violeta, apresentou sintomas em seu hospedeiro homoélogo e também
em tomate; a linhagem IBSBF-1952, isolado de tomate, apresentou sintomas em
seu hospedeiro homdélogo e também em cravo; a linhagem IBSBF-2912
apresentou sintomas em seu hospedeiro homélogo, malva de cheiro, e também
em violeta; a linhagem IBSBF-231, isolado de crisantemo, apresentou sintomas
em seu hospedeiro homdlogo e também em violeta; a linhagem IBSBF-2918,
isolado de cravo, apresentou sintomas em seu hospedeiro homélogo e também
em violeta; a linhagem IBSBF-977 apresentou sintomas em seu hospedeiro
homaologo, cravo, e também em poinsétia; ja a linhagem IBSBF-1030, apresentou
sintomas em seu hospedeiro homdlogo, violeta, e também em kalanchoe; a
linhagem IBSBF-1051 apresentou sintomas em seu hospedeiro homodlogo,
violeta, e também em cravo e a linhagem IBSBF-856 apresentou sintomas em
seu hospedeiro homologo, batata, e também em tomate. As linhagens IBSBF-
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1081, IBSBF-1468, IBSBF-920, IBSBF-1383, IBSBF-1133, IBSBF-229, IBSBF-
846, IBSBF-851, IBSBF-1017, IBSBF-1031, IBSBF-1223, IBSBF-1048, IBSBF-
1047, IBSBF-1139, IBSBF-2340 e IBSBF-994 (isoladas respectivamente de
orquidea, cebola, malva de cheiro, batata, poinsétia, amarilis, violeta, comigo-
ninguém-pode, comigo-ninguém-pode, orquidea, violeta, kalanchoe, comigo-
ninguém-pode, orquidea, orquidea, batata e tomate) , expressaram sintomas
apenas em seus hospedeiros homologos, indicando entdo uma especificidade
dessa linhagem.

Para as linhagens que apresentaram patogenicidade também em
hospedeiros heterélogos, foi fundamental que sua confirmacgéo de identificacao
tenha sido em nivel especifico, jA& que seria provavel que tais linhagens
pertencessem a uma mesma espécie que as fitobactérias relacionadas para

esse trabalho.

Samson e colaboradores, 2005, obtiveram resultados semelhantes em
relacdo a heterogeneidade, ja que muitas das espécies de Dickeyas utilizadas
em seu trabalho, expressaram sintomas em outras plantas, além de suas

hospedeiras homodlogas.

Os resultados obtidos a partir dos testes de patogenicidade podem ser

observados na Tabela 3.
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Tabela 3. Testes de patogenicidade realizados durante o estudo e seus
resultados.

Inoculagiies
=
a
o §
IBSBF Espécie Hospedeiro Homdlogo o g . %
¥ m g -'5- 'E m 3 m g E 2
SE¥ L F32255¢ g5
s 23558 g3z ¢k
976 D. crysanthemi crave LT T +
1081 0. zeqe orquidea - - - + -
1028  D. crysanthemi violeta -+ -
1468 D. dodontii cebola - - - + -
1952 D, crysanthemi tomate + 0+ -
212" . dodonti malva de cheiro .- s N i
231" D crysanthemi crisantémo - -+ + -
1265 D, crysanthemi gengibra - - -
1292 D crysanthemi gengibre - - -
920 D crysanthemi batata - - - + -
1383 D. crysanthemi poinsétia - + - .
1041 D, erysanthemi Cenoura - - - -
918" . dionthicolo cravo -
1922 D. zeae pata de elefante - - - -
1923  D. crysanthemi pata de elefante - - - - -
1798  D. crysanthemi milho - - - - -
933 D. zeae milho - - -
934 D. zeae milho - - == -
1133  D. crysanthemi amarilis - - - - - +
229 D crysanthemi violeta - * -
846 D. cleffenbochioe  comigo-ninguém-pode - - I
851" D. dieffenbochioe  comigo-ninguém-pode - - -
977 D. crysanthemi cravo + - -
1017 D. dodantii orquidea - . + -
1030 D. crysanthemi violeta - + - “
852" D. zeae milho -
1031  D. crysanthemi violeta - - ¥ - .
1267  D. crysanthemi imbeé - - -
1051 D, crysanthemi violeta + - # -
1223 D. crysanthemi kalanchoe = - +
1048 D. zeae comigo-ninguém-pode - - - #
1047 D. dodantii orquidea - - + -
1139 D. dodantii orguidea = = = + -
2340 D, crysanthemi batata - - - + =
554 D, crysanthemi imbé - - - -
994 D. zeae tomate - -
856 D dianthicolo batata - - + - =
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(T) linhagens Tipo
(+) linhagens que, quando inoculadas, expressaram sintomas positivos nas espécies vegetais;

(-) linhagens que, quando inoculadas, ndo expressaram sintomas nas espécies vegetais.

Todas essas linhagens foram preservadas através de métodos de
manutencgao a longo prazo, como a liofilizacao e a criopreservagéo, com o
principal objetivo de preservar as caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
genéticas desses fitopatdogenos. Segundo Sola (2011), a liofilizagcao consiste na
remocdo de agua presente em amostras biologicas viaveis e posterior
congelamento. Considerada uma das técnicas mais eficientes em casos de
preservacdo, ela garante a viabilidade dos agentes por longos periodos e
costuma ser aplicavel para a maioria deles. J4 a criopreservacao, € utilizada para
manter diversos tipos celulares em baixas temperaturas (-20 °C a -80 °C em
freezers), com o objetivo de minimizar danos em materiais bioldgicos, como as
bactérias.

Porém, tanto a liofilizacdo, quanto a criopreservacao, oferecem riscos aos
microrganismos armazenados. No caso da liofilizac&o, as etapas que compde o
processo (congelamento, desidratacdo primaria e desidratacdo secundaria)
podem causar danos celulares e uma série de alteracbes na permeabilidade da
membrana celular. JA a criopreservacdo oferece problemas intimamente
relacionados com a mudanca de temperatura das amostras armazenadas, como
a alternancia brusca da temperatura, ou temperaturas muitos elevadas para 0s
microrganismos. Todos esses fatores que afetam amostras liofilizadas e
criopreservadas podem afetar a viabilidade e estabilidade celular, inclusive
alterando as caracteristicas relacionadas a patogenicidade do isolado, induzindo
a prejuizos irreversiveis e deixando o material seriamente lesado (SOLA, 2011).

Ainda segundo Miyamto-Shinohar e colaboradores (2008), bactérias
Gram negativas, que € o caso do género Dickeya, apresentam indices menores
de sobrevivéncia em suas estruturas quando submetidas a esses métodos de

manutenc¢ao, quando comparadas com bactérias Gram positivas.
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5.2. Testes bioquimicos

Segundo Dickey (1979), caracteristicas fenotipicas podem ser utilizadas
para separar Erwinia chrysanthemi de outras espécies do género Erwinia que
causavam podriddo mole, incluindo producéo de fosfatase, producdo de gas de

glicose, producéo de indol e inabilidade de produzir &cido a partir de D-trealose.

Os resultados dos testes bioguimicos obtidos, baseados no trabalho de
Dickey (1979), Takatsu (2007) e Samson e colaboradores (2005), quando
comparados a literatura, permitiram enquadrar 32 linhagens descritas na Tabela
1, em algumas das novas espécies propostas por SAMSON e colabores (2005),
das quais 20 foram alocadas como Dickeya chrysanthemi (IBSBF-229, IBSBF-
554, IBSBF-920, IBSBF-976, IBSBF-977, IBSBF-1028, IBSBF-1030, IBSBF-
1031, IBSBF-1041, IBSBF-1051, IBSBF-1133, IBSBF-1223, IBSBF-1265,
IBSBF-1267, IBSBF-1292, IBSBF-1383, IBSBF-1798, IBSBF-1923, IBSBF-1952,
IBSBF-2340), 6 como Dickeya zeae (IBSBF-933, IBSBF-934, IBSBF-994,
IBSBF-1048, IBSBF-1081, IBSBF-1922), 4 como Dickeya dadantii (IBSBF-1017,
IBSBF-1047, IBSBF-1139, IBSBF-1468), 1 como Dickeya dieffenbachiae
(IBSBF-846), e 1 como Dickeya dianthicola (IBSBF-856). Todos os testes
bioquimicos propostos por SAMSON et al. (2004) foram realizados com todas as

linhagens relacionadas na Tabela 1.

No geral, foram utilizados testes bioguimicos sugeridos através de
literaturas, os quais permitiram, de acordo com os resultados, diferenciar todas
as espécies do género Dickeya disponiveis na Colecédo de Culturas IBSBF.

Esses testes foram importantes para confirmar a identificacdo das
espécies de bactérias em foco, onde no caso de resultados positivos, foi possivel
observar transformacdes quimicas, resultado da acdo das enzimas dos
microrganismos, € no caso de resultados negativos a aparéncia dos meios
continuaram as mesmas, ou Seja, esses testes permitiram a classificagdo das
linhagens bacterianas através do seu metabolismo, apresentando ou nao
capacidade de degradar os determinados substratos.

Os resultados dos testes bioquimicos estado relacionados na Tabela 4.
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Tabela 4. Testes bioquimicos das diferentes linhagens de Dickeya spp.

Meio / IBSBF 231(T) 976 1952 1030 1468 1028 846 851 (T) 852 (T)

Inositol + + + + +
Caseina

D{+) Rafinose
Manitol
Malonato
D(+) Lactose
D{-) Tartarato - - - - - - - - -
Lactose - - - -
Inulina

+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+
+ + + + +

+ + + + + o+
+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + +

+ 4+ + +

+ + + + +

+
i
i
i
+

Fosfatase
D{-)M elibiose
B-gentiobiose
Indal

+ 4+ + + o+
+ 4+ + + +
+ + + + +
+ + + + +
+ 4+ + +
+ 4+ + + o+

|

|

+ +

Meio / IBSBF 77 933 1223 1263 920 934 1017 1047 1133

Inositol
Caseina

D{+) Rafinose
Manitol
Malonato
D{+) Lactose
D{-} Tartarato - - - - - - - - -
Lactose - + - - -
Inulina
Fosfatase
O-)M elibiose
pB-gentiobiose
Indaol

+oF o+ o+ o+ o+
S O
+oF o+ o+ o+ o+
o b+ o+
+oF o+ o+ o+ o+
+oF o+ o+ o+ o+

+

+

+
i

+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+ o+
+ o+
+ o b+
+ o+ o+ o+
+ o+ o+ o+

MEiG,"IBSBF 1139 1383 1922 2912{T}2918f|’} 554 9
Inositol + + + + +

[N

4 836

+

+

Caseina + +
D(+) Rafinose + +
Manitol + +
Malonato + +
D{+) Lactose + +
D{-) Tartarato - - - -
Lactose + - + + - - + -
Inulina -

+ + + + + +
+ + + + + +

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +

+ + + +
+ + + +

i
+

Fosfatase
D{-)Melibiose
B-gentiobiose
Indol

+ + + +
+ + + + +
+
!

+ + + + +
+
!
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Meio / IBSBF 229 1292 1031 1267 1051 1081 1048 1041 1798 1923 2340
Inosital + + + + + + + + + + +
Caseina + + + + + + + + + + +
D(+} Rafinose + + + + + + + + + + +
Manitol + + + + + + + + + + +
Malonato + + + + + + + + + + +
D(+} Lactose + + + + + + + + + + +
D{-) Tartarato

Lactose + +

Inulina + + + + + + + + +
Fosfatase + + + + + + + + +
D{-}Melibicse + + + + + + + + +
B-gentiobiose + + + + + + + + +
Indol + + + + + + + + + + +

(IBSBF) nome da Cole¢éo de Culturas do Laboratério de Bactertiologia vegetal
(Meio) meios de cultivos utilizados para os testes bioquimicos
(-) testes bioquimicos com resultados negativos
(+) testes bioquimicos com resultados positivos

Quadro Resumo

D. crysanthemi

> Positivo para: Inositol, Caseina, D(+) Rafinose, Manitol,

Malonato, D(+) Lactose, Inulina, Fosfatase, D(-) Melibiose,

B-gentiobiose e Indol.

