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RESUMO

Pseudomonas cichorii é uma fitobactéria Gram-negativa do solo, patogénica para uma
ampla variedade de hospedeiros e que pertence ao complexo Pseudomonas syringae.
Devido & sua baixa especificidade, sua gama de hospedeiros inclui alface, berinjela,
aipo, cogumelos, tomate, café, trigo, soja, manjericdo, além de varias plantas
ornamentais. Tendo como ambiente ideal de desenvolvimento areas quentes e Umidas, a
bactéria se espalha pela chuva, impulsionada pelo vento, ou durante a irrigacdo por
aspersdo e sistemas de irrigacdo suspensos, infectando as superficies das folhas
molhadas. Seu controle inclui uma série de intervencdes preventivas de controle de
umidade, além do uso de produtos a base de cobre ou bactericidas, nem sempre bem-
sucedido na prevencdo da disseminagdo da doenca quando as condi¢des sdo umidas. No
presente estudo, um novo bacteridéfago virulento que infecta a fitobactéria P. cichorii foi
isolado no Brasil a partir de uma mistura de vegetais folhosos (alface, chicoria e
repolho) que apresentavam sintomas visiveis de doencas bacterianas. O fago
denominado PCMW57 reteve quase 100% da atividade de infec¢do apos incubagéo por
60 minutos em temperaturas variando de 5 a 45 °C e resultou em drastica reducdo de
titulo acima de 60 °C. Em relagdo ao pH, sua estabilidade maxima foi observada em pH
7,5, sendo estavel na faixa de pH de 5,0 a 8,5. A curva de crescimento de uma etapa
determinou que o periodo de tempo latente foi de aproximadamente 60 minutos e o
tamanho do burst do fago foi de cerca de 151 particulas de fago por célula infectada. O
fago mostrou habilidade de lisar a bactéria em teste de atividade antimicrobiana sob
diferentes multiplicidades de infeccdo (MOI) (de 1 a 0,001). Quando testado em outras
fitobactérias (Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. e Pseudomonas
fluorescens), o fago ndo foi capaz de induzir a formacdo de placa de lise, apontando que

nenhuma foi suscetivel ao fago. O fago purificado mostrou-se vidvel quando
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armazenado em glicerol em concentracfes entre 10% a 30% (v/v), em temperatura de
congelamento (-20 °C). O genