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RESUMO GERAL

As podriddes moles sdo consideradas importantes doencas no cultivo de hortalicase as espécies
do género Pectobacterium sdo um dos principais agentes causais desta doenca. Desde 2017
espécies tém sido constantemente identificadas causando podriddo mole em uma variedade de
hortalicas no Nordeste do Brasil, como por exemplo Pectobacterium brasiliense e P.
aroidearum. Assim, objetivamos sequenciar, montar, e anotar os genomas de trés isolados de
Pectobacterium brasiliense, um de P. aroidearum e um de P. odoriferum e realizar analises de
genbmica comparativa afim de identificar genes responsaveis por fatores de patogenicidade
com potencial de determinar vantagem competitiva a infeccdo em diferentes plantas
hospedeiras. As analises de taxonomia genémica confirmaram as identificacGes realizadas
previamente por meio de abordagem polifasica para os trés isolados de P. brasiliense
(CCRMPB15, CCRMPB185 e CCRMPB596) e para o isolado de P. aroidearum
(CCRMPAL174), enquanto o isolado anteriormente identificado como P. odoriferum
(CCRMPC339) foi identificado como P. carotovorum. As analises de gendmica comparativa
mostraram a conservacao entre genes de pectinases, T2SS e quorum sensing, exceto pelo gene
expl, responsével pela sintese de N-acil homoserina lactona, o qual apresentou relacGes
filogenéticas com porcentagem de bootstrap de 75%. Conclui-se que 0s isolados apresentam
semelhancas a nivel de funcionamento de fatores de patogenicidade e talvez a adaptacéo aos
seus respectivos hospedeiros esteja relacionada ao gene de sintese da N-acil homoserina
lactona, estudos posteriores de modelagem de proteina poderdo favorecer a compreensao de
tais diferencas nesta proteina e possiveis relacdes com as suas plantas hospedeiras. A avaliacdo
destes mecanismos de patogenicidade em espécies de Pectobacterium sdo importantes para

desvendar as interacbes moleculares que guiam a relacdo patdégeno-hospedeiro.

Palavras-chaves: Genoma; Pectobacterium aroidearum; P. brasiliense; P. carotovorum; Podridao

mole.



GENERAL ABSTRACT

Soft rot is considered a significant disease in vegetable crops, and species of the genus
Pectobacterium are among the main causal agents of this disease. Since 2017, species have
been constantly identified, causing soft rot in various vegetables in northeastern Brazil, such as
Pectobacterium brasiliense and P. aroidearum. Thus, we aim to sequence, assemble, and
annotate the genomes of three isolates of P. brasiliense, one of P. aroidearum and one of P.
odoriferum and perform comparative genomics analyses to identify genes responsible for
pathogenicity factors with the potential to determine competitive advantage infection in
different host plants. The genomic taxonomy analyzes confirmed the previously performed
identifications using a polyphasic approach for the three strains of P. brasiliense (CCRMPB15,
CCRMPB185 and CCRMPB596) and the strain of P. aroidearum (CCRMPAL174). In contrast,
the strain previously identified as P. odoriferum (CCRMPC339) was identified as P.
carotovorum. The comparative genomics analyzes showed conservation of pectinases, T2SS,
and quorum sensing genes, except for the expl gene, responsible for synthesizing N-acyl
homoserine lactone, which presented phylogenetic relationships with a bootstrap percentage of
75%. These strains have similarities in pathogenicity factors, and apparently, the adaptation to
their respective hosts is related to the synthesis gene of N-acyl homoserine lactone. Further
modeling protein studies may help to understand such differences and possible relationships
with their host plants. Evaluating these pathogenicity mechanisms in Pectobacterium species

is essential to unveil the molecular interactions that guide the pathogen-host relationship.

Keywords: Genome; Pectobacterium aroidearum; P. brasiliense; P. carotovorum; Soft rot. .
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GENOMICA COMPARATIVA DE ESPECIES DE Pectobacterium CAUSADORAS DE
PODRIDAO MOLE NO ESTADO DE PERNAMBUCO

INTRODUCAO GERAL

1. Cultivo de hortalicas

As hortalicas sdo as fontes mais acessiveis de vitaminas A, B1, B6, B9, C e E, minerais,
fibras e fitoquimicos que desempenham importante fun¢éo na nutricdo humana (SEDANI et
al., 2019). De acordo com Organizacdo Mundial de Saude, comer pelo menos 400 g/pessoa/dia,
ou cinco por¢oes, de frutas e hortalicas por dia reduz o risco de doencas cronicas, especialmente
doencas cardiovasculares, canceres, diabetes e doencas respiratorias (WHO, 2018).

A produgdo mundial de hortalicas no ano de 2018 foi de 1,1 bilhGes de toneladas, onde
a China foi responsavel por 50,7% desta producdo (FAO et al., 2020). No mesmo ano, o Brasil
apresentou uma producdo de aproximadamente 9 milhdes toneladas de hortalicas (FAO et al.,
2020). Estima-se que mais de 100 espécies de hortalicas sejam cultivadas no Brasil e somente
no ano de 2016, esta atividade gerou cerca de 2,2 milhdes de empregos diretos e uma
movimentacdo financeira de U$19 bilhGes (CNA, 2017).

Toda a cadeia produtiva de hortalicas oferece oportunidades potenciais de trabalho, os
principais atraentes sdo a possibilidade de producdo em pequenas areas de terra, e a obtencédo
de altos lucros em periodo relativamente curto de tempo (SCHREINEMACHERS; SIMMONS;
WOPEREIS, 2018). Além disso, os baixos niveis de mecanizacgdo na producédo de hortalicas e
a necessidade de manuseio cuidadoso da producdo, frequentemente cria uma demanda
especifica de médo de obra feminina (SCHREINEMACHERS; SIMMONS; WOPEREIS,
2018).

Mesmo diante do imenso potencial socioecémico e nutricional, o cultivo de hortaligas
¢ uma atividade de alto risco, pois apresenta maior suceptibilidade a problemas fitossanitarios,
sensibilidade as condi¢des climaticas e instabilidade de precos praticados na comercializacao.
Além de ser um produto vivo, onde processos fisiolégicos ocorrem entre a colheita e consumo
podendo resultar na perda de qualidade, o que leva ao descarte ou a reducao da aceitacéo pelo
consumidor (SHEWFELT et al., 2014; ZARATE et al.; 2018).

Em geral, paises de baixa renda dependem mais de alimentos basicos e menos de frutas,
vegetais e alimentos de origem animal do que os paises de alta renda. Apenas a Asia e paises

de renda média alta possuem acesso a quantidade recomendada de hortalicas para consumo
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humano de acordo com as recomendag¢bes da OMS. Uma forma de lidar com a inseguranca
alimentar é reduzir as perdas pré e pos-colheita em quantidade e qualidade, afim de também
reduzir o seu custo. (FAO, 2020).

Apesar do Brasil ser classificado como um pais de renda média-alta, cerca de 14,5% da
sua populacdo ndo possui acesso a uma dieta saudavel (FAO, 2020). Avaliacdes de perdas pré
e pos colheita na cadeia de produtiva de hortaligas do pais atingem até a ordem de 50% (LANA,
2016), podendo ser considerada como fator agravante para inacessibilidade dos brasileiros a
uma dieta de qualidade. O manejo das doencas de hortalicas durante a cadeia produtiva é
essencial para minizar as perdas, cabe destacar a podriddo mole como importante doenca no
cultivo de hortalicas, sendo as bactérias os principais agentes causais (LOPES; HENZ, 1998).

2. Podriddo Mole

A podriddo mole ¢ uma doenca que pode ocorrer no campo, durante o transporte,
armazenamento, ou na fase de comercializacdo, resultando em perdas econdmicas que Sao
estimadas entre 15-30% (AGRIOS, 2005). Os sintomas iniciais da podriddo mole sdo pequenas
lesbes encharcadas, aumentando rapidamente de dimensdo, causando maceracdo e
apodrecimento do tecido parenquimatoso do 6rgédo vegetal afetado (MARIANO et al., 2005).

Esta doenga ocorre em vasta distribuicdo geogréfica e é tipicamente vista em caules,
frutos e 6rgdos de armazenamento de plantas, como tubérculos, rizomas e bulbos, podendo
apresentar diferentes nomes a depender da area afetada e das caracteristicas sintomatologicas
(AMORIM et al., 2016; MA et al., 2007). A doenca adquire 0 nome de canela preta ao afetar
plantas em estagio vegetativo no campo, geralmente acometendo solanaceas. Os ramos
apresentam enegrecimento do colo, as folhas mais novas murcham, as mais velhas amarelecem
e o caule da planta apresenta-se externamente encharcado e enegrecido, com ou sem fendas
longitudinais (AMORIM et al., 2016; MARIANO et al., 2005). Sintomas tardios de canela
preta recebem o nome de talo-oco, pois o caule se encontra vazio (MARIANO et al., 2005).
Além destes, outros sintomas menos comuns podem ser Vvistos como requeimas, cancros,
manchas foliares, murchas, descoloracdo de tecidos vegetais e nanismo (GARRITY et al.,
2005)

O surgimento da podriddo mole é favorecido por temperaturas entre 25°C a 35°C e
condicGes de umidade proximas a 100% (MARIANO et al., 2005). Entre as principais medidas
de controle da doenca destacam-se o0 uso de sementes certificadas, escolha de area com boa

drenagem, plantios ndo adensados, evitar o plantio em periodos chuvosos, eliminar restos
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culturais, realizar rotacdo de culturas no intervalo de trés a quatro anos, e evitar ferimentos na
planta durante os tratos culturais e a colheita (LOPES; HENZ, 1998; MARIANO et al., 2005).

Embora multiplos géneros bacterianos possam deteriorar hortalicas e gerar sintomas de
podriddo mole, como Bacillus Cohn, Burkholderia Yabuuchi et al., Clostridium Prazmowski,
Enterobacter Hormaeche & Edwards, Klebsiella Trevisan, Leuconostoc van Tieghem, Pantoea
Gavini et al. e Pseudomonas Migula, os agentes causais mais conhecidos pertencem aos
géneros Pectobacterium Waldee e Dickeya Samson et al. (CHARKOWSKI, 2018).

No Brasil, o género Dickyea foi detectado no ano de 2014 associada a batata (Solanum
tuberosum L.) no estado de Minas Gerais, e em 2017 causando sintomas de cancro em macieiras
(Malus pumila Mill.) no estado de Santa Catarina (CARDOZA et al., 2017; OGOSHI et al.;
2019), no entanto espécies do género Pectobacterium tém sido detectadas nas mais diversas
regibes do pais associadas a sintomas de podriddo mole e canela preta em batatas e outras
hortalicas (KIMATI et al., 2005;BARROSO et al., 2019; DUARTE et al., 2004; MORAES et
al., 2017).

3. Género Pectobacterium

Pectobacterium é um género membro do Filo Proteobacteria, classe
Gammaproteobacteria. As espécies do género sdo Gram negativas, pectinoliticas e que atuam
de forma saprofitica (ADEOLU et al., 2016). Apresentam formato de bastonete, com cerca de
0,5a1,0 um de largura por 1,0 a 3,0 um de comprimento (GARRITY et al., 2005). Compreende
bactérias anaerdbicas facultativas, com temperaturas ideais de crescimento em torno de 30°C a
37°C e maveis por flagelos peritriquios (GARRITY et al., 2005). Apresentando ampla gama
de hospedeiros e vasta distribuicdo geografica, sendo capaz de causar doengas em 35% das
especies de angiospermas (MA et al., 2007)

Este género foi proposto em 1942, a fim de abrigar as bactérias pectinoliticas da entéo
familia Enterobacteriaceae, classificadas previamente no género Erwinia Winslow et al..
Apenas em 1980 Pectobacterium figurou na Approved Lists of Bacterial Names (SKERMAN,;
MCGOWAN; SNEATH, 1980; WALDEE, 1942). Apesar da nomenclatura aprovada, a
comunidade cientifica ndo adotou seu uso, continuando as classificacdes dentro do género
Erwinia. Em 1998, estudo baseado na comparacéo e reconstrucao filogenética de sequéncias
do gene ribossomal (rDNA) 16S prop0s a reclassificagdo dos fitopatdgenos enterobacteriaceos,

(HAUBEN et al., 1998), o que posteriormente levou a aceitacdo do género Pectobacterium pela
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comunidade cientifica.

Nas Ultimas décadas a taxonomia de Pectobacterium tem sofrido alteracdes em funcéo
do desenvolvimento e popularizacdo de técnicas moleculares e gendémicas (HAYASHI
SANT’ANNA et al., 2019; PORTIER et al., 2019; ZHANG; FAN; LORIA, 2016). A
comunidade cientifica vem entrando em consenso a respeito dessas modificagfes (PARTE,
2018). Em 2016 ocorreu a reavaliacdo da ordem Enterobacteriales baseada na identificacéo de
insercOes/delecdes (indels) de assinaturas gendmicas conservadas e analises filogenéticas,
levando a proposicao da criacdo da ordem Enterobacterales Adeolu et al. e outras sete familias
(ADEOLU et al., 2016). O género Pectobacterium, anteriormente pertencente a familia
Enterobacteriacea Rahn, passou a compor a familia Pectobacteriacea Adeolu et al. juntamente
aos géneros Brenneria Hauben et al., Dickeya, Lonsdalea Brady et al. e Sodalis Dale & Maudlin
diferenciando-se das demais familias por quatro indels conservados nos genes do ativador
transcricional de RhaS, da proteina motora flagelar MotB, do sensor da proteina histidina
quinase de dois componentes e de uma proteina hipotética (ADEOLU et al., 2016).

Atualmente existem 17 espécies reconhecidas de Pectobacterium e ainda em processo
de aceitacdo pelo Comité ad hoc encontram-se duas espécies: "Pectobacterium peruviense"
Waleron et al. e "Pectobacterium zantedeschiae” Waleron et al. (Tabela 1) (PARTE, 2018,
WALERON et al., 2018; WALERON et al., 2019a ), ambas possuem genomas disponiveis no
National Center for Biotechnology Information Search database (NCBI, 2020).

Os primeiros relatos de Pectobacterium carotovorum (Jones) Waldee, foram baseados
em técnicas de fenotipagem, e ndo apresentavam informacdes suficientes para distinguir as
espécies com seguranca (CHARKOWSKI, 2018; NABHAN et al., 2013). Assim, a espécie P.
carotovorum serviu por muito tempo como uma nomenclatura generalista para isolados de
bactérias pectinoliticas que diferiam das descri¢cdes especificas dos outros taxons do género
(CHARKOWSKI, 2018; NABHAN et al.,, 2013). Nesse contexto, a espécie tornou-se
conhecida por sua ampla gama de hospedeiros e elevada heterogeneidade, que veio a ser
compreendida com as técnicas de gendmica comparativa, baseadas em analises de identidade
média de nucleotideos (ANI) e hibridizagdo DNA-DNA in silico (isDDH) e filogenia gendmica
(CHARKOWSKI, 2018; Ll etal., 2018; PORTIER et al., 2019, ZOLEDOWSKA et al., 2018).
Recentemente. isolados de P. carotovorum foram reclassificados em novas espécies como
Pectobacterium aroidearum Nabhan et al.,” P. peruviense ”, Pectobacterium polaris Sarfraz et
al. e Pectobacterium versatile PORTIER et al., bem como as suas subespécies foram elevadas
ao nivel de espécie, a saber: Pectobacterium actinidiae Portier et al., Pectobacterium

brasiliense Portier et al. e Pectobacterium odoriferum (Gallois et al.) Portier et al. (PORTIER



etal., 2019; ZHANG; FAN; LORIA, 2016).

16

Tabela 1. Lista das espécies do género Pectobacterium e respectivas origens de isolamento. As

espécies ainda ndo reconhecidas pelo Comité Internacional de Sistematica de Procariotas

encontram-se delimitada por aspas

Espécie

Hospedeiro

Nome comum

Nome cientifico

Referéncia

Pectobacterium actinidiae Portier et al.

Kiwi

Actinidia chinensis Planch.

PORTIER et al., 2019

Pectobacterium aquaticum Pédron et al.

Agua de rio

Sul da Franga

PEDRON et al., 2019

Pectobacterium aroidearum Nabhan et
al.

Copo-de-leite

Abacate
Ornithogalo
Cana-de-agucar

Zantedeschia aethiopica (L.)
Spreng.

Persea americana Mill.

Ornithogalum dubium Houitt.

Saccharum L.

NABHAN et al., 2013

Batata Solanum tuberosum L.
Pectobacterium atrosepticum (van Hall) Batata Solanum tuberosum L. GARDAN et al., 2003
Gardan et al.
Pectobacterium betavasculorum Beterraba Beta vulgaris L. GARDAN et al., 2003
(Thomson et al.) Gardan et al.

Pectobacterium brasiliense Portier et al. Batata S. tuberosum PORTIER et al., 2019

Pectobacterium cacticida corrig. Carnegiea gigantea Britton &
(Alcorn et al.) Hauben et al. Cacto Rose HAUBEN etal., 1998
Pectobacterium carotovorum (Jones) Cenoura Daucus carota L. PORTIER et al., 2019

Waldee

Pectobacterium fontis Oulghazi et al.

Nascente de um rio

Malasia

OULGHAZI et al., 2019

Pectobacterium odoriferum (Gallois et

al.) Portier et al Chicoéria Cichorium intybus L. PORTIER et al., 2019
Pectobacterium parmentieri Khayi et al. Batata S. tuberosum KHAY!I et al., 2016
Pectobacterium parvum Pasanen et al. Batata S. tuberosum PASANEN et al., 2020
Pectobacterium polaris Dees et al. Batata S. tuberosum DEES et al., 2017
- . Campos de
Pectobacterium pc;llonlcum Waleron et producdo de Polénia WALERON et al., 2019b
' hortalicas
Pectobacterium punjabense Sarfraz et al. Batata S. tuberosum SARFRAZ et al., 2018
Pectobacterium versatile Portier et al. Batata S. tuberosum PORTIER et al., 2019
Pectﬁ;@fxgg)wg;ﬁ;seet(ilmo & Wasabi Eutrema japonicum (Miq.) Koidz. GARDAN et al., 2003
a'ljecmba‘“e”“m peruviense™ Waleron et Batata S. tuberosum WALERON et al., 2018
Pectobacterium zantedeschiae Copo-de-leite Z. aethiopica WALERON et al., 2019a

Waleron et al.

A espécie P. brasiliense PORTIER et al. foi inicialmente descrita no Brasil em 2004

como principal agente causal da canela preta em batateira, no estado do Rio Grande do Sul

(DUARTE et al., 2004a). Posteriormente, esta espécie surgiu como um problema global com

relatos de ocorréncia, até julho de 2020, em 31 paises distribuidos na Africa, América, Asia,

Europa e Oceania atingindo as mais diversas espécies vegetais de interesse agricola, ornamental
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e plantas nativas sem interesse agricola (Tabela 2). Na literatura, este taxon ja foi identificado
como E. carotovora subsp. brasiliensis (DUARTE et al., 2004a) acompanhando a mudanca de
nomenclatura de género, sendo reclassificado como P. carotorum subsp. brasiliensis (EL
TASSA; DUARTE, 2006; MA et al., 2007). Apdés uma descricdo completa oficial ocorrer em
2012, o taxon passou ser identificado com epiteto especifico modificado, P. carotovorum subsp.
brasiliense (NABHAN et al., 2012). Os dois epitetos foram utilizados simultaneamente, apesar
disto nenhuma das nomenclaturas figurou em uma lista de nomes validados (PARTE, 2018).
Apenas em 2019, na presenca de uma caracterizacao polifasica e do uso de métricas genémicas
como ANI e isDDH adquiriu o status de espécie e foi reconhecido na Approved Lists of
Bacterial Names (PARTE, 2018; PORTIER et al., 2019).

Tabela 2. Paises onde a espécie Pectobacterium brasiliense ja foi detectada causando doencas

em plantas segundo a literatura

Pais Hospedeiro Referéncia
Nome comum  Nome cientifico
Africa do Sul Batata Solanum tuberosum L. NGADZE et al., 2012
Alemanha nao informado DE BOER; L1; WARD,
2012
Algéria Batata S. tuberosum NAAS et al., 2018
Austria Abdbora \C/:;:g}tl):'i[gcp;epet)rela subsp. pepo GOTTSBEZE%ER; HUSS,
Bélgica néo informado DE BOER; LI1; WARD,
2012
Brasil Abobrinha  Curbubita pepo L. MORAES et al., 2017
Batata S. tuberosum DUARTE et al., 2004

Brassica oleracea L.

var. acephala DC, QUEIROZ et al., 2017

Couve

Brassica pekinensis (Lour.)

Couve Chinesa QUEIROZ, 2018

Rupr.
Canada Batata S. tuberosum DE BOER; LI; WARD,
2012
China Batata S. tuberosum ZHAO et al., 2018
Pepino Cucumis sativus L. MENG et al. 2017
Pimenta Capsicum annuum L. var. SHE et al., 2017
grossum Sendt.
Rabanete Raphanus sativus L. LIU et al., 2019
Tabaco Nicotiana tabacum L. WANG et al., 2017
A . JARAMILLO; HUERTAS;
Colébmbia Tomate Solanum lycopersicum L. GOMEZ, 2017
Coréia do Sul Amaranthus spp. L. JEE et al., 2018

Batata S. tuberosum LEE et al., 2014



Estados Unidos

Franca

Havai
india
Israel

Italia
Japéo
Marrocos
México
Nova Zelandia
Paises Baixos

Peru

Pol6nia

Quénia
Reino Unido
Russia
Sérvia

Suica
Turquia
Venezuela
Zimbéabue

Beringela

Solanum melongena L.

Chrysanthemum L.

Couve Chinesa B. pekinensis

Tomate
Batata
Beterraba
Tomate

Batata
Batata
Batata

Alcachofra

Tomate
Batata
Batata

Cacto

Batata
Batata

Batata
Beterraba
Couve
Pepino
Batata

Batata

Batata
Abobrinha

Melancia

Batata
Batata
Pimenta
Batata

Nepenthes L.
S. lycopersicum
S. tuberosum
Beta vulgaris L.
S. lycopersicum

nao informado

S. tuberosum
S. tuberosum
S. tuberosum

Malva nicaeensis All.

Cynara Cardunculus var.
scolymus (L.) Fiori

S. lycopersicum

S. tuberosum

S. tuberosum

Neobuxbaumia tetetzo (Coult.)
Backeb.

S. tuberosum
S. tuberosum

nao informado

S. tuberosum

B. vulgaris

B. oleracea var. acephala
C. sativus

S. tuberosum

S. tuberosum

S. tuberosum

C. pepo

Citrullus lanatus (Thunb.)
Matsum. & Nakai

S. tuberosum

S. tuberosum

Capsicum annuum L.

S. tuberosum

LEE et al., 2014
LEE et al., 2014
LEE et al., 2014
LEE et al., 2014
LEE et al., 2014
MCNALLY etal., 2017
SECOR et al., 2016
ROSSKOPF; HONG, 2016

VAN DER WOLF et al.,
2017

ARIZALA et al., 2020
NGADZE et al., 2012
MA et al., 2007
TSROR et al., 2019

CARIDDI; BUBICI, 2016

CARUSO et al., 2016
FUJIMOTO et al., 2017
OULGAZHI et al., 2020

MEJIA-SANCHEZ et al.,
2019

PANDA et al.,2012
LEITE etal., 2014

DE BOER; LI; WARD,
2012

WALERON et al., 2015
WALERON et al., 2015
WALERON et al., 2015
WALERON et al., 2015
ONKENDI et al., 2014

DE BOER; LI; WARD,
2012

VORONINA et al., 2019
ZLATKOVIC et al., 2019

ZLATKOVIC et al., 2019

DE WERRA et al., 2015
OZTURK; AKSQOY, 2016
GILLIS et al. 2017
NGADZE et al., 2012
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P. aroidearum foi proposta como espécie em 2013, a partir da reclassificacdo de
isolados que eram principalmente, porém ndo exclusivamente, obtidos de lesdes de podriddo
mole em plantas monocotileddneas (GARDAN et al., 2003; NABHAN et al., 2013). A espécie
ja foi identificada na Africa do Sul, Israel, Brasil, China, Jamaica, Libano e Zimbébue (Tabela
3) (MORAES et al., 2017; MORETTI et al., 2016; NABHAN et al., 2013; XIE et al., 2018).

Tabela 3. Paises onde a espécie Pectobacterium aroidearum ja foi detectada causando

doencas em plantas segundo a literatura

Pais Hospedeiro Referéncia
Nome comum Nome Cientifico
Africadosul  Copo-de-leite éantedeschia aethiopica (L.) NABHAN et al., 2013
preng.
Brasil Abobrinha Curbubita pepo L. MORAES et al., 2017
Alface Lactuca sativa L. BARROSO et al., 2019
Couve chinesa ~ Drassica pﬂ‘iﬁns's (Lour.) BARROSO et al., 2019
Pimenta Capsicum annuum L. MORAES et al., 2020
China Amorphophallus konjac K. Koch WEI et al., 2019
Couve chinesa B. pekinensis XIE et al., 2018
Singbnio Syngonium podophyllum Schott XU et al., 2020
Israel Abacate Persea americana Mill. NABHAN et al., 2013
Ornithogalo  Ornithogalum dubium Houtt. NABHAN et al., 2013
Jamaica Cana-de-agucar Saccharum L. NABHAN et al., 2013
Libano Batata Solanum tuberosum L. MORETTI et al., 2016
Zimbéabue Batata S. tuberosum NABHAN et al., 2013

Levantamentos realizados no ano de 2007 em regides produtoras de hortalicas folhosas
do estado de Pernambuco, nas mesorregides da Zona da Mata e do Agreste, indicaram P.
carotovorum como Unico agente causal da podriddo mole, apresentando prevaléncia de 42.9%
e 100% em campos de cultivo de alface (Lactuca sativa L.) e couve chinesa (Brassica
pekinensis (Lour.) Rupr.), respectivamente (SILVA et al., 2007). No entanto, desde 2017, com
0 emprego de técnicas moleculares robustas e novas coletas realizadas no estado, outras
especies tém sido constantemente identificadas, como P. brasiliense, encontrada causando
podriddao mole em abobrinha (Cucurbita pepo L) (MORAES et al., 2017) e em couve (Brassica
oleracea L. var. acephala DC.) (QUEIROZ et al., 2017) e P. aroidearum, detectada em
abobrinha, alface, couve-chinesa e pimenta (Capsicum annuum L.), determinando assim o
carater emergente destes patogenos em Pernambuco (BARROSO et al., 2019; MORAES et al.,
2017, 2020).
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A ampla gama de hospedeiros vegetais das espécies de Pectobacterium, bem como a
sua vasta distribui¢do geografica impulsionou uma variedade de estudos afim de compreender
a capacidade adaptativa e 0s mecanismos de patogenicidade que tornam estas bactérias tdo

destrutivas e relevantes para a agricultura (LI et al., 2018; TOTH et al., 2003).

4. Mecanismos de patogenicidade em espécies de Pectobacterium

Os principais fatores de viruléncia sdo as exoenzimas degradadoras de parede celular,
secretadas pelo sistema de secrecdo tipo 11 (T2SS) que sdo produzidas em niveis altos durante
o0 processo de infeccdo (CHARKOWSKI et al., 2012; TOTH et al., 2003). Dentre essas
enzimas destacam-se as pectinases, as quais degradam as substancias pécticas presentes na
lamela média, componente da parede primaria da célula vegetal, por meio da hidrélise das
ligacBes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica da pectina (AGRIOS, 2005; VORAGEN et
al., 2009). Por sua vez, o tecido macerado apresenta alta pressdo osmotica resultando na
liberacdo de agua para os espacos intercelulares, causando a plasmolise, colapso e morte das
células vegetais. Enquanto as células bacterianas continuam a se multiplicar nos espagos
intercelulares, as exoenzimas atuam sobre o tecido sadio o preparando para uma nova invasao
(AGRIOS, 2005). As pectinases encontradas no género Pectobacterium séo
rhamnogalacturonan hidrolases, pectina metil esterase, pectina acetil esterase,
poligalacturonases, pectina liase, pectato liase e poligalacturonase (DUBEY et al., 2016; TOTH
et al., 2003). Pectato liases sdo as principais pectinases envolvidas na patogénese e assim como
outras exoenzimas seu numero varia entre espécies e isolados da mesma espécie (TOTH et al.,
2003).

Neste contexto, 0 mecanismo de quorum sensing (QS), responsavel pela regulacdo da
expressao de genes bacterianos em funcgéo da alta densidade de celulas bacterianas, é essencial
para ativar o arsenal enzimético de Pectobacterium spp (CHARKOWSKI et al., 2012;
POLLUMAA; ALAMAE; MAE, 2012). Dois sistemas de QS especificados pela natureza dos
sinais quimicos foram detectados em Pectobacterium spp. (ABISADO et al., 2018).

O primeiro sistema de QS é dependente de N-acil homoserina lactona (AHL). Ele foi
descoberto na década de 1960 controlando o efeito de bioluminescéncia na associacédo
simbiotica da bactéria Aliivibrio fischeri (Beijerinck) Urbanczyk et al. e a lula Euprymna
scolopes Berry (ABISADO et al., 2018) Em condic¢des de alta densidade celular A. fischeri

ativa a bioluminescéncia através de duas proteinas, Luxl é uma molécula sinal que produz N-
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3-oxo-hexanoil-homoserina lactona (30C6- HSL),e se liga a proteina LuxR, um fator de
transcricdo ativador da expressdo do Operon que contém os genes da bioluminescéncia
(ABISADO et al., 2018).

Pectobacterium spp. foi a primeira fitobactéria a ter o QS dependente de AHL
identificado (JONES et al., 1993). As moléculas sinalizadoras sdo N-(3-oxo-octanoil)-L-
homoserina lactona (3-oxo-C8-AHL) e 3-(oxo-hexanoil)-L-homoserina lactona (3-0xo-C6-
AHL) codificadas pelo gene expl , homologo do gene Luxl presente em A. fischeri, e detectadas
pelas proteinas EXpR1 e ExpR2. Para que haja uma resposta em cadeia, a primeira proteina
liga-se apenas a 3-oxo-C6-AHL e a segunda liga-se as duas moléculas (CHARKOWSKI et al.,
2012; CHATTERJEE et al., 2005).A presenca de genes codantes para ExpR2 é variavel nas
cepas de Pectobacterium (POLLUMAA; ALAMAE; MAE, 2012).

O segundo sistema de QS € dependente da molécula autoindutora Al-2, descoberto na
bactéria marinha Vibrio harveyi (Johnson & Shunk) Baumann et al., cuja atividade de
bioluminescéncia é dependente da sintese da molécula Al-2, produzida pela enzima LuxS
(COULTHURST et al., 2006). Em Pectobacterium spp. a auséncia do gene homdlogo a Luxs,
ndo afeta a viruléncia dos isolados, porém reduz a sua mobilidade e a producédo de exoenzimas
(COULTHURST,; LILLEY; SALMOND, 2006), no entanto a inativacdo do gene expl resulta
na diminuicdo consideravel da producdo de enzimas pectinoliticas e por consequéncia torna os
isolados avirulentos (POLLUMAA; ALAMAE; MAE, 2012).

Outros fatores que colaboram diretamente na viruléncia dos individuos deste género,
porém apresentam maior ou menor importancia, a depender das espécies sendo: a producédo de
celulases, proteases, lipopolissacarideos, flagelina, mobilidade, siderdforos, sistemas de
secrecdo do tipo I, IV e VI, bem como os sistemas CRISPR/CAS, os quais estdo envolvidos
na imunidade adaptativa destas bactérias (COULTHURST; LILLEY; SALMOND, 2006;
EVANS et al., 2010; KIM et al., 2009; LI et al., 2018).

Varios estudos foram realizados afim de desvendar os fatores de viruléncia e
patogenicidade de Pectobacterium spp. (CHARKOWSKI et al., 2012; L1 et al., 2018; TOTH
etal., 2003). A associacgdo de técnicas de sequenciamento do DNA, e a caracterizacdo genémica
nestes estudos, tem possibilitado reconhecer diversas enzimas degradadores da parede celular,
sistemas de regulacdo génica, sistemas de secrecdo e mecanismos de defesa bacteriana
(CHARKOWSKI et al., 2012; Ll et al., 2018; TOTH et al., 2003).
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5. Estudos gendmicos no género Pectobacterium

O sequenciamento do DNA é o processo pelo qual se determina a ordem dos
nucleotideos de uma determinada cadeia de polinucleotideos do DNA, em termos simples
consiste na“leitura do DNA”(VILGIS; DEIGNER, 2018). A primeira geragédo de tecnologias
de sequenciamento foi marcada pelos métodos de Maxam-Gilbert (MAXAM; GILBERT,
1977) e o Método de Sanger (SANGER; COULSON, 1975). O método de Maxam-Gilbert por
ser laborioso foi gradualmente sendo substituido pelo Método de Sanger (WONG et al., 2019).

No entanto, a demanda por alto rendimento e menor tempo de sequenciamento levou ao
surgimento da segunda geracdo, também conhecida como sequenciamento de ultima geracéo,
marcada por métodos capazes de sequenciar varias amostras em paralelo, fornecer alto
rendimento a um baixo custo, e gerar dados com alto nivel de cobertura apresentando alta
confianga estatistica (VILGIS; DEIGNER, 2018; WONG et al., 2019). Os sistemas Roche 454
(MARGULIES et al., 2005) , Illumina (BENTLEY et al., 2008), SOLiD (VALOUEYV et al.,
2008) e o sistema lon Torrent (ROTHBERG et al., 2011) sdo exemplos de tecnologias de ultima
geracao.

O conhecimento das sequéncias de DNA € obrigatdrio ou pelo menos Util em quase
qualquer &rea da pesquisa bioldgica (VILGIS; DEIGNER, 2018). A genémica é uma ferramenta
indispensavel no estudo do género Pectobacterium, tanto no esclarecimento da sua taxonomia,
guanto na compreensdo de como este patdgeno se adapta no ambiente, e de qual forma suas
variadas espécies sdo capazes de causar doencas em plantas (TOTH et al., 2015). Nesse
contexto, o sequenciamento genémico de Ultima geracdo permite analises estruturais,
funcionais e comparativas, que esclarecem como procariotos se adaptaram para explorar uma
enorme diversidade de hospedeiros, tecidos de plantas e ambientes (NIEMI et al., 2017).

O sequenciamento de genomas microbianos comecou no final dos anos 90 e
revolucionou a forma como a pesquisa é conduzida (SUEN et al., 2007). Atualmente, existem
enorme quantidade sequéncias genémicas de procariotas disponiveis em bancos de dados e a
etapa inicial de sequenciamento foi amplamente aprimorada (NCBI, 2020; SUEN et al.,
2007;VILGIS; DEIGNER, 2018).). Nesse contexto, o sequenciamento completo de algumas
especies de Pectobacterium revelou a presenca de um cromossomo circular com cerca 4,9 Mb,
podendo ou ndo ser encontrado um plasmideo de tamanho variavel (NIEMI et al., 2017,
NIKOLAICHIK et al., 2014).

Pectobacterium atrosepticum (van Hall) Gardan et al. isolado SCRI1043 (acesso:

BX950851) foi o primeiro fitopatégeno da antiga ordem Enterobacteriales a ser sequenciado,
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atualmente Enterobacterales (ADEOLU et al., 2016; BELL et al., 2004). Em julho de 2018
existiam 17 genomas completos de Pectobacterium publicamente disponiveis (L1 et al., 2018).
Em julho de 2020, esse numero passou para 38 genomas completos e 167 montagens de
genomas das especies de Pectobacterium disponiveis no National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2020). Deste total, P. carotovorum apresenta quatro genomas completos,
um genoma em nivel de cromossomo, nove em nivel de scaffolds e 12 em nivel de contigs.
Apresenta conteddo GC variando entre 51,3 — 52%. e tamanho variando entre 4,64 - 4,94 Mb e
sem plasmideos detectados (NCBI, 2020).

Com relacdo a especie P. brasiliense, ela apresenta cinco genomas completos, 18
genomas em nivel de scaffold e 11 em nivel de contigs (NCBI, 2020). O isolado tipo
IBSBF1692 (=CFBP 6617 =212 = LMG 21371), originado do isolamento de batateiras no
estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil, foi sequenciado trés vezes, a primeira montagem,
identificada como PBR1692 (acesso: ABVX01000001) foi realizada no ano de 2008 é
atualmente classificada pelo banco de dados NCBI como montagem andémala, a segunda
montagem, isolado nomeado LMG 21371(acesso: NZ_JQOE01000001) encontra-se em nivel
de contigs e a terceira montagem, isolado 1692 (acesso: NZ_CP047495) do ano de 2020,
apresenta o genoma completo resultado do sequenciamento por duas estratégias, na plataforma
Illumina com reads de 500 bp e no MinlON para obtencéo de reads longos afim de obter a
estrutura completa do genoma (GLASNER et al., 2008; LI1U; FILIATRAULT, 2020; NCBI,
2020). Outro isolado brasileiro, LMG 21372 (acesso: NZ_JQODO01000001), encontra-se
sequenciado e em nivel de contigs também oriundo de batateiras do RS (NCBI, 2020). Genomas
desta espécie apresentam contetido GC variando entre 51,3 — 52,2 %. e tamanho variando entre
4,60 - 4,97 Mb e sem plasmideos detectados no GenBank (NCBI, 2020).

P. aroidearum apresentava até julho de 2020 apenas um representante, o isolado PC1,
sendo este completo e depositado no banco de dados do NCBI como isolado da espécie de P.
carotovorum (NCBI). O isolado PC1 foi utilizado em 2013 no estudo para proposta da criagcao
da espécie P. aroidearum (NABHAN et al., 2013), e é utilizado em diferentes estudos do género
com a nomenclatura correta (PASANEN et al., 2020; WALERON et al., 2019b).

A gendmica é metodologia necessaria na taxonomia de procariotos pois € um meio
reprodutivel, confiavel e altamente informativo na inferéncia de relagdes filogenéticas (CHUN;
RAINEY, 2014). Em 2018, uma proposta foi realizada para uso de dados genémicos na
taxonomia de procariotos, onde as analises de bioinformatica foram separadas em duas grandes
categorias. A primeira € baseada em métricas indicando quéo semelhantes duas sequéncias de

genoma sao, nesta abordagem destacam-se a ANI e a isSDDH, cujos limites de delimitacéo de
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espécies, geralmente aceitos, sdo de 95 ~ 96 e 70%, respectivamente (CHUN et al., 2018;
CHUN; RAINEY, 2014). A segunda categoria é fundamenta na reconstrucdo de arvores
filogendmicas, afim de explorar a relacdo filogenética em diversos niveis taxondmicos,
recomenda-se 0 uso de no minimo 31 genes core para esta reconstrucdo (CHUN et al., 2018).