> Negativo para: D(-) Tartarato e Lactose.

D. dieffenbachiae > Positivo para: Inositol, Caseina, Manitol, Malonato, D(+)

Lactose, Fosfatase, B-gentiobiose e Indol.

>Negativo para: D(+) Rafinose, D(-) Tartarato, Lactose,

Inulina e D(-) Melibiose.
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D. zeae > Positivo para: Inositol, Caseina, D(+) Rafinose, Manitol, Malonato,
D(+) Lactose, Lactose, Fosfatase, D(-) Melibiose e Indol.

Negativo para: D(-) Tartarato, Inulina e 3-gentiobiose.

D. dadantii > Positivo para: Inositol, Caseina, D(+) Rafinose, Manitol, Malonato,
D(+) Lactose, Lactose, Fosfatase, D(-) Melibiose, (3-gentiobiose e
Indol.

Negativo para: D(-) Tartarato e Inulina.

D. dianthicola > Positivo para: Inositol, Caseina, Manitol, Malonato, D(+)
Lactose, D(-) Tartarato, Inulina, Fosfatase, 3-gentiobiose e
Indol.

Negativo para: D(+) Rafinose, Lactose, D(-) Melibiose.

5.3. Testes moleculares

SUHARJO, SAWADA & TAKIKAWA (2014) utilizaram diversos pares de
primers recA, dnaX, rpoD e gyrB para confirmar a identificacdo de 41 espécies
de Dickeya isoladas de 24 plantas no Japao, entre elas as espécies D.
chrysanthemi, D. zeae, D. dianthicola, D. dadantii e D. dieffenbachiae. A partir
da escolha de tais primers, os autores deram continuidade e prosseguiram com
a amplificacdo das linhagens de Dickeya e em seguida.pela técnica de PCR-
RFLP, com o primer recA foram utilizadas as enzimas de restricdo Sall, Bglll,
Pstl, Sphl, Haell e Alul, com o primer rpoD foram utilizadas as enzimas Hindfl,
Ddel e Bglll, e com o primer gyrB, as enzimas de restricdo utilizadas foram
BamHI e Ddel, possibilitando a identificacao das diferentes espécies a partir das
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caracteristicas de bandas visualizadas em eletroforese. Os resultados obtidos
no trabalho permitiram que fossem utilizados exatamente o par de primers
especifico para as linhagens necessarias neste trabalho e as enzimas de
restricdo para reagissem e digerissem os produtos de PCR.

A partir das extragdes e quantificagdes dos DNAs de interesse, foi
realizada a amplificagao das linhagens tipo: IBSBF-231, IBSBF-851,
IBSBF-852, IBSBF-2912 e IBSBF-2918, cada uma delas pertencentes a
uma espécie diferente de Dickeya, as quais sdo D. chrysanthemi, D.
dieffenbachiae, D. zeae, D. dadanti e D. dianthicola, respectivamente e de
outras 21 linhagens: IBSBF-1030, IBSBF-1468, IBSBF-1952, IBSBF-1265,
IBSBF-1028, IBSBF-1133, IBSBF-1383, IBSBF-1139, IBSBF-1223, IBSBF-
1922, IBSBF-554, IBSBF-994, IBSBF-920, IBSBF-977, IBSBF-1047, IBSBF-
976, IBSBF-933, IBSBF-1017, IBSBF-934, IBSBF-846, IBSBF-856, com 0 par
de primers RS1 e RS2 correspondentes a parte do gene recA descrito em
literatura (SUHARJO et al.,2014).

