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RESUMO

Os cultivos de hortaligas estdo presentes em diversos municipios do Estado de Alagoas,
sendo um importante recurso econdmico para os pequenos produtores locais. No entanto,
diversas hortalicas tem apresentado sintomas de podriddao mole, uma doenca altamente
destrutiva causada principalmente por bactérias do género Pectobacterium. Apesar disso,
ha poucas informacdes sobre a diversidade desse patdogeno no estado. Neste estudo, 50
isolados patogénicos pertencentes ao género Pectobacterium foram obtidos de alface,
couve e pimentdo em regides produtoras do estado de Alagoas e caracterizados com base
na filogenia, utilizando sequéncias parciais da regiao 16S rDNA e dos genes gapA, mdh,
icdA, proA e recA. Nas andlises moleculares utilizando a regido 16S rDNA com os 26
isolados, identificou-se trés haplétipos em clados distintos em uma arvore de
verossimilhanga. A partir dessa andlise, oito isolados representativos foram selecionados
para compor a filogenia de inferéncia Bayesiana com os dados concatenados dos genes
gapA, mdh, icdA, proA e recA. Através das andlises moleculares trés espécies de
Pectobacterium foram identificadas causando podridao mole em hortalicas no estado de
Alagoas: Pectobacterium brasiliense, Pectocbacterium aroidearum e Pectocbacterium
sp. Nesse contexto, o estudo constitui o primeiro relato de espécies pertencentes ao género
Pectobacteruim em hortalicas no Estado de Alagoas, Brasil.

Palavras-chave: Doengas bacterianas, Pectobacteriaceae, Caracterizagao olecular.



ABSTRACT

Vegetable crops are present in several municipalities in the state of Alagoas, representing
an important economic resource for small local producers. However, many vegetables
have shown symptoms of soft rot, a highly destructive disease mainly caused by bacteria
of the genus Pectobacterium. Despite this, there is little information about the diversity
of this pathogen in the state. In this study, 50 pathogenic isolates belonging to the genus
Pectobacterium were obtained from lettuce, cabbage, and bell peppers in producing
regions of the state of Alagoas and characterized based on phylogeny, using partial
sequences of the 16S rDNA region and the genes gapA, mdh, icdA, proA, and recA. In
molecular analyses using the 16S rDNA region with the 26 isolates, three haplotypes were
identified in distinct clades in a likelihood tree. Based on this analysis, eight
representative isolates were selected to compose the Bayesian inference phylogeny with
concatenated data from the genes gapA, mdh, icdA, proA, and recA. Through molecular
analyses, three species of Pectobacterium were identified causing soft rot in vegetables
in the state of Alagoas: Pectobacterium brasiliense, Pectobacterium aroidearum, and
Pectobacterium sp. In this context, the study constitutes the first report of species
belonging to the genus Pectobacterium in vegetables in the State of Alagoas, Brazil.

Keywords: Bacterial diseases, Pectobacteriaceae, Molecular characterization.
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1. INTRODUCAO

As hortaligas constituem importantes fontes alimentares devido a presenca de
fitoquimicos, vitaminas, minerais e fibras, essenciais para manutenc¢do da saude humana
(Rolnik; Olas, 2020). A China ¢ a principal produtora de hortalicas do mundo, com
aproximadamente 1,1 bilhdo de toneladas, enquanto Brasil constitui uma pequena
parcela, com cerca de 9 milhdes de toneladas, concentradas predominantemente nas

regides sul e sudeste do pais (FAO et al., 2020).

No Nordeste brasileiro, a horticultura estd amplamente distribuidas em diversos
estados, incluindo Alagoas (Brainer, 2021). Entre as mesorregioes alagoanas, o Agreste
se destaca como o principal polo horticola, com o municipio de Arapiraca apresentando
a maior produtividade e concentrando mais de 800 produtores responsaveis pelo cultivo
de uma grande variedade de hortalicas (SEBRAE, 2023). Dentre as principais culturas
produzidas na regido, destaca-se o coentro (10.773 toneladas), tomate (9.501 toneladas)

e batata-doce (5.837 toneladas) (SEPLAG, 2016; IBGE, 2017).

Apesar da importancia econdmica e social do cultivo de horticolas, o setor ainda
enfrenta desafios significativos, especialmente relacionados a manuten¢do da qualidade
dos produtos destinados a exportacdo (Mattos et al., 2009). Entre os obstadculos no
plantio de olericulturas, destaca-se a elevada suscetibilidade das culturas a doengas,
como a podriddo mole bacteriana, que ocasiona perdas expressivas ao longo da cadeia

produtiva (Lana; Moita, 2020).

A podriddo mole bacteriana ¢ uma doenca de ampla distribui¢cdo, afetando
diversas culturas de hortalicas em todo mundo, incluindo o Brasil (Cardoso, 2019).
Entre os principais agentes fitopatogénicos destacam-se espécies do género
Pectobacterium, bactérias pectinoliticas produtoras de enzimas capazes de degradar a
pectina, componente estrutural da parede celular vegetal (Grimault et al., 1997). Os
sintomas caracteristicos sdo encharcamento, maceragao, perda da coloracdo e odor
fétido, os quais sdo intensificados por condigdes ambientais favoraveis, especialmente
elevada temperatura e umidade (Romeiro, 2005). Esses fatores aceleram a progressao da
doenca, reforcando a necessidade da aplicagdo de técnicas de diagnésticos para

identificacao da podridao mole (Van Gijsegem; Van Der Wolf; Toth, 2021).



A identificagdo de bactérias fitopatogénicas, pode ser realizada por meio das
caracteristicas morfologicas, testes bioquimicos e imunoldgicos; no entanto, as técnicas
moleculares tém se destacado pela maior precisdo e reprodutivibilidade (Umesha;
Avinash, 2015). Entre essas abordagens, a polymerase chain reaction, apresenta uma
alta sensibilidade e confiabilidade, obtendo-se um rapido resultado. Desta forma, a PCR
se tornou uma ferramenta essencial para a deteccdo mais precisa de espécies-alvo,
contribuindo diretamente para tomada de decisdes do manejo da doenca em hortaligas

(Preethi; Umesha, 2025).

No Estado de Alagoas, estudos sobre a diversidade de bactérias associadas a
podriddo mole em hortalicas ainda sdo limitados. Considerando que o conhecimento
dessa diversidade ¢ fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de
manejo da doenga, o presente estudo teve por objetivo identificar a diversidade de
Pectobacterium spp. causadoras de podridao mole em hortalicas cultivadas no Estado de

Alagoas, utilizando analise de sequéncias multilocus (MLSA).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Importancia das hortalicas

As hortaligas constituem um amplo grupo de plantas que desempenham um papel
fundamental na alimentag¢do, devido a sua composi¢gdo de macro e micronutrientes
essenciais para a saude humana (Rolnik; Olas, 2020). Em 2018, a producao de
hortaligas alcangou aproximadamente 1,1 bilhdo de toneladas, com a China respondendo
por 50,7% desse total. No mesmo ano, o Brasil atingiu uma produtividade de 9 milhdes de
toneladas (FAO et al., 2020). Adicionamente, dados indicam que, em 2015 a
horticultura brasileira registrou uma produ¢do superior a 19 milhdes de toneladas

(Clemente, 2015).