A gendmica comparativa permite a realizagdo de estudos estruturais e funcionais,
fornecendo informagBes quanto a sua capacidade de explorar diferentes nichos ecoldgicos
(GLASNER et al., 2008). Em bactérias fitopatogénicas os fatores chaves de interacdo com a
planta hospedeira foram descobertos a partir de estudos de genébmica comparativa entre
bactérias patogénicas a animais (GLASNER et al., 2008). O primeiro trabalho de genémica
comparativa envolvendo uma espécie de bactéria pectinolitica foi realizado por Toth; Pritchard;
e Birch em 2006 entre P. atrosepticum SCRI11043 e os patdgenos humanos Escherichia coli
(Migula) Castellani & Chalmers e Salmonella spp. Stach, onde foi revelado o compartilhamento
de muitos genes entre estas espécies. Neste estudo, P. atrosepticum também apresentou ilhas
gendmicas semelhantes a outros patdgenos de plantas, lenvantando a hip6tese de uma possivel
aquisicdo via transferéncia horizontal. Tais ilhas genébmicas sdo compostas por genes
responsaveis por funcbes conhecidas ou previstas para a adaptacdo de vida parasitaria em
vegetais, como enzimas degradadoras da parede celular das plantas, fitotoxinas, sistema de
secrecao do tipo Il (T3SS) associado a patdgenos, fixacdo de nitrogénio e ligagdo radicular
(TOTH; PRITCHARD; BIRCH, 2006) .

Até 0 momento, existem cinco estudos de gendmica comparativa entre espécies de
Pectobacterium(GLASNER et al., 2008; KHAY I et al., 2016; L1 et al., 2019, 2018; NYKYRI
et al., 2012). O primeiro consistiu na avaliagdo entre P. atrosepticum, P. carotovorum e P.
brasiliense e revelou que as ilhas gendmicas horizontalmente adquiridas de P. atrosepticum
estdo ausentes em P. carotovorum e P. brasiliense, confirmando a maior proximidade desssas
duas Ultimas espécies (GLASNER et al., 2008) . Em 2012 Nykiri et al. compararam P.
parmentieri e P. wasabieae, e destacaram a auséncia do T3SS e seus efetores em P. parmentieri,
sendo ratificado posteriormente por trabalho desenvolvido apenas com isolados desta espécie
quatro anos depois (KHAY 1 et al., 2016). Em 2018, outro estudo foi publicado comparando 84
isolados de Pectobacterium spp. para detectar variagbes em fatores de patogenicidade como
enzimas de degradacdo da parede celular, sistemas de secrecdo, flagelina, sideroforos,
polissacarideos e sistemas CRISPR-Cas. A busca por genes homologos realizada no BLASTP
demonstrou o carater altamente conservado dos genes de sintese de enzimas degradadoras de
parede celular entre todas as espécies de Pectobacterium. Foi descoberto que P. carotovorum,

P. odoriferum e P. brasiliense abrigam dois subtipos do sistema CRISPR/CAS ( I-E, I-F), e
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possivelmente contribuem para a viruléncia e imunidade adaptativa destas espécies (LI et al.,
2018). Detectou-se também um operon srl relacionado ao metabolismo do sorbitol especifico
para os genomas de P. odoriferum, testes bioquimicos confirmaram a producéo de acido a partir
de sorbitol ou a utilizacdo desta fonte de carbono (LI et al., 2018). Adicionalmente, o ultimo
estudo de gendmica comparativa foi realizado entre isolado de P. brasiliense SX309 e outras
oito espécies do género, revelando o compartilhamento de 2.995 genes core e 371 genes Unicos
deste isolado, de funcdes ainda desconhecidas (LI et al., 2019).

Deste modo a gendmica comparativa € uma importante ferramenta para compreensédo
de relagGes taxonémicas e a adaptacdo das diferentes espécies de Pectobacterium aos seus
diversos hospedeiros. Assim, objetivamos sequenciar, montar, e anotar os genomas de trés
isolados de P. brasiliense, um de P. aroidearum e um de P. odoriferum e realizar analises de
taxonomia gendmica e gendbmica comparativa afim de identificar genes responsaveis por fatores
de patogenicidade com potencial de determinar vantagem competitiva a infeccdo em diferentes
plantas hospedeiras. Portanto, o presente estudo contribui no entendimento tanto das relagdes
taxonémicas quanto do comportamento bacteriano, e disponibiliza sequéncias e informacdes
gendmicas consistentes sobre P. aroidearum, P. brasiliense e P. carotovorum originadas de

diferentes hortalicas cultivadas no Nordeste brasileiro.
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CAPITULO 11

Comparative genomic of five strains of Pectobacterium spp. causing soft rot in different host

plants in Brazil and comparison with related strains
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Abstract

The genus Pectobacterium harbor species and subspecies causing economically
important diseases, as bacterial soft rot and blackleg disease. Since 2017, different species
of Pectobacterium have been consistently observed in several vegetables in the Northeast
region of Brazil. Hence, five strains of Pectobacterium were isolated from Chinese
cabbage, zucchini, cabbage, and lettuce plants exhibiting soft rot symptoms in the
Pernambuco state, Brazil. Genome sequencing of the strains allowed the identification by
average nucleotide identity (ANI) and in silico DNA-DNA hybridization (isSDDH). The
strains CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596 were identified as P. brasiliense,
while CCRMPA174 and CCRMPC 339 were characterized as P. aroidearum and P.
carotovorum, respectively. Comparative genomic shown highly conserved genes of
pectinases, type 2 secretion system clusters and quorum sensing systems, responsible for
synthesizing N-acyl homoserine lactone. This gene helps in bacterial survival in its
different hosts. Later studies of protein modeling may favor understanding such

differences in this protein and possible relationships with its host plants.

Keywords: Pectobacterium brasiliense, P. aroidearum, P. carotovorum, quorum

sensing, pathogenicity.
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1.Introduction

Pectobacterium spp. is a necrotrophic Gram-negative bacterium wide distributed
on the globe and causes soft rot and blackleg disease in various important crops
(PORTIER et al., 2019; VAN DER WOLF et al., 2017). It is a member of Proteobacteria,
Gammaproteobacteria class, and can cause disease in 35% of vascular plants (MA et al.,
2007).

In Brazil, Pectobacterium carotovorum is mostly described as causing soft rot in
leafy vegetables (SILVA et al.,2007). Other species with scientific importance
is Pectobacterium brasiliense. It was first described in Brazilian South and is the primary
causal agent of black leag disease in potato (Solanum tuberosum L.). Since 2017 new
species have been reported, namely Pectobacterium aroidearum detected causing soft
rotin zucchini (Cucurbita pepo L.), lettuce (Lactuca sativaL.), Chinese cabbage
(Brassica pekinensis Rupr.), and pepper (Capsicum annuum L.) (BARROSO et al., 2019;
MORAES et al.,, 2019; MORAES et al., 2020). Also, P. brasiliense increased its
distribution on the Brasilian map once it is also present in the North of Brazil, causing
soft rot in zucchini and kale (Brassica oleracea var. acephala) (MORAES et al., 2017;
QUEIROZ et al., 2017). All the identification on the recent reports are based on 16S
rDNA gene phylogenetic reconstruction, even though genomic metrics are reliable tools
for the well taxonomic placement of prokaryotes and are highly recommend (CHUN et
al., 2018)

The pathogenicity factors of Pectobacterium spp. can explain the significant
amount of plants that are susceptible to its infection. The major pathogenicity factor is
the coordinated high-level production of multiple plant cell wall degrading exoenzymes
(PCWDE), including pectinases, cellulases, and proteases (CHARKOWSKI et al., 2012;
TOTH et al., 2003). The pectate lyase is a type of pectinase that plays an essential role in
soft rot symptoms development. As any other exoenzymes, its number varies
considerably among species and strains (TOTH et al., 2003). The secretion of these
exoenzymes are effectuated by the Type Il secretion system (T2SS). It is a double-
membrane-spanning protein secretion system composed of 12-15 different general
secretory pathway (Gsp) proteins present in various copy numbers (Korotkov et al.,
2012).

The regulation system quorum sensing is based on a high density of bacteria cell
population that controls the expression of the PCWDE's arsenal and T2SS

on Pectobacterium spp. The first system is dependent on the signal molecule n-acyl-
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homoserine lactone; the expl gene codes two signal molecules, N-(3-oxo-octanoyl)-L-
homoserine lactone (3-0x0-C8-AHL) e 3-(oxo-hexanoyl)-L-homoserine lactone (3-oxo-
C6-AHL). They are detected by the proteins ExpR1 and ExpR2, and to have the positive
answer to produce PCWDE and to have a e detectadas pelas proteinas EXpR1 e ExpR2
(CHARKOWSKI et al., 2012; CHATTERJEE et al., 2005).The second system is based
on autoinducer molecule Al-2. Still, studies revealed that in the abscense of the sintese
gene to Al-2 molecule strains only reduce their mobility and production of exoenzymes,
affecting their virulence but not their pathogenicity. (COULTHURST et al., 2006,
COULTHURST; LILLEY; SALMOND, 2006),

The study of the primary pathogenicity factors of Pectobacterium spp. provides
information about the variability and specificities of factors, helping to better understand
the unique genetic features among species and strains (LI et al., 2018). This study brings
the comparative genomics of five Pectobacterium strains isolated from different plant
hosts willing to detect the major pathogenicity factors genes that could help these strains
better adapt to their hosts.

2. Materials and methods
2.1. Strains isolation and DNA extraction

The five strains were obtained from different plants (Table 1), exhibiting soft rot
symptoms during field inspections carried out in September 2015 in municipalities of
Pernambuco state, Brazil. The strains are deposited at the culture collection of the
Laboratory of Phytobacteriology of Universidade Federal Rural de Pernambuco. The
strains were grown on the NYDA medium (20 g L™ of agar, 10 g L *of dextrose, 5 g L™
of peptone, 5 g L™ of yeast extract, and 3 L g of meat extract) for 36 h at 28°C. Genomic
DNA was extracted using the Miniprep kit (Axygen Biosciences, EUA) and quantified
by Qubit (5 ng pl). ). The DNA quality control was performed through electrophoresis

gel.