............. Os resultados mostraram que todas as linhagens testadas
apresentaram amplificacdo de parte do gene recA (499pb), todas com as
mesmas caracteristica de banda, tanto as linhagens tipo, quanto as
outras linhagens, ou seja, todas essas linhagens apresentaram sinal
positivo de amplificacdo do fragmento em questao (recA) de
aproximandamente 499 pares de bases. As demais linhagens nao
incluidas nestes experimentos, permanecem identificadas apenas por
testes bioquimicos. Foi possivel também, através da técnica de PCR,
confirmar a amplificacdo do fragmento e o tamanho de parte do gene recA
citado em literatura, com aproximadamente 499 pb para cada linhagem
testada (Figuras 3, 4 e 5).

ers RS-1 e RS-
Dickeya
BF-851"); (3)
SBF-2918"); (5)

Figura 3. Amplifi
2. (M) Marcador
chrysanthemi (IE
Dickeya dadanti
Dickeya zeae (IB s



26

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

r |

500 pb
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Figure
RS-2.
chrysc... e Nt ey Ay ey o ettt e = ety A=y
Dickeya dadantu (IBSBF-1468); (4) Dickeya chrysantheml (IBSBF-1952); (5)
Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1265); (6) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-
1028); (7) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1133); (8) Dickeya chrysanthemi
(IBSBF-1798); (9) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1383); (10) Dickeya
dadantii (IBSBF-1139); (11) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1223), (12)
Dickeya zeae (IBSBF-1922); (13) Dickeya zeae (IBSBF-8527); (14) Dickeya
chrysanthemi (IBSBF-554); (15) Dickeya dadantii (IBSBF-1047).

500 pb

e

Figura 5. Ampl RS-
2. (M) Marcador pae
(IBSBF-994); (2

chrysanthemi (I

dianthicola (IBS a

zeae (IBSBF-93

....... A partir do resultado positivo com a amplificagcédo primeiro das
linhagens tipos, e posteriormente das demais linhagens, foi realizada a
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digestdo dos produtos amplificados pela técnica chamada PCR-RFLP.
Para isso, de inicio, foram utilizadas as cinco linhagens tipos (IBSBF-231
D. chrysanthemi, IBSBF-852 D. zeae, IBSBF-2912 D. dadantii, IBSBF-851 D.
dieffenbachiae, IBSBF-2918 D. dianthicola) para que reagissem com as
enzimas de restricdo Alu I, Dde |, Rsa, Hpa Ill. A enzima de restricdo Alu |,
guando testada, permitiu a diferenciacéo apenas das linhagens IBSBF-
231, IBSBF-852 e IBSBF-2912. J4 com a enzima Dde I, foi possivel
diferenciar todas as linhagens tipos entre si, as quais apresentaram perfis
distintitos. Com a enzima Rsa todas as linhagens tipos apresentaram o
mesmo perfil, ndo sendo possivel entdo diferecia-las entre si (Figura 6),
enquanto a enzima Hpa ll, apesar de ter diferenciado todas as linhagens,
o resultado né&o foi tdo perceptivel visualmente quando comparado a
enzima Dde | (Figura 7).

500 pb

R
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500pb__

Figura 7. Digestdo dos produtos de amplificacéo
utilizando parte do gene recA junto a enzima Hpa Il. (M)
Marcador de peso molecular 100 pb (Fermentas); (1)
Dickeya chrysanthemi (IBSBF-2317); (2) Dickeya zeae
(IBSBF-8527); (3) Dickeya dadantii (IBSBF-29127); (4)
Dickeya dieffenbachiae (IBSBF-8517);(5) Dickeya
dianthicola (IBSBF-2918T).

....... Os resultados mostraram que com a enzima Dde I, foi possivel
observar perfis de restricdo distintos para cada uma das espécies
analisadas. Diante disso, os produtos de PCR correspodentes a parte do
gene recA das demais linhagens de Dickeya spp. Foram submetidos a
digestdo com a enzima Dde |

foi dada continuidade no experimento e as demais linhagens também
foram digeridas com a enzima Dde I.

Sendo assim, foi possivel confirmar que, comparando-se com 0s
perfis de restricdo das linhagens Tipo, as linhagens de Dickeya spp.
Foram identificadas como : Dickeya chrysanthemi, as linhagens IBSBF-
1030, IBSBF-1952, IBSBF-1265, IBSBF-1028, IBSBF-1133, IBSBF-1383,
IBSBF-1223. A linhagem que apresentou o mesmo perfil de restricdo
guando comparada com a Dickeya zeae foi a IBSBF-1922, jacom a
Dickeya dadantii, as linhagens que demonstraram o mesmo perfil de
restricdo foram IBSBF-1468 e IBSBF-1139 (Figura 8).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