Estima-se que no Brasil, mais de 30 espécies de hortaligas sejam cultivadas em
atividades agricolas, sendo responsavel pela geragdo de mais de 13 milhdes de
empregos na agricultura familiar (Carvalho; Kist; Beling, 2019). Entre os cultivos que
concentram os maiores volumes de produgao destacam-se o tomate, a batata, a cebola, a
cenoura, a batata-doce e o alho. Essa diversidade de hortaligas, representa uma
vantagem para os pequenos agricultores, por possibilitar o escalonamento da produgdo e

o cultivo em diferentes épocas do ano (Clemente, 2015).

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) realizou um levantamento
sobre a comercializagdo de horticolas, incluindo alface, batata, cebola, cenoura e tomate
em Centrais de Abastecimento (CEASAs) de diversos estados brasileiros, abrangendo
os periodo de 2023 a 2025. Nesse intervalo, foi registrada um movimentagao de 5
milhdes de toneladas comercializadas. Em 2023, o maior volume de comercializacao
ocorreu em agosto, com cerca de 450 mil toneladas. Em 2024, outubro apresentou uma
média de 440 mil toneladas, enquanto que em 2025, o pico foi observado em julho, com
aproximadamente de 430 mil toneladas comercializadas (Companhia Nacional de

Abastecimento, 2025).

Segundo o Censo Agropecudrio 2017, a regido do Nordeste brasileiro possui a
maior quantidade de estabelecimentos nacionais dedicados a horticultura, abrangendo
cerca de 41%. No entanto, a regido do Sudeste se destaca pelo maior valor de producdo
em comparagdo as outras macrorregides. Nas regioes do Nordeste brasileiro, o Estado do
Maranhdo produz principalmente coentro, alface, cebolinha, quiabo e milho verde; O

Piaui destaca-se na producdo de coentro, cebolinha, alface, milho verde, tomate e



pimentdo. Ja nos Estados da Paraiba, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas e
Sergipe, se assemelham na preferéncia da producao de batata-doce, coentro e alface. No

estado da Bahia, tem-se a maior produgdo de tomate e alface (Brainer, 2021).
2.2. Producio de hortalicas no Estado de Alagoas

A horticultura ¢ bastante distribuida pelo estado de Alagoas, presente em diversos
municipios, constituindo uma importante fonte econdmica tanto para o estado quanto para
as unidades familiares que compdem 90,6% dos estabelecimentos agropecuarios
(SEPLAG, 2016). De acordo com o Censo Agropecuario do IBGE (2017), Alagoas obteve
uma vasta producdo de hortalicas em toneladas, com destaque para o coentro, que liderou
com 10.773 toneladas, seguindo pelo tomate (9.501 toneladas) e pela batata-doce (5.837
toneladas). Na sequéncia, destacam-se a producdo de alface (4.329 toneladas), inhame
(3.095 toneladas), abobora (1.642 toneladas), couve (1.166 toneladas) e pimentao (933
toneladas). A cebolinha apresentou uma produgado de 931 toneladas, enquanto o repolho
alcangou 425 toneladas. As horticolas rucula, berinjela, couve-flor e cebola, registraram

producdes menores de 107, 70, 22 e 6 toneladas, respectivamente.

Entre as mesorregides alagoanas, destaca-se o Agreste como o principal produtor
de hortaligas, englobando varios municipios que desempenham essa atividade agricola
como Limoeiro de Anadia, Unido dos Palmares, Arapiraca, Taquarana, entre outros. O
municipio de Arapiraca ¢ a principal regido com maior produgao de hortaligas no agreste
alagoano, englobando cerca de 800 produtores que cultivam uma grande variedade de

hortalicas como alface, coentro, cebolinha, entre outros (SEBRAE, 2023).

No entanto, na regido do Sertdo alagoano, os produtores rurais se adaptaram-se as
condig¢des locais e implementaram o cultivo de hortalicas em pequenas propriedades,
tanto para subsisténcia quanto para obtencdo de uma renda econdmica. O municipio de
Agua Branca, ¢ um grande produtor de segmentos organicos, cultivando variedades
intermitentes como coentro, tomate, pimentdo, alface, cebolinha, couve, pimenta e

abobora (Barboza, 2022).

No Leste alagoano, apesar da predominancia de cana-de-agucar, ndo ¢ somente
dessa cultura que se movimenta a economia dessa mesorregido. O solo fértil e clima
chuvoso, favorece o desenvolvimento de diversas culturas. Em Coruripe, encontra-se a
producao de hortalicas como alface, repolho, couve, coentro, chuchu, abobora, batata-

doce, macaxeira e inhame (Dos Santos, 2019).



Apesar das condigdes favoraveis de solo e clima em Alagoas para o plantio de
hortalicas, os diferentes fatores ambientais podem aumentar a susceptibilidade na
instalacdo e propagacdo de patdogenos que causam danos direto ou indiretamente a
producao (Pereira; Pinheiro, 2012). As doengas bacterianas, como podridao mole pode
ocorrer no pré ou pos colheita, resultando em danos significativos que levam a perda total

da safra (Chaves; Tofoli, 2024).
2.3. Podridao mole bacteriana

A podridao mole ¢ uma doenca bacteriana causada por bactérias pectinoliticas
pertencentes a familia Pectobacteriaceae, que infectam uma ampla gama de hospedeiros
vegetais e provocam danos irreversiveis as plantas. Esses patégenos produzem enzimas
extracelulares como pectato liase (Pel), pectina liase (Pnl), pectina metil esterase (Pme)
e pectina acetil esterase (Pae), responsaveis pela degradagdo da pectina, um componente
estrutural importante da parede celular que confere rigidez ao tecido vegetal (Dess et al.,

2017).

Entre os diversos organismos capazes de causar podriddo mole em hortaligas,
destacam-se a viruléncia de espécies do género Pectobacterium, associadas a culturas
como batata, cebola, tomate e pimentdo. A doenca pode ocorrer tanto em pré quanto em
pos- colheita, sendo influenciada por fatores ambientais, edaficos pelas condigdes
fisioligicas do hospedeiro, que favorecem a colonizacdo e a disseminagdo dos

fitopatogenos (Filho ef al., 2018).

Diversas hortalicas sdo afetadas pela podriddo mole, resultando em perdas
significativas durante o cultivo. Entre as principais culturas afetadas, destacam-se a
alface e a couve-chinesa, que apresentam sintomas iniciais de murcha das folhas
externas. A medida que a doenca progride, observa-se encharcamento, maceragdo e
esverdeamento, culminando no apodrecimento total da planta (Ren; Petzoldt; Dickson,

2001).

Em batata, a podridao mole manifesta-se por lesdes imidas e escurecimento das
hastes, podendo evoluir para amarelamento e murcha da parte aérea em condi¢des mais
severas. Os tubérculos infectados apresentam textura amolecida ou cremosa, coloragao
escura e odor desagradavel. As bactérias associadas aos tubérculos doentes, podem ser
liberadas no solo e disseminarem para tubérculos adjacentes, principalmente por meio

de 4gua contaminada (Beriam; Destéfano; Occhiena, 2020).

Em culturas como tomate, berinjela e pimentdo, observa-se escurecimento do

caule, enquanto nos frutos surgem manchas encharcadas e irregulares, geralmente



6
iniciadas nos pedunculos, que evoluem para apodrecimento total com aspecto amolecidos

(Bergamin; Kimati; Amorim, 1995).

Atualmente, ndo existem métodos de controle da podriddo mole, sendo as
estratégias disponiveis baseadas principalmente em medidas preventivas e profilaticas
para mitigar os danos causados pela doenca (Motyka et al., 2017). Apesar dos avangos
tecnoldgicos, ainda ha necessidade do desenvolvimento de ferramentas capazes de
detectar precocemente bactérias pectinoliticas, de modo a reduzir os impactos sobre as
culturas vegetais. A diversidade dos géneros que integram a Familia Pectobacteriaceae,
aliada a influéncia de fatores ambientais e a susceptibilidade dos hospedeiros,
representam um grande desafio para o controle da podriddo mole (Kabir; Taheri;

Dumenyo, 2020).
2.4. Pectobacteriaceae causadoras de podridao mole

O género Pectobacterium ¢ amplamente estudado por causar significativas perdas
econdmicas em diferentes culturas. Espécies pertencentes a esse género, estdo listadas
entre as 10 bactérias fitopatogénicas mais destrutivas do mundo (Mansfield et al., 2012).
Taxonomicamente, o género pertence ao dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Enterobacteriales e, recentemente, alocado na Familia
Pectobacteriaceae. Estas bactérias sdo Gram-negativas, anaerobicas facultativas,

apresentam formato de bastonetes com a presenca de flagelos (Adeolu et al., 2016).

As espécies de Pectobacterium e Dickeya foram inicialmente agrupadas no género
Erwinia como proposto por Winslow et al. (1920), que inclui bactérias pectinoliticas
Gram-negativas, flageladas, fermentativas e ndo esporulantes. Esse agrupamento foi
subdividido em trés secdes: Amylovora (espécies necrotroficas), Carotovora (espécies
pectinoliticas causadoras de podridio mole) e Herbicola (isolados que apresentavam
pigmentos amarelos, incluindo saprofitas). Posteriormente, em 1945, Waldee propos a
transferéncia das bactérias pectinoliticas do grupo Carotovora para o género

Pectobacterium, uma reclassificacao posteriormente consolidade por Dye (1969).

Com base em andlises gendmicas, Samson et al. (2005) propuseram a
reclassificagdo de Erwinia chysanthemi em um novo género, denominado Dickeya,
inicialmente composta por seis espécies. Posteriormente, Adeolu et al. (2016),
revisaram a classificagdo da antiga familia Enterobacteaceae, reorganizando-a na ordem
Enterobacterales, que passa a englobar diversas familias, incluindo a Pectobacteriaceae.
Essa familia, frequentemente referida como “Soft rot Pectobacteriaceae” reune géneros
de bactérias fitopatogénicas responsaveis podridao mole, destacando-se Pectobacterium

e Dickeya, além de outros géneros associados, como Lonsdalea ¢ Brenneria (Adeolu et



al., 2016).

Avancos nas analises filogenéticas, particularmente baseadas na regidao 16S
rDNA, resultaram em um aumento significativo no niimero de espécies reconhecidas do
género Pectobacterium. Atualmente, sdo descritas 20 espécies, incluindo P. actinidiae,
P. aquaticum, P. aroidearum, P. atrosepticum, P. betavasculorum, P. brasiliense, P.
cacticida, P. carotovorum, P. fontis, P. odoriferum, P. parmentieri, P. parvum, P.
peruviense, P. polaris, P. polonicum, P. punjabense, P. quasiaquaticum, P. versateli,

P. wasabiae e P. zantedeschiae (Van Gijsegem; van der Wolf; Toth, 2021).

O género Dickeya também apresentou um aumento no numero de espécies por
meio das analises filogenéticas, gendmicas e fenotipicas de isolados de cole¢des antigas.
Como resultado, uma reorganizacdo taxondmica foi proposta, culminando no
reconhecimento de 12 espécies aceitas: D. aquatica, D. chrysanthemi, D. dadantii, D.
dianthicola, D. fangzhongdai, D. lacustris, D. oryzae, D. paradisiaca, D. poaceiphila,
D. solani, D. undicola e D. zeae (Hugouvieux-Cotte-Pattat; Pédron; Gijsegem, 2023).

Nesse contexto, observa-se que ao longo dos anos, a organiza¢do taxonomica
dos agentes causadores de podriddo mole tem sido fundamentada em testes bioquimicos,
sorologicos e moleculares (Narayanasamy, 2011). Destacam-se, em especial, as
abordagens moleculares baseadas na andlise da regido 16S ribossomal, por se tratarem
de métodos réapidos, especificos e altamente sensiveis. Essas abordagens envolvem a
Polymerase chain reaction (PCR), na qual fragmentos de DNA sdo amplificados por
meio de primers especificos direcionados a genes delimitados. A partir dessas analises,
torna-se possivel uma reorganizagdo mais confidvel das espécies, contribuindo para

maior precisao na sua caracterizagdo taxonomica (Kang; Knwon; Go, 2003).
2.5. Métodos de diagnosticos e identificacio de Pectobacterium spp.

Entre os métodos classicos de identificagdo bacteriana, destacam-se as abordagens
baseadas na caracterizagao morfologica das colonias das bactérias pectinoliticas. Nessas
analises, observa-se o aspecto de ‘“vidro quebrado” com o auxilio de lupa com
iluminagdo obliqua, que constitui uma caracteristica diagndstica tipica de bactérias
produtoras de pectina (Kelman; Dickey, 1995). Adicionamente, outras caracteristicas
das colonias sdo observadas a olho nu, como o formato, a coloracao e textura (Baris,
2009; Ryskaliyeva et al., 2020). Somando-se a isso, existe a técnica de coloragdao de
Gram, que ¢ um método colorimétrico para evidénciar a composi¢do da parede celular
bacteriana, permitindo a distingdo entre bactérias gram-positivas ou gram-negativas

(Wilson, 1997).

Além dessas abordagens, os testes bioquimicos sao amplamente utilizados, por
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serem técnicas simples e de baixo custo. Por meio desses testes, ¢ possivel avaliar a

degradacao de pectina, o equilibrio de pH, a producdo de indigoidina, entre outras reacdes
metabolicas (Shrestha, 2025). Os meios de culturas seletivos sdo amplamente utilizados
para identificagao de bactérias pectinoliticas, destacando-se o meio de cristal violeta
pectato (CVP), amplamente reconhecido como o mais seletivo para deteccdo de
bactérias produtoras de pectina. De forma complementar, o meio de caseina-peptona-
glicose (CPG) que também ¢ usado para a mesma finalidade (Kelman; Dickey, 1995;
Hélias et al., 2012). Além disso, pode-se utilizar o meio de cultura Miller-Scroth para
identificacdo e diferenciacao de espécies do género Pectobacterium (Pierce; McCain,

1992).

Apesar da importancia dos testes bioquimicos para identificagdo dos organismos
cultivados in vitro, essas técnicas apresentam limitagdes consideraveis, como a falta de
padrdes caracteristicos dos isolados patogénicos com géneros ou espécies conhecidas e
dependéncia de condigdes especificas para o crescimento bacteriano, levando a uma baixa
precisdo dos resultados (Toth; Avrova; Hyman, 2001). Outro fator limitante, ¢ que os
métodos bioquimicos apresentam precisao restrita na identificagdo de bactérias nao
convencionais. Essas abordagens tendem a ser mais acuradas para a caracterizagdo de
bactérias comuns e pouco exigentes, mostrando-se menos eficientes para o diagndstico
de grupos bacterianos atipicos ou com maiores exigéncias nutricionais (Arbefeville;

Timbrook; Garner, 2024).

Ainda sobre os métodos convencionais, destaca-se os métodos sorologicos usados
para deteccao de espécies bacterianas, como os testes de aglutinacao (Graham, 1963),
imunofluorescéncia (De Boer; Copeman; Vruggink, 1979), difusdao dupla em agar
(Dickey; Zumoff; Uyemoto, 1984) e Enzime-Linked Immunosorbent Assay — ELISA
(Gorris et al., 1994). Entre as técnicas citadas, a ELISA ¢ o método imunoenzimatico
mais utilizado, em razdo do seu baixo custo, alta sensibilidade e especificidade, além da
possibilitar a realizacdo de andlise simultanea de multiplas amostras (Sakamoto et al.,
2018). Esse diagnostico, baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo, sendo selecionados
antigenos especificos que compdem a parede celular bacteriana da espécie de interesse.
Entretanto, os métodos imunoldgicos como o ELISA podem apresentar resultados falso-
positivos, além de limitacdes de deteccdo de patdgenos que estejam em baixas

concentracoes (Filho, 2023).

Diante dos fatores limitantes dos métodos convencionais, buscaram-se
alternativas mais eficazes para identificacdo bacteriana. Diante disso, a técnica molecular
por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tornou-se uma forte aliada na deteccdo e

organizacdo das classes bacterianas em niveis de géneros e espécies. Diferentemente dos



testes bioquimicos e fisioldgicos, o PCR permite uma detec¢do mais precisa e

relativamente rapida de bactérias fitopatogénicas (Lopez et al., 2017).

Entre os tipos de PCR, ressalta-se o PCR convencional, que permite detectar a
presenca ou ausé€ncia de um alvo especifico por meio do uso de um unico par de primer,
apresentando como vantagens a alta sensibilidade e especificidade, além de nao sofrer
interferéncia de outros primers, porque so ¢ utilizado um par (Rahman et al., 2013).
Enquanto que a PCR multiplex, possibilita a utilizagdo de multiplos primers especificos
na mesma reacdo em cadeia, permitindo a detecdo simultdnea da espécie-alvo

(Czechowski et al., 2004).

Outro método relevante ¢ a PCR em tempo real (QPCR) ou quantitativa, a qual
oferece elevada sensibilidade, especificidade e, sobretudo, um tempo de processamento
reduzido quando comparado a outras técnicas aplicadas aos diagndsticos de fitopatdgenos
(Cankar et al., 2006). O qPCR utiliza marcadores fluorescentes, que amplificam e
quantificam em tempo real o DNA ou RNA, sendo amplamente adotado na atualidade
(Harshitha; Arunraj, 2021). Ademais, destaca-se o PCR com sequéncias palindromicas
extragénicas repetitivas (rep-PCR), que ¢ empregado para avaliar a relacdo entre os
isolados. Esse método ¢ menos complexo e utiliza primers complementares a sequéncia
de DNA duplicadas, que sdo naturalmente mais presentes nos genomas bacterianos. Desta
forma, o rep-PCR permite identificar os isolados de espécies distintas (Havenga et al.,

2022).

Diversos estudos sdo conduzidos e baseados em sequéncias de andlises
moleculares da regido 16S Ribossomal. O conhecimento acerca da regido 16S, mostrou-
se promissor para uma organiza¢ao precisa dos microrganismos procariontes, uma vez
que essa ¢ evolutivamente conservada nas bactérias. Ainda assim, existe variagdes
especificas na sequéncia de pares de bases nessa regido, permitindo a diferenciagao dos

tipos bacterianos (Atlas; Bartha, 1998).

Por fim, ressalta-se a analise de sequéncias multilocus (MLSA), que vem sendo
cada vez mais utilizada na organizacao taxonOmica e na identificacdo de espécies
bacterianas (Glaeser; Kédmpfer, 2015). Essa abordagem baseia-se no sequenciamento de
nucleotideos de diversos genes codificadores de proteinas para alcancar uma melhor
correlacdo entre os isolados. A MLSA proporciona uma maior precisao filogenética, uma
vez que as sequéncias sao concatenadas em uma ordem definida e alinhadas com as

sequéncias de referéncias correspondentes (Gevers et al., 2005).
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Diante do exposto, observa-se que as técnicas tradicionais ainda permanecem em
uso, sobretudo por fornecem um parametro inicial do tipo bacteriano analisado (Scala;
Pucci; Loreti, 2018). No entanto, as técnicas moleculares, como PCR ¢ MLSA,
representam um avango significativo na identificagdo e organizacdo taxonoOmica de
maneira mais precisa e confidvel, razao pela qual estdo sendo amplamente utilizada em

diversas pesquisas cientificas (De Jesus et al., 2024).
2.6. Diversidade de espécies de Pectobacterium em hortalicas

O género de Pectobacterium compreende uma ampla diversidade de espécies
fitopatogénicas capazes de infectar diferentes hospedeiros, apresentando a habilidade de
persistir de forma latente em plantas assintomaticas (Ma et al., 2007). Esta capacidade
favorece a propagacdo da bactéria através de manejo na cultura, agua contaminada e
restos culturais, contribuindo para instalagdo da doenga, especialmente hortaligas, que

apresentam uma susceptibilidade a doencas (Czajkowski et al., 2011).

As hortalicas sdo as principais culturas afetadas pela podridao mole causada por
espécies do género Pectobacterium (Zaczek-Moczydtowska et al., 2019). Em cultivos
de chicoria no Estado de Sdo Paulo, foram observados sintomas de encharcamento e
necrose, sendo a infeccdo por Pectobacterium brasiliense confirmada por andlise

molecular do DNA isolado (Appy et al., 2023).

O Allium fistulosum, popularmente conhecido como cebolinha, apresenta
elevada suscetibilidade a doencas bacterianas, incluindo a podriddio mole. Bulbos
sintomaticos localizados em cultivos na China, foram desinfestados para posterior
isolamento das bactérias e, por meio da andlise das sequéncias de rDNA da regido 16S,

verificou-se elevada similaridade com P. carotovorum subsp. carotovorum (Zhu et al.,

2023).

Em brocolis, registrou-se uma significativa perda na produgdo devido a infec¢ao
bacteriana, caracterizada por sintomas de podridao e odor desagradavel. A partir de trés
isolados obtidos, foi possivel realizar testes fisiologicos, bioquimicos e moleculares do
DNA total extraido, confirmando a presenca da Pectobacterium polaris como agente

causal da podridao mole nessa cultura (Qin et al., 2024).

Tecidos vegetais de pimentdo, repolho, cenoura, alface, batata e abobrinha,
apresentando sintomas caracteristicos de podriddo mole, foram utilizados para o
isolamento bacteriano. As amostras foram submetidas a reagao em cadeia da polimerase

(PCR) e, posteriormente, a andlises filogenéticas dos genes dnaX, gapA e leuS. Os



11

resultados evidenciaram a presenca das espécies P. brasiliense, P. carotovorum, P. polaris

e P. versatile (Parvin, Taghavi; Osdaghi, 2023).

Em folhosas, a podriddao mole manifestou-se no repolho por meio de maceragao
tecidual e descolamento das folhas. A anélise da sequéncia multilocus dos genes dnaX,
mdh, icdA e proA realizada com cinco isolados, confirmou-se a presenga de
Pectobacterium carotovorum, Pectobacterium versatile ¢ Pectobacterium odoriferum
(Jelusic et al., 2023). Outro estudo identificou em alface sintomas de murcha,
descoloramento e odor desagradéavel. O isolamento bacteriano foi realizado, seguido pela
analise do genoma completo, confirmando-se a ocorréncia de Pectobacterium (Thomas;
Narine; Saravanakumar, 2024).

A berinjela representa uma cultura de expressiva importancia agricola, porém ¢
frequentemente acometida pela podriddo mole bacteriana. No estudo conduzido por He et
al. (2023), foram obtidos 15 isolados a partir de lesdes no caule, tipicas da doenga.
Posteriormente, realizaram-se ensaios bioquimicos, andlises das sequéncias do gene 16S
rRNA e multilocus, bem como testes de patogenicidade. Os resultados confirmaram a

infec¢do por Pectobacterium.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local da pesquisa
O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Bioquimica e Fitopatologia
do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Alagoas,

CECA/UFAL.

3.2. Obtenc¢ao e selecao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram coletados em alface, couve e pimentdo com
sintomas tipicos de podriddo mole em plantios comerciais nos municipios de Arapiraca,
Limoeiro de Anadia e Taquarana no estado de Alagoas, Brasil. A sele¢ao dos isolados
se deu a partir da identificagdo bacterianas em meio CPG (1g de caseina hidrolisada,
10g de peptona, 10g de glicose, 18g de agar, completando o volume com agua destilada
esterilizada (ADE) até completar 1000mL. Através desse meio, as colonias jovens de
bactérias pectinoliticas que apresentaram aspecto de “vidro quebrado” foram selecionadas
(Kelman e Dickey 1995). Os novos isolados bacterianos foram catalogados e
depositados na colecdo de Fitopatogenos da Universidade Federal de Alagoas

(COUFAL).

3.3. Teste de patogenicidade em alface, couve e pimentio

Para o teste de patogenicidade em folhas de alface e couve, utilizou-se suspensdes
bacterianas [A570 = 0,36 (£1,0 x 10° UFC mL™)] preparadas a partir de culturas que
crescidas em meio casamino acid-peptone-glucose (CPG) por 48 h a uma temperatura de
28°C. As suspensdes foram inoculadas pelo método de picada, que consiste na realizagao
de uma lesdo na nervura central das folhas, seguida da deposicdo de 20 pL da suspensdo
bacteriana. No caso do pimentdo, a inoculagdo foi realizada em lados opostos do fruto,
utilizando palitos previamente esterilizados, obtendo pequena quantidade da colonia
bacterina e penetrando a uma profundidade de 1 mm (Mariano et al., 2016). O tratamento
controle consistiu em folhas de alface e couve, e fruto de pimentdo inoculados com ADE.
Ap0s as inoculagdes, as folhas e frutos foram submetidos a camara imida por 6 horas e as

avaliacoes realizadas até 48 horas apos a inoculagao.
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3.4. Extracao de DNA e analises moleculares

A extracdo do DNA gendmico foi realizado de acordo com o método descrito por
Ausubel ef al. (2003). A qualidade do DNA gendmico foi visualizada em gel de agarose
e corado com SyBr Gold (Thermo Fish Scientific). As amostras foram quantificadas em
NanoDrop Lite Plus Spectrophotometer, ajustadas para concentracao final de 20 ng/ul, e
armazenadas a - 20° C.

3.4.1. Obtencao do perfil genémico dos isolados

Os isolados patogénicos a alface, couve e pimentdo foram selecionados para
realizacdo de uma triagem inicial por meio da técnica de genotipagem (rep-PCR)
adaptada de Versalovic et al. (1991). Utilizando-se o par de primers ERIC (ERICIR
5’ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3’ e ERIC2R
5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3’), as reacdes de PCR receberam 1X de Master
Mix 2X (Promega) (0,05 U/uL de Tag DNA polimerase, tampao de reacdo, 4 Mm de
MgClz, 0,4 Mm de cada DNTP), 10 uM de cada primer e 100 ng de DNA.

As amostras foram amplificadas em termociclador modelo MaxyGene Gradient,
com as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 95°C por 7 minutos; 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C 1 minuto, anelamento a 53 °C por 1 minuto e extensdo a 65 °C por
8 minutos, seguido de uma extensao final a 65 °C por 15 minutos. Os produtos da PCR
foram visualizados em gel e agarose a 1,5%, corados com SyBr e visualizados em sob

luz UV.
3.4.2. Haplotipagem e caracterizacio molecular

Inicialmente foi realizada um haplotipagem com base na comparagdo das
sequéncias de nucleotideos da regido 16S rDNA. As sequéncias dos isolados foram
analisadas com o algoritmo BLAST#n (Altschul ef al., 1990) e o banco de dados de
nucleotideos nao-redundante GenBrank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para
determinar as sequéncias com as quais elas compartilham maior identidade. A rede de
haplotipos foi determinada pela constru¢do de uma arvore filogenética de
verossimilhanga realizada no programa MEGA v.12. Apds essa andlise, isolados
representativos de cada haplotipo foram selecionados para compor a filogenia
sequenciando o seguinte conjunto de genes: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase A,
Malato desidrogenase, Isocitrato desidrogenase, especifica para NADP+, Gama glutamil
fosfato redutase e Recombinase A para identificagdo precisa das espécies

Pectobacterium.
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As reagdes de PCR montadas com 1uM de cada primer, 0,1mM de DNTP, 1,5mM
de MgCl, 1X tampao, 1U de Taq e 50ng de DNA, seguindo o método de Dos Santos et
al. (2019). Foram utilizados os primers 27W{/1492Rv, sob as seguintes condigdes de
termociclagem: desnaturacao de 94°C por 2 minutos e 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdao a 72°C por 1 minuto;
por fim, extensao final de 72°C por 10 minutos. Para identificagdo a nivel de espécies
dos isolados obtidos no presente estudo, foi realizada a amplificagdo via PCR utilizando

primers especificos dos genes gapA, mdh, icdA, proA e recA (Tabela 1).



Tabela 1. Primers empregados na amplificacdo de segmentos gendomicos via método de PCRs.

GENES NOME COMPLETO SEQUENCIA TAMANHO DA TERMOCICLAGEM TIPO REFERENCIA
N GENERO
SEQUENCIA (PB)
E ESPECIE
gapA326F Gliceraldeido-3-fosfato ATCTTCCTGACCGACGAAACTGC Desnaturagdo inicial; 95°C, 3 min; Espécie Ma et al., 2007.
desidrogenase A 30 ciclos (Desnaturagdo: 94°C, 30
gapA845R ACGTCATCTTCGGTGTTAACCCAG 450

seg, Anelamento: 52°C, 30 seg,
Extensdo: 72°C, 1 min); Extensdo

final, 72°C, 6 min.

mdh86F Malato desidrogenase CCCAGCTTCCTTCAGGTTCAGA Desnaturagdo inicial; 95°C, 3 min; Espécie Ma et al., 2007.
30 ciclos (Desnaturagdo: 94°C, 30
mdh628R CTGCATTCTGAATACGTTTGGTCA 460
seg, Anelamento: 52°C, 30 seg,
Extensdo: 72°C, 1 min); Extensao
final, 72°C, 6 min.
icdA400F Isocitrato desidrogenase, GGTGGTATCCGTTCTCTGAACG Desnaturagdo inicial; 95°C, 3 min; Espécie Ma et al., 2007.
especifica para NADP+ 30 ciclos (Desnaturagao: 94°C, 30
icdA977R TAGTCGCCGTTCAGGTTCATACA 520

seg, Anelamento: 52°C, 30 seg,
Extensdo: 72°C, 1 min); Extensdo

final, 72°C, 6 min.



proAF1

proAR1

RecAf

recAr

27TWE

1492Rv

EriclR

Eric2R

Gama glutamil fosfato

redutase

Recombinase A

16S ribosomal RNA

Rep-PCR

CGGYAATGCGGTGATTCTGCG

GGGTACTGACCGCCACTTC 630
GGTAAAGGGTCTATCATGGG
CCTTCACCATACATAATTTGGA 730
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG
GGTTACCTTGTTACCGACTT 500 - 900

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC3

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG3 100 — 5000

Desnaturagdo inicial; 95°C, 3 min;
30 ciclos (Desnaturagdo: 94°C, 30
seg, Anelamento: 52°C, 30 seg,
Extensdo: 72°C, 1 min); Extenséo

final, 72°C, 6 min.

Desnaturagao inicial; 95°C, 7 min;
30 ciclos (Desnaturagdo: 94°C, 1
min, Anelamento: 44°C, 1 min,
Extensdo: 65°C, 8 min); Extensao

final, 65°C, 15 min.

Desnaturagao inicial; 94°C, 2 min;
30 ciclos (Desnaturagdo: 94°C, 30
seg, Anelamento: 55°C, 30 seg,
Extensdo: 72°C, 1 min); Extensdo

final, 72°C, 10 min.

desnaturacdo inicial por 7 minutos
a 95°C; 30 ciclos de 1 minuto a 94°
C para desnaturagdo, 1 minuto a
53° C para anelamento e 8 minutos
a 65° C para extensdo; e extensao

final por 15 minutos a 65° C

Espécie

Espécie

Género

Pectobacterium

Ma et al., 2007.

Warelon et al.,

2002.

Dos Santos et al.,

2019.

Versalovic;
Koueth; Lupski,

1991.
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3.4.3. Analises filogenéticas

A andlise filogenética foi realizada com as sequéncias de cada isolado
selecionado, sendo inseridas no software Codon Code Aligner v. 6.0.2
(www.codoncode.com) (Codon Code Corporation, Dedham, Massachusetts, USA), e
analisadas visualmente. O arranjo dos nucleotideos em posi¢cdes ambiguas, foram
corrigidos por comparacao das sequéncias senso e anti-senso. Sequéncias parciais obtidas
para os genes especificos de icdA, gapA, mdh, proA e recA foram analisadas com o
algoritmo BLAST#z e o banco de dados de nucleotideos ndo-redundante do GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) para determinar as espécies com as quais

compartilharam maior identidade de sequéncia (Altschul et al., 1990; Ma et al., 2007).

Os alinhamentos multiplos das sequéncias foram realizados através do algoritmo
MUSCLE implementado no programa MEGA v.6 e ajustados manualmente. As
sequéncias gendmicas das espécies de Pectobacterium que estavam disponiveis no
GenBank também foram utilizadas na andlise (Tabela 2). As arvores filogenéticas foram
reconstruidas utilizando inferéncia Bayesiana com a ferramenta MrBayes (Ronquist et
al., 2012) v.3.2.6 disponibilizada no portal CIPRES (Miller ef al., 2010). O modelo de
substitui¢ao de nucleotideos e o modelo para distribuicdo de heterogeneidade foram
escolhidos com o auxilio dos programas PAUP v.4.0b10 (Swofford, 2003) e
MrModelTest2 v.2.3 (Nylander, 2004). As arvores foram visualizadas e editadas nos

programas FigTree v. 1.4 23 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Tabela 2. Sequéncias gendmicas parciais utilizadas nas analises de MLSA, provenientes

do banco de dados GenBank.

Codigos Nome das GAPA ICDA MDH RECA PROA
espécies
KC20 Pectobactrium MF443742  MF443747 MF443744.1 - MF443743.1
aroidearum

SCRI1043 Pectobacterium EU340587 EF550736.1 EF550788 BX950851 EF550945.1
atrosepticum

CFBP1526*  Pectobacterium  JN600350.1  JN600339 IN600342.1  DQ523478.1 KCQ16512
atrosepticum

IBSBF1692*%  Pectobacterium EF550681.1 EF550734.1 EF550786.1 KU510128.1 EF550943.1
carotovorum



http://www.codoncode.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank

18

Subsp
brasiliense

ATCC15713*

Pectobacterium
carotovorum
subsp
carotovorum

CP001657

CP001657

CP001657

CP001657

CP001657

SCRI482

Pectobacterium
carotovorum

subsp odorierum

EU340589

EU340589

EU340589

EU340589

EU340589

ATCC43762*

Pectobacterium
betavasculorum

FJ895843

FJ895844

FJ895845

FJ217089

FJ895847

CFBP8475*

Pectobacterium
pamentieri

CP015749

CP015749

CP015749

CP015749

CP015749

ATCC 43316

P. wasabiae

FJ895855

FJ895856

FJ895857

DQ859798

FJ895859

COUFALO0728

Pectobactrium

brasiliense

PZ7244499

PZ7244507

PZ244515

PZ7244531

PZ7244523

COUFALO0729

Pectobactrium

brasiliense

PZ7244500

PZ7244508

PZ244516

PZ7244532

PZ7244524

COUFALO0730

Pectobactrium

brasiliense

PZ7244501

PZ7244509

PZ7244517

PZ244533

PZ7244525

COUFALO0731

Pectobactrium

aroidearum

PZ7244502

PZ7244510

PZ244518

PZ7244534

PZ7244526

COUFALO0732

Pectobactrium

aroidearum

PZ7244503

PZ7244511

PZ7244519

PZ244535

PZ7244527

COUFALO0733

Pectobactrium

aroidearum

PZ7244504

PZ7244512

PZ7244520

PZ244536

PZ244528

COUFALO0734

Pectobactrium

sp.

PZ7244505

PZ7244513

PZ7244521

PZ7244537

PZ7244529

COUFALO0735

Pectobactrium

Sp.

PZ244506

PZ7244514

PZ7244522

PZ7244538

PZ7244530

Fonte: Autor,2026.



4. RESULTADOS

4.1. Coleta dos isolados bacterianos

Um total de 66 isolados foi obtido a partir de folhas de alface e couve, assim
como de frutos de pimentdo (Tabela 3). As colonias dos isolados bacterianos
apresentaram em meio CPG aspecto de “vidro quebrado”, caracteristica tipica de

bactérias pectinoliticas causadoras de podridao mole (Figura 1).

Tabela 3. Isolados bacterianos obtidos de hortalicas nos municipios de Alagoas.

Municipios de coletas Quantidade de isolados Hortalicas sintomaticas
Arapiraca 40 Alface e couve
Taquarana 10 Alface e pimentao

Limoeiro de Anadia 16 Alface

Fonte: Autor, 2026.

Figura 1. Morfologia de coldnia de vidro quebrado dos isolados bacterianos obtidos.

Fonte: Autor, 2026.

4.2. Teste de patogenicidade dos isolados

No teste de patogenicidade 50 isolados obtidos foram patogénicos a alface, couve
e pimentdo, sendo capazes de causar podriddo mole nos seus respectivos hospedeiros.
Foram observados sintomas caracteristicos da doeng¢a, como odor fétido, encharcamento
e maceracao dos tecidos vegetais, resultando na perda total das hortaligas.

Nenhum sintoma foi observado no tratamento controle. As bactérias foram
reisoladas a partir dos tecidos sintomadticos, e os isolados recuperados apresentaram
caracteristicas morfologicas idénticas as das culturas de origem cumprindo assim, os

postulados de Koch.
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4.3. Genotipagem dos isolados pelo método de rep-PCR

A genotipagem foi realizada por meio do método de Rep-PCR utilizando o
marcador Eric. Esse ensaio evidenciou a presenca de diferentes linhagens clonais entre
os 50 isolados patogénicos. Desta forma, foram selecionados dois representantes de cada
linhagem, totalizando 26 isolados escolhidos para haplotipagem baseada nas sequéncias

da regido 16S ribossomal (Figura 2).

Figura 2. Genotipagem de bactérias pectinoliticas baseada no marcador Eric-PCR.

Fonte: Autor, 2026.

4.4. Determinac¢ao do género bacteriano pela rede de haplotipos

Os 26 isolados selecionados na genotipagem, ficaram distribuidos em trés clados
distintos na arvore de verossimilhanga. O primeiro clado foi constituido por 17 isolados;
o segundo por sete isolados e o terceiro por dois isolados (Figura 3). O niimero de
isolados enviados para sequenciamento dos genes gapA, icdA, mdh, proA e recA foi
reduzido: selecionados trés isolados do clado 1 (16, 23 e 18), trés do clado 2 (20, 7 e 15)
e dois do clado 3 (2 e 4). Todos os isolados analisados foram identificados como

pertencentes ao género Pectobacterium.

20



Figura 3. Rede de haplotipos formada por isolados pertencentes ao género

Pectobacterium.
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Fonte: Autor, 2026.

4.5. Analise das sequéncias multilocus (MLSA)

Os 1isolados selecionados da rede de haplotipos foram submetidos a
caracteriza¢cdo molecular, no qual foram obtidas sequéncias com 408 bases para gapA,
479 para icdA, 473 bases para mdh, 614 bases para proA e 631 para recA. A arvore
filogenética de Inferéncia Bayesiana para o conjunto de dados combinados contou com
38 taxons sendo a espécie Bremneria lupinicola (EluW3L16) utilizada como taxon
externo. O alinhamento apresentou 2569 caracteres, destes 504 eram sitios informativos
parcimoénia, 1902 eram sitios conservados e 667 eram sitios variaveis. Os limites dos
loci nos alinhamentos foram: 1-408 para gapA, 409-887 para icdA, 888-1324 para mdh,
1325-1938 para proA e 1939-2569 para recA. Nos dados individuais para as analises
filogenéticas de BI, foram calculados os seguintes modelos evolutivos de acordo com
AIC, SIM+I+G para os genes gapA, mdh e recAe e GTR+I+G para os genes icdA e
proA.
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Confirmando a analise preliminar da rede de haplotipos, a filogenia de inferéncia
Bayesiana para os dados combinados (icd4, gapA, mdh, proA e recA) revelaram trés
espécies que agruparam em clados distintos dentro do género Pectobacterium, formando
grupos bem suportados. Verificou-se que os isolados 16 (COUFAL0728), 23
(COUFALO0729) e 18 (COUFALO0730), gruparam-se com Pectobacterium brasiliensis.
Os isolados 15 (COUFALO0731), 7 (COUFAL0732) e 20 (COUFALO0733), gruparam-se
com Pectocbacterium aroidearum e os isolados 2 (COUFALO0734) e 4 (COUFALO0735)
ndo se agruparam com nenhuma espécie conhecida do género Pectobacterium, sendo

aqui identificada como Pectobacterium sp. (Figura 4).

Ao analisar a predominancia das espécies de Pectobacterium associadas as
hortalicas no estado de Alagoas, verifica-se que, entre os 50 isolados patogénicos, a
espécie Pectobacterium brasiliensis foi a mais frequente, correspondendo a 38
individuos (76%). Desses, 37 foram associados a cultura da alface e um a couve. Em
menos frequéncia, 10 isolados foram identificados como Pectocbacterium aroidearum
(20%), sendo nove provenientes da alface e um do pimentdo. Por fim, os dois isolados
foram classificados como Pectobacterium sp. (4%), ocorrendo exclusivamente em

plantas de alface (Figura 5).
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Figura 4. Arvore filogenética com as respectivas espécies de Pectobacterium de cada

isolado selecionado na técnica de MLSA.
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Fonte: Autor, 2026.
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Figura 5. Prevaléncia de Pectobacterium spp. causadoras de podriddo mole em

hortalicas no Estado de Alagoas.

76%

20%
4%
- 2
Pectabacterium Pectobacterium Pectobacterium sp.
brasiliense aroidearum
B Isolados patogénicos

Nota: Foram incluidos na anélise os 50 isolados patogénicos determinados
a partir do teste de patogenicidade realizados com 66 isolados obtidos.

Fonte: Autor, 2026.
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5. DISCUSSAO

A podridao mole é uma doenca destrutiva, responsavel por significativas perdas
econdmicas na produgdo de hortalicas, além de ser difundida globalmente (Opara;
Asuquo, 2016). A doenga ¢ ocasionada por espécies pertencentes aos géneros de
Pectobacterium e Dickeya, esses agentes possuem facil propagacdo e ampla gama de
hospedeiros, especialmente na auséncia de manejo adequado (Raid, 1997). Os isolados
obtidos de hortaligas coletadas dos municipios do Agreste alagoano, foram submetidos
ao teste de patogenicidade nos hospedeiros: alface, couve e pimentdo. O teste de
patogenicidade demonstrou que, dos 66 isolados de Pectobacterium, 50 isolados
possuiram a capacidade de causar sintomas tipicos de podriddo mole. Oservando-se,
ainda, caracteristicas morfologicas de colonias tipicas de bactérias pectinoliticas. O teste
de patogenicidade ¢ uma técnica simples, porém amplamente utilizada para avaliar a
ampla gama de hospedeiros vegetais que os isolados patogénicos acometem (Moraes,

2018).

A partir da andlise filogenética da regido 16S ribossomal, foi possivel observar
que Pectobacterium é género bacteriano que esta causando podridao mole em hortalicas
no Agreste alagoano. O avango tecnologico e estudos gendmicos, possibilitaram o
conhecimento amplo da regido 16S rDNA, uma regido conservada, possibilitando
comparagoes dos genomas para identificacdo precisa de bactérias desconhecidas (Zuo;
Xu; Hao, 2015; Demongeot; Seligmann; 2019). A utilizagdo da regido 16S rDNA em
analises via BLAST# permite identificar, organizar e reclassificar bactérias em distintos
taxons (Mashavha, 2013). Com base nessas abordagens genomicas, foi proposta a ordem
Enterobacteriales, a qual compreende grandes familias como Enterobacteriaceae e
Pectobacteriaceae, esta ultima englobando Pectobacterium, um dos principais agentes

causadores da podridao mole em hortalicas no mundo (Adeolu et al., 2016).

Apos a identificagdo do género, oito isolados foram selecionados aleatoriamente
entre os 26 representados na rede de haplotipos. Esses isolados foram entao submetidos
ao sequenciamento e a analise filogenética dos genes icdA, gapA, mdh, proA e recA
para identificacdo das espécies de Pectobacterium associadas a podriddo mole em
hortalicas no estado de Alagoas. Os resultados demonstraram que os 17 isolados
agrupados no primeiro clado da rede de haploétipos pertencem a espécie Pectobacterium
brasiliense, sendo 16 isolados obtidos da cultura da alface ¢ 1 de couve. Os isolados
agrupados no segundo clado foram identificados como Pectobacterium aroidearum, dos
quais seis foram associados a alface e um ao pimentao. Por fim, os dois isolados presentes
no clado trés nao se agruparam com nenhuma espécie conhecida do género

Pectobacterium, sendo entdo denominados de Pectobacterium sp.
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Ao analisar os relatos de infecgdes causadas pelas mesmas espécies encontradas
no presente estudo, observa-se que a ocorréncia de Pectobacterium brasiliense em
hortalicas folhosas ¢ amplamente relatada em diversos paises, sendo que alguns estudos
se refere a essa espécie por sua nomenclatura antiga de Pectobacterium carotovorum
subsp. brasiliense (Nabhan et al., 2012). No Havai, cepas de P. brasiliense (PL131 ¢
PL133) foram identificadas em plantagdes de couve-folha (Brassica oleracea var.
sabellica L.) (Boluk et al., 2020). Na China, foi relatada a ocorréncia de Pectobacterium
brasiliense IBSBF1692 em plantas de mostarda-folha, uma hortalica amplamente

cultivada nas provincias do sul do pais (Li et al., 2024).

Ainda na China, sintomas de podriddo mole foram observados em couve-flor
chinesa (Brassica parachinensis), conhecida como Choi-Sum, sendo confirmada a
identificacdo de P. brasiliense em 63 isolados associados a cultura (Ding et al., 2026).
Em Trinidad, no sul do Caribe, amostras de alface apresentaram sintomas tipicos de
podridao mole, como descoloragdo de nervuras, murchamento e odor fétido. A partir das
analises moleculares, confirmou-se a presenca da Pectobacterium brasiliense associada

a cultura (Thomas; Narine; Saravanakumar, 2024).

A Pectobacterium aroidearum ja foi relatada no Brasil. Associada a podridao
mole em alface (Lactuca sativa L.) e couve-chinesa (Brassica pekinensis Rupr.), em
cultivos localizados nos municipios de Juazeiro e Petrolina (Barroso et al., 2019). No
sul da Georgia, Estados Unidos, sintomas de podridio mole foram associados a
pimentdes. Confirmou-se que um dos agentes etioldgicos da podridao mole nesse fruto,
era a espécie P. aroidearum (Hua; Ali; Ji, 2020). Na China, Pectobacterium aroidearum
foi associada a severos danos em mostarda- folha, um tipo de couve muito cultivado na

regido Yunnan (Chu et al., 2024).

Os resultadoa aqui obtidos, contribuem para uma melhor compreensdo do
patossistema da podriddo mole em hortalicas no estado de Alagoas, fornecendo bases
cientificas para pesquisas futuras. Essas informagoes poderdo, ainda, subsidiar o
desenvolvimento de estratégias potenciais de controle e de manejo da doenga, bem como

contribuir para a mitigagao dos danos causados as plantas hospedeiras.
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CONCLUSAO

Pectobacterium brasiliensis, Pectocbacterium aroidearum € uma espécie nao
conhecida do género Pectobacterium sdo as bactérias pectinoliticas causadoras de
podriddao mole em hortalicas no estado de Alagoas.

A bactéria pectinolitica prevalente em hortalicas no estado de alagoas ¢

Pectobacterium brasiliensis.
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