2.2. Whole-genome DNA sequencing, assembly, and annotation

The genome sequencing was performed in Illumina HiSeq 2500 platform (lllumina,
EUA), and libraries were paired-sequenced (2x 150 bp). The quality of raw sequencing
data was evaluated using FastQC v0.11.8 (Babraham Institute, Cambridge, United

Kingdom; https://www.bioinformatics. babraham.ac.uk/projects/fastqc/).  Adapter
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screening and quality filtering of reads were performed using Trimmomatic 0.36
(BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). De novo genome assemblies were performed
using SPAdes v3.13.0 (BANKEVICH et al., 2012), selecting the careful option. The
quality of assemblies was checked using QUAST v5.0.2 (MIKHEENKO et al., 2018).
Assemblies' completeness level was checked with BUSCO Software (SIMAO et al.,
2015). The genomes were structural annotated using PROKKA v. 1.13 (SEEMANN,
2014). The metabolic pathways were examined using the KEGG Automatic Annotation

Server (KAAS, http://www.genome.jp/tools/kaas/).

2.3. Comparative genomic analysis

The contigs were blasted against the NCBI Genome Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome), and 15 close related strains were selected
according to e-value to start the genomic taxonomy (Table S1). The average nucleotide
identity (ANI) values were calculated using Jspecies software (RICHTER; ROSSELLO-
MORA, 2009), and in silico DNA-DNA hybridization (isDDH) was performed in
Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC 2.0;
http://ggdc.dsmz.de/distcalc2.php)(AUCH; KLENK; GOKER, 2010). Both results, were
compared to the identification perfomerd by Multilocus sequence analysis (MLSA) using
concatenated partial sequences of the genes icdA, gapA, mdh, recA, and proA, unpushed
data. A core protein phylogeny was estimated under the maximum-likelihood (ML)
criterion using the consensus core-genome clusters computed by GET_HOMOLOGUES
(Contreras-Moreira and Vinuesa, 2013) based on 22 genomes of Pectobacterium strains
(Table S2). A tree was built using Fast Tree (NGUYEN et al., 2015) with single-copy
proteins filtered from the core proteins using GET_PHYLOMARKERS pipeline
(VINUESA; OCHOA-SANCHEZ; CONTRERAS-MOREIRA, 2018). Complete
genome comparisons were conducted using Mauve 2.3.1 comparison software
(DARLING et al., 2004). Pectinases genes were selected, namely: pectate lyase (pel),
pectin lyase (pnl), pectinesterase (pemA), polygalacturonases (pehX), oligogalacturonate
lyase (ogl), and rhamnogalacturonate lyase (rhik), and curated manually, getting analysed
at the protein level to identify homology percentage, as well as QS system genes. T2SS
genes were identified using TXSScan MacSyFinder (ABBY et al., 2016), their
comparative  analysis at the protein level using Uniprot database
(https://www.uniprot.org/).
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3. Results
3.1. Whole-genome DNA sequencing, assembly, and annotation

There were obtained a total of 5,716,156, 6,031,584, 7,687,816, 5,957,242, and
5,612,544 raw reads for CCRMPB15, for CCRMPB185, CCRMPB596, CCRMPA174,
and CCRMPC339, respectively (Table 1). The five genomes were assembled in the least
than 30 contigs each and presented sizes varying from 4.97 to 4.78 Mbp, GC content from
51.8 to 52.1%, and a mean coverage of 300x. They were all composed of one circular
chromosome and present 99.5-99.6% completeness level, according to BUSCO software.
The strain CCRMPAL74 showed the major N50 composed by 2,851,435 bp and
CCRMPC339, the minor composed by 385,227 bp.

Table 1. Major genomic features of the five strains analyzed in this study.

Features P. aroidearum P. brasiliense P. carotovorum
CCRMPA174 CCRMPB15 CCRMPB185 CCRMPB596 CCRMPC339
. Brassica . Brassica .
Host Cucurbtha pepo pekinensis Cucurbll_ta PEPO  \oracea var. Lactuclfl sativa
' (Lour.) Rupr. capitata L. '
Ge”‘(’&‘j S12€ 4 855,864 4,780,950 4,942,207 4,974,696 4,944,520
No. of contigs 15 14 11 28 26
GC content
(%) 51.9 51.8 52.1 52.1 51.9
N50 (pb) 2,851,435 318,561 426,132 497,462 385,227
Genome
coverage (X) 317 322 312 449 335
Complete
BUSCO (%) 99.6 99.5 99.5 99.6 99.6
CDs 4,313 4,265 4,396 4,390 4,430
tRNA 76 70 73 70 70
rRNA 21 10 9 12 13
Other RNA 1 1 1 1 1
Ge”B:Qk ace. PRINA630737 PRINA630728 PRINAG30737
147
148
149  3.2. Comparative genomic analysis
150 The strains CCRMPAL174 is closest related to P. aroidearum strains PC1 (NCBI
151  accession number NC_012917) with the isSDDH value of 82.6% and ANIm of 98.13%.
152  The CCRMPC339 is identified as P. carotovorum with isSDDH values of 83.6% and
153  ANIm of 97.4% when compared to P. carotovorum strain JR1.1 (NCBI accession number
154  NZ_CP034237), this result is the only one that reclassified a strain from a MLSA previous
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study (unpublished), it was first described as a P. odoriferum. In turn, the strains
CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596 were equally identified as P. brasiliense,
showing isDDH values superior to 75% and ANIm values around 97% when compared
to P. brasiliense SX309 (NCBI accession number NZ_CP020350) (Table S3).

To compare the Brazilian Northeast strains of P. brasiliense (CCRMPB15,
CCRMPB185, and CCRMPB596) to that P. brasiliense originated from the Brazilian
South, the strains 1692 (NCBI accession number NZ_CP047495) and LMG21372
(accession number NZ_JQODO01000000) were added to these similarity sequences
analysis. Interesting, the isSDDH values varied to 68.2 to 65.4% when paired to all selected
strains to represent P. brasiliense species. Once the P. brasiliense strains from Brazilian
South, 1692, and LMG21372 are compared to each other, the isDDH value is raised to
82.3%. The same discordance is not seen in ANIm values, that varies from 98.34 to

96.20% in any comparison among the P. brasiliense strains (Resumed on Table 2).

Table 2. Summary of genomic taxonomy of the studied strains.

Genomic identification

Species Strain

Paired strain ANI isDDH

P. aroidearum CCRMPA174  P. aroidearum PC1 98.13 82.60
P. brasiliense CCRMPB15 P. brasiliense SX309 97.27 75.30

P. brasilienseT 1692 96.20 67.00

P. brasiliense LMG 21372 96.26 66.70

P. brasiliense CCRMPB185 P. brasiliense SX309 97.77 79.60

P. brasilienseT 1692 96.30 67.80

P. brasiliense LMG 21372 96.34 66.80

P. brasiliense CCRMPB596 P. brasiliense SX309 97.54 77.80

P. brasilienseT 1692 96.41 68.60

P. brasiliense LMG 21372 96.46 67.00

P. carotovorum CCRMPC339 P. carotovorum JR1.1 9757 77.70

A phylogenomic tree was built with core proteins (Fig. 1.) displays the proximity
of the strains CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRM596 to the genomes of P.
brasiliense strains BZA12, HNP1719, and SX309, also showing a near clade composed
by P. Brasiliense strains 1692 and LMG21372. Furthermore, the CCMPAL74 and

CCRMPC339 strains are placed in clades composed of P. aroidearum and P.
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carotovorum, respectively.

100% P. parmentieri RNS 08-42-1A

P. wasabiae CFBP 3304

100% P. polonicum DPMP315

P. punjabense SS95

P. zantedeschiae PC2

100% P. betavasculorum NCPPB 3795

100% 100% P, atrosepticum SCRI1043

P. peruviense A350-S18-N16

P. actinidea ICMP19972

P. odoriferum BC S7

P. carotovorum CCRMPC339

100% P. carotovorum BP201601.1

P. carotovorum JR1.1

P, versatile 3-2.

890% P, aquaticum A212-S19-A16

100% 100% P. polaris NIBIO1006

P. brasiliense 1692

P, brasiliense LMG 21372

P. brasiliense CCRMPB15
———— P, brasiliense BZA12

99.9% 100% P, brasiliense CCRMPB185

P, brasiliense SX309

P. brasiliense CCRMPB59%96

P, brasiliense HNP1719

P. aroidearum CCRMPARO174

P. aroidearum PC1
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Fig. 1. Phylogenomic analysis of Brazilian Pectobacterium strains (CCRMPARO174,
CCCCRMPB15, CCRMPB185, CCRMPB596 and CCRMPC339) and members of the genus
Pectobacterium, based on 988 core proteins. The maximum-likelihood tree was reconstruct using
Fast Tree software (NGUYEN et al., 2015). In red, are the Brazilian P. Brasiliense strains origined
from the South.

3.3. Genomic comparative analyses

The alignments of the strains of P. brasiliense (CCRMPB15, CCRMPB185, and
CCRMPB596) showed that the three strains were close to each other and presented large
local collinear blocks (LCB) inversions (Fig. 2B). A core of 3,662 proteins cluster and
large number of unique proteins clusters were observed in the genomes of these three
strains (Fig. 3B).

The genome of the strain P. aroidearum CCRMPAL174 was aligned against the
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genomes P. carotovorum CCRMPC339, showing the proximity of these strains.
Together, they harbor a core of 3,531 proteins clusters s. A Ven diagram comparing
CCRMPAL174, CCRMPB15, CCRMPB185, CCRMPB596 and CCRMPC339 strains
showed a core of 3,386 proteins clusters, and P. brasiliense CCRMPB596 has only one
unique protein cluster, while P. brasiliense CCRMPB15 presented eight unique protein
cluster and P. brasiliense CCRMPB185 15 unique proteins clusters.

190
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Fig. 2. A- Alignment of P. carotovorum strains CCRMPC339 and P.
aroidearum CCRMPARO174; B- Alignment of P. brasiliense strains
CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596; C- Alignment of the

five strains.



218

219
220
221
222
223
224
225

47

(A) B)

CCRMPC339 CCRMPARO174 CCRMPB185 CCRMPB596

19
CCRMPBI15
. + CCRMPBI185
28
CCRMPBI15 ;
. CCRMPB59%6
1
32 15
CCRMPARO174 CCRMPC339

Fig. 3. A- Ven diagram clustering orthologous proteins clusters between of P.
carotovorum strains CCRMPC339 and P. aroidearum CCRMPAROL174; B-
Comparison among P. brasiliense strains; C- Comparison made with the five strains

of this study. shared and unique from each species .