500 pb
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Figura 8. Digestédo dos produtos de amplificacao utilizando parte do gene
recA junto a enzima Dde I. (M) Marcador de peso molecular 100 pb
(Fermentas); (1)

Dickeya zeae (IBSBF-8527); (2) Dickeya dieffenbachiae (IBSBF-851"); (3)
Dickeya chrysanthemi (IBSBF-2317); (4) Dickeya dadantii (IBSBF-29127);
(5) Dickeya dianthicola (IBSBF-2918"); (6) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-
1030); (7) Dickeya dadantii (IBSBF-1468); (8) Dickeya chrysanthemi
(IBSBF-1952); (9) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1265); (10) Dickeya
chrysanthemi (IBSBF-1028); (11) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1133); (12)
Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1383); (13) Dickeya dadantii (IBSBF- 1139);
(14) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-1223); (15) Dickeya zeae (IBSBF-1922).

Ja o segundo gel, com as mesmas configuracdes do primeiro,
permitiu identificar as linhagens IBSBF-554, IBSBF-920, IBSBF-977 e
IBSBF-976 como sendo Dickeya chrysanthemi ; as linhagens com os
mesmos perfis de restricdo a Dickeya zeae foram IBSBF-994, IBSBF-933 e
IBSBF-934; j4 as linhagens IBSBF-1047 e IBSBF-1017, possuem 0 mesmo
perfil de restricdo que a Dickeya dadantii, enquanto a linhagem IBSBF-846
se mostrou semelhante a Dickeya dieffenbachiae e, por fim, a linhagem
IBSBF-856 apresentou perfil de restricdo idéntico a Dickeya dianthicola
(Figura 9).

M 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M

-
500 pb E
=
—-—
—
—
Figura 9. i
recA juntg

(Fermentd

Dickeya zeae (IBSBF-852"); (2) Dickeya dieffenbachiae (IBSBF-851); (3)
Dickeya chrysanthemi (IBSBF-2317); (4) Dickeya dadantii (IBSBF-29127);
(5) Dickeya dianthicola (IBSBF-2918"); (6) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-
554); (7) Dickeya zeae (IBSBF-994); (8) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-920);
(9) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-977); (10) Dickeya dadantii (IBSBF-1047);
(11) Dickeya chrysanthemi (IBSBF-976); (12) Dickeya zeae (IBSBF-933);
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(13) Dickeya dadantii (IBSBF-1017); (14) Dickeya zeae (IBSBF-934); (15)
Dickeya dieffenbachiae (IBSBF-846); (16) Dickeya dianthicola (IBSBF-856).

Por fim, foi possivel identificar, através dos testes moleculares citados, as
linhagens IBSBF-1030, IBSBF-1468, IBSBF-1952, IBSBF-1265, IBSBF-1028,
IBSBF-1133, IBSBF-1383, IBSBF-1139, IBSBF-1223, IBSBF-1922, IBSBF-554,
IBSBF-994, IBSBF-920, IBSBF-977, IBSBF-1047, IBSBF-976, IBSBF-933,
IBSBF-1017, IBSBF-934, IBSBF-846 e IBSBF-856 (D. chrysanthemi, D. dadantii,
D. chrysanthemi, , D. chrysanthemi , D. chrysanthemi, D. chrysanthemi, D.
chrysanthemi , D. dadantii, D. chrysanthemi, D. zeae, D. chrysanthemi, D. zeae,
D. chrysanthemi, D. chrysanthemi, D. dadantii, D. chrysanthemi, D. zeae, D.
dadantii, D. zeae, D. dieffenbachiae e D. dianthicola, respectivamente) sendo
gue todas essas linhagens, identificadas através da técnica de PCR-RFLP,
apresentaram resultados concordantes com aqueles obtidos através dos testes

bioguimicos e de patogenicidade.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir também que, a partir de agora, 21 linhagens bacterianas
pertencentes ao género Dickeya estdo a disposicdo na Colecdo de Culturas
IBSBF identificadas seguramente por meio de testes bioquimicos, patogénicos
e moleculares, e outras 11 linhagens estdo também a disposicdo, e foram

identificadas através de testes bioquimicos e patogénicos.
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