3.4. Pectinases

The genes selected to the studied strains to represent different groups of pectinases,
namely: pectate lyase (pel), pectin lyase (pnl), pectinesterase (pemA), polygalacturonases
(pehX), oligogalacturonate lyase (ogl), and rhamnogalacturonate lyase (rhiE) showed
high levels of identity, > 90% were observed among the strains CCRMPA174,
CCRMPB15, CCRMPB185, CCRMPB596 and CCRMPC339 to the pel, pnl, pehX, ogl,
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226  and rhiE genes and the only exception was the gene pemA, with identity inferior to around
227  89% (Table S3). For this reason, a phylogenetic analysis of pemA was made to evaluate
228 its evolution within the CCRM strains, showing that among the P. brasiliense strains this
229  gene is highly conserved (Fig. 4A).

230

231 3.5. Type Il secretion system

232 The comparative analysis of the T2SS gene cluster (gspCDEFGHIJKLMN and pilD)
233  showed conservation at the protein level and in chromosome location of all the strains
234  (Table S4). The gene gspE was selected for phylogenetic reconstruction and reaffirmed

235  the conservation level among the studied strains (Fig. 4B).

236
(A) pemA (B) gspE (C) exp!
g g;;;f]l;z:lu;r; {P. brasiliense CCRMPB596 P arvidearum CCRMPALT4
L Fcarclovorum P brasiliense CCRMPBI8S 4|7 P brasiliense
CCRMPC339 CCRMPBI15
P brasiliense CCRMPB185 ] { £ brasitiense CCRMPB15 I | P. brasiliense CCRMPB185
{ P brasiliense CCRMPB15 s | £ carotovorum CCRMPC339 | P brasiliense CCRMPB59
P brasiliense CCRMPB596 1t aroidearum
CCRMPA174 P, carotoverum CCRMPC339
Fig. 4. Maximum-likelihood trees showing the phylogenetic relationship between Pectobacterium
aroidearum CCRMPAL174, P. brasiliense strains CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596,
P. carotovorum CCRMPC339 base on: A- pemA, B- gspE and C-expl genes
237

238  3.6. Quorum sensing

239 Two QS systems were identified. The N-acyl homoserine lactone (AHL)-
240  dependent system based on expl (molecule synthase gene) and expR1 (codding gene to
241  the protein receptor) and also ExpR2, that may or not be present in Pectobacterium spp.
242  They were all present in the strains genome and show high level of homology, except for
243  strain CCRMPB15 of P. brasiliense, where expl showed 76% of identity and expR1 62%.
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A phylogenetic reconstruction of the expl gene was made and displayed two clades, one
composed by P. brasiliense strains CCRM185, CCRMPB596 and P. carotovorum
CCRMPC339 and other composed by P. brasiliense CCRMPB15 and P. aroidearum
CCRMPA174, showing bootstraps of 75% (Fig. 4C). The ExpR2 gene showed high
identity. The LuxS homologue, component of autoinducer 2 quorum sensing system, also

revealed high percentage of identity (Table S4).

4. Discussion

The genomic taxonomy identification offers a reproductive, reliable, and highly
informative inferences (CHUN; RAINEY, 2014).ANIm and isSDDH were able to identify
the strains CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596 as P. brasiliense, while
CCRMPA174 and CCRMPC 339 were identified as P. aroidearum and P. carotovorum,
respectively. These strains were isolated from different plant hosts but in similar
environmental conditions of crop production in fields of the Brazilian Northeast region.
The Southern Brazilian P. brasiliense strains 1962 and LMG21372 displayed isDDH
values below 70% when compared to other P. brasiliense strains. It is known that some
representants from P. brasiliense species, when submitted to multilocus sequence
analysis, shows two well defined clades (MENG et al., 2017). Thus, possibly the reduced
values from isDDH found in those species have resulted from a natural variability that
should be investigated further.

Alignment of the CCRMPB15, CCRMPB185, and CCRMPB596 strains
displayed the occurrence of large local collinear blocks (LCB) inversions. These
processes of chromosomal rearrangements may have appeared during a long time of
evolution and selective pressure under specific environmental conditions assisting
adaptation processes in the microbial population (RAESIDE et al., 2014). Alignments of
pectinases genes and T2SS showed high percentage of identity. Different pectinases play
a major role in the virulence of Pectobacterium genus, they are encoded by independent
genes that can also appear duplicated (TOTH et al., 2003). T2SS is extremely important
to soft rot pathogens, once it allows the secretion of pectinases and cellulases
(CHARKOWSKI et al., 2012). Besides, studies revealed the inactivation of this secretory
system promotes avirulent Pectobacterium strains (PIRHONEN et al., 1991).

The quorum sensing is a regulatory mechanism in which gene expression is activated by

the accumulation of some chemical signaling molecules (ABISADO et al., 2018). The
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five strains of this study showed the systems depending on N-acyl-homoserine lactone
and the autinducer 2. Interesting, only the P. Brasiliense CCRMPB15 displayed low
values of homology among the expl and expR1. The phylogenetic reconstruction revealed

a bootstrap value of 74% of expl gene in a clade formed by the three P. brasiliense strains.

5. Conclusion

This study provided characterization of five new genomes resources of
Pectobacterium strains in Northeast Brazilian: P. aroidearum CCRMPAL74, P.
brasiliense strains CCRMPB15, CCRMPB185 and CCRMPB596, and P. carotovorum
CCRM339, originated from Brazilian Northeast, revealing the conserved proteins of

pectinases, T2SS, and quorum sensing.
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Supplementary data

Supplementary table 1. List of bacterial strains used to perform analysis

of average nucleotide
hybridization (isSDDH).

identity (ANI) and

in silico DNA-DNA

Species Strain Acession Number
1 P.aroidearum CCRMPA174
2 P. brasiliense CCRMPB15 PRINA630737
3 P. brasiliense CCRMPB185 PRIJNA630728
4 P. brasiliense CCRMPB596 PRINAG630770
5 P. carotovorum CCRMPC339
6 P.aroidearum PC1 NC_012917
7 P.atrosepticum SCRI1043 NC_004547
8 P. brasiliense SX309 NZ_CP020350
9 P. brasiliense HNP1719 CP046380
10 P. brasiliense BZA12 NZ_CP024780
11 P. brasiliense* 1692 NZ_CP047495
12 P. brasiliense* LMG 21372 NZ_JQODO01000000
13 P. carotovorum JR1 NZ_CP034237
14 P. carotovorum BP201601.1 NZ_CP034236
15 P. odoriferum BC S7 NZ_CP009678
16 P. odoriferum JK2.1 NZ_CP034938
17 P. parmentieri RNS 08-42-1A NZ_CP015749
18 P. polaris NIBIO1006 NZ_CSTC01000000
19 P. versatile 3-2. NZ_CP024842
20 P. wasabiae CFBP 3304 NZ_CP015750
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Supplementary table 2. List of bacterial strains used to perform analysis

of average nucleotide
hybridization (isDDH).

identity (ANI) and

in silico DNA-DNA

Species Strain Acession Number
1 P.aroidearum CCRMPA174
2 P. brasiliense CCRMPB15 PRIJNAG630737
3 P. brasiliense CCRMPB185 PRINA630728
4  P. brasiliense CCRMPB596 PRINA630770
5 P.carotovorum CCRMPC339
6 P.actinidea ICMP19972 NZ_MPUJ01000001
7 P.aquaticum A212-S19-A16 NZ_QHJR02000022.1
8 P. aroidearum PC1 NC 012917
9 P. atrosepticum SCRI11043 NC_ 004547
10 P. betavasculorum NCPPB 3795 NZ_JQHMO01000001
11 P. brasiliense SX309 NZ_CP020350
12 P. brasiliense HNP1719 CP046380
13 P. brasiliense BZA12 NZ_CP024780
14 P. brasiliense 1692 NZ_CP047495
15 P. brasiliense LMG 21372 NZ_JQOD01000000
16 P. carotovorum JR1 NZ_CP034237
17 P. carotovorum BP201601.1 NZ_CP034236
18 P. fontis M022 NZ_JSXC01000000
19 P. odoriferum BC S7 NZ_CP009678
20 P. parmentieri RNS 08-42-1A NZ_CP015749
21 P. peruviense A350-S18-N16 NZ_PYUP01000000
22 P.polaris NIBIO1006 NZ_CSTC01000000
23 P. polonicum DPMP315 NZ_RJTN01000000
24 P. punjabense strain SS95 NZ_CP038498
25 P.versatile 3-2. NZ_CP024842
26 P. wasabiae CFBP 3304 NZ_CP015750
27 P. zantedeschiae PC2 NZ_QETE01000000
28 D. Solani* IPO2222 NZ_ CMO001859
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Supplementary table 3.

ANIm and isDDH values calculated for CCRMPARO174, CCRMPB15, CCRMPB185, CCRMPB596 and

CCRMPC339 against 15 related Pectobacterium species. The lower left triangle shows the isDDH values and the upper right triangle shows the

ID Species Strains 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 P. brasiliense CCRMPB15 - 9728 9730 9355 9089 9727 9732 9728 96.20 96.26 9359 9356 90.87 9419 9305 9265 9279 89.74 89.34 89.26
2 P. brasiliense CCRMPB185  75.3 - 9753 9342 9090 97.77 97.73 9747 9630 96.34 9349 9344 9079 9419 9304 9257 9272 89.67 8942 89.26
3 P. brasiliense CCRMPB5%  75.3 77.80 - 9341 90.87 97.54 9754 9745 9641 9646 9346 9341 9078 9419 9300 9254 9274 89.65 8943 89.21
4 P. carotovorum CCRMPC339 5200 5130 5150 - 9047 9344 9340 9342 9323 9329 9757 97,57 9047 9348 9552 9522 9547 8987 8936 89.27
5 P. aroidearum CCRMPA174 4180 4180 4160 40.20 - 90.86 90.88 90.94 90.81 90.88 9049 9043 98.13 9052 9031 9020 9030 89.19 8887 8887
6 P. brasiliense SX309 7530 7960 77.80 5140 4170 - 97.66 97.46 96.27 96.30 9356 9351 9087 9421 9307 9262 9280 89.75 8945 89.28
7 P. brasiliense HNP1719 7590 7890 77.80 5160 4190 78.00 - 9745 96.29 96.33 9348 9342 9085 9423 9305 9258 9274 89.71 89.32 89.29
8 P. brasiliense BZA12 7510 76.40 7690 5160 4180 7650 77.20 - 96.27 96.35 9355 9352 9091 9423 9303 9264 9281 8976 8936 89.31
9  P.brasiliense (South Brazil) 1692 67.00 67.80 6860 5070 4140 6750 6810 6820 - 98.34 9327 9324 90.77 9403 9284 9243 9261 89.69 89.30 89.24
10 P.brasiliense (South Brazil) LMG21372  66.70 66.80 67.00 50.50 41.70 6540 67.30 67.00 82.30 - 9330 9324 9083 9405 9289 9247 9257 89.72 8929 89.23
1 P. carotovorum JR11 5220 5170 5180 77.70 4030 5200 5200 5230 51.00 50.50 - 98.19 9043 9358 9558 9527 9552 89.95 8940 89.37
12 P. carotovorum BP201601.1 5220 5160 5160 77.20 4020 5190 5170 5200 5070 5020 83.60 - 9041 9354 9567 9529 9557 8996 8942 89.33
13 “P. aroidearum PC1 4160 4140 4130 4030 82.60 4170 4170 4160 4130 4170 4030 40.20 - 9053 90.28 90.17 9027 8925 8889 88.90
14 P. polaris NIBIO1006 5570 5560 5570 5210 40.60 5560 55.60 5590 5460 5380 5250 5240 4040 - 94.01 9286 9317 89.87 89.37 89.29
15 P. versatile 32 50.00 50.00 49.90 6290 3980 50.10 5020 50.10 4920 4840 6360 64.10 3980 54.70 - 95.05 9545 89.92 89.39 89.31
16 P. odoriferum BCS7 4840 4790 4790 61.00 3960 4820 4810 4830 4750 4750 6160 61.80 3950 4920 59.90 - 97.01 89.77 8927 89.24
17 P. odoriferum JK2.1 4890 4860 4860 6260 3970 4870 49.00 49.00 4810 4710 6300 6320 3980 5060 6230 73.20 - 89.86 89.35 89.32
18 P. atrosepticum SCRI1043 3810 3790 3790 3830 3670 33810 3800 3800 3800 3840 3850 3850 3670 3850 3860 3840 3830 - 90.45 90.23
19 P.wasabiae CFBP3304 3670 3710 3700 3670 3580 3710 3680 3680 3650 3690 3680 3690 3560 3680 3690 3670 3680 40.20 - 94.10
20 P. parmentieri RNS 08-42-1A 3650 3650 3630 3660 3560 3660 3670 3650 3640 3670 3660 3670 3570 3660 3680 3650 3670 3940 5470 -
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Supplementary table 4. Pectinases analysis of Pectobacterium aroidearum CCRMPA174, P. brasiliense strains CCRMPB15, CCRMPB185,
and CCRMPB596, P. carotovorum strain CCRMPC339

P. aroidearum P. brasiliense P. carotovorum
CCRMPA174 CCRMPB15 CCRMPB185 CCRMPB596 CCRMPC339

PECTINASE Start  Stop . . Start  Stop . . ldentity Start Stop . . ldentity Start Stop . . ldentity Start  Stop . . ldentity
Orientat Orientat Orientat Orientat| Orientat|
GENES codon codon rientation codon codon rientation (%) codon codon rientation (%) codon codon rientation (%) codon codon rientation (%)

Pectate lyase

pell ATG TAA reverse ATG TAA forward 99 ATG TAA reverse 98 ATG TAA  reverse 98 ATG TAA reverse 99
Pectin lyase

pnl ATG TAA reverse ATG TAA forward 94 ATG TAA  reverse 9 ATG TAA reverse 94 ATG TAA reverse 97
Pectinesterase

pemA ATG TAG  reverse ATG TAA forward 890 ATG TAA  reverse 88 ATG TAA  reverse 89 ATG TAA forward 93
Polygalacturonases

pehX ATG TAA  forward ATG TAA  reverse 95 ATG TAA forward 9% ATG TAA forward 95 ATG TAA reverse 95
Oligogalacturonate

lyase

ogl ATG TAA reverse ATG TAA forward 99 ATG TAA reverse 9 ATG TAA forward 99 ATG TAA forward 99
Rhamnogalacturonate

lyase

rhi GTG TAA  reverse GTG TAA forward 95 GTG TAA reverse 95 GTG TAA reverse 95 GTG TAA reverse 94
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Supplementary table 5. Quorum sensing genes analysis of Pectobacterium aroidearum CCRMPAL174, P. brasiliense strains CCRMPB15,
CCRMPB185, and CCRMPB596, and P. carotovorum strain CCRMPC339

P. aroidearum P. brasiliense P. carotovorum
CCRMPA174 CCRMPB15 CCRMPB185 CCRMPB596 CCRMPC339
QUORUM SENSING Start  Stop . . Start  Stop . . Identity Start Stop . . ldentity Start Stop . . Identity Start  Stop . . ldentity
GENES codon codon Orientation codon codon Orientation (%) codon codon Orientation (%) codon codon Orientation (%) codon codon Orientation (%)
AHLs (N-Acyl homoserine
lactones) quorum-sensing system
expl ATG TAA forward ATG TAA forward 7% ATG TGA forward 97 ATG TGA reverse 97 ATG TGA forward 98
expR1 ATG TAG reverse ATG TAG reverse 62 ATG TAG reverse 9%5 ATG TAG forward 94 ATG TAG reverse 95
expR2 ATG TGA forward ATG TAA reverse 98 ATG TAA forward 98 ATG TAA forward 98 ATG TAA forward 98
LuxS/Al-2 (Autoinducer 2)
guorum-sensing system
luxS ATG TAG forward ATG TAG reverse 9 ATG TAG forward 9 ATG TAG forward 99 ATG TAG forward 99




Supplementary table 6. T2SS analysis of Pectobacterium aroidearum CCRMPAL174, P. brasiliense strains CCRMPB15, CCRMPB185, and

CCRMPB596, and P. carotovorum CCRMPC339.
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P. aroidearum P. brasiliense P. carotovorum
PROTEINS CCRMPAL174 CCRMPB15 CCRMPB185 CCRMPB596 CCRMPC339
T25S Gene Start  Stop Orientation Start  Stop Orientation Identity Start Stop Orientation Identity ~Start Stop Orientation Identity Start  Stop Orientation Identity
status codon Codon codon Codon (%) codon Codon (%) codon Codon (%) codon Codon (%)

gspC accessory ATG TAA  forward ATG TAA reverse 94 ATG TAA  forward 95 ATG TAA  forward 95 ATG TAA reverse 94
gspD mandatory ATG TGA forward TTG TGA reverse 97 TTG TGA forward 97 ATG TGA forward 97 ATG TGA reverse 97
gspE mandatory ATG TGA forward ATG TGA reverse 96 ATG TGA forward 97 ATG TGA forward 97 ATG TGA reverse 97
gspF mandatory ATG TAA forward ATG TAA reverse 97 ATG TAA forward 97 ATG TGA forward 97 ATG TAA reverse 97
gspG mandatory ATG TAA forward ATG TAA reverse 98 ATG TAA forward 97 ATG TAA forward 97 ATG TAA reverse 97
gspH mandatory GTG TGA forward GTG TGA reverse 9 ATG TGA forward 9 GIG TGA forward 95 ATG TGA reverse 95
gspl mandatory ATG TAA forward ATG TAA reverse 98 ATG TAA forward 99 ATG TAA forward 99 ATG TAA reverse 98
gspJd mandatory ATG TGA forward ATG TGA reverse 94 ATG TGA forward 94 ATG TGA forward 95 ATG TGA reverse 94
gspK mandatory ATG TGA forward ATG TGA reverse 94 ATG TGA forward 95 ATG TGA forward 95 ATG TGA reverse 95
gspL accessory ATG TGA forward ATG TGA reverse 96 ATG TGA forward 96 ATG TGA forward 9% ATG TGA reverse 95
gspM mandatory ATG TAA forward ATG TAA reverse 89 ATG TAA forward 88 ATG TAA forward 89 ATG TAA reverse [<0]
gspN accessory ATG TAA forward ATG TAA reverse 93 ATG TAA forward 92 ATG TAA forward 93 ATG TAA reverse 92

pilD accessory GTG TAA forward GTG TAG reverse 91 GTG TAG forward 91 GIG TAG forward 91 GTIG TAG reverse 92
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CAPITULO 11

Conclustes Gerais
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CONCLUSOES GERAIS

1. Os cinco isolados de Pectobacterium oriundos de diferentes espécies vegetais foram
identificados como P. aroidearum (CCRMPAL74), P. brasiliense (CCRMPB15,
CCRMPB185 e CCRMPB596) e P. carotovorum (CCRMPC339);

3. Os genes pel, pnl, pemA, pehX, ogl, e rhiE , destinados a producdo de pectinases
apresentram porcentagem de identidade elevada nos isolados de P. aroidearum
(CCRMPAL74), P. brasiliense (CCRMPB15, CCRMPB185 e CCRMPB596) e P.
carotovorum (CCRMPC339);

4. Os genes cluster do T2SS apresentaram porcentagem de identidade elevada nos
isolados de P. aroidearum (CCRMPAL174), P. brasiliense (CCRMPB15, CCRMPB185 e
CCRMPB596) e P. carotovorum (CCRMPC339);

5. O sistema de QS dependente da molécula N-acil homoserina lactona esta presente em
todas as espécies do estudo, no entanto o gene de sintese da molécula, expl, apresentou

porcentagem de identidade reduzida no isolado de P. brasiliense (CCRMPB15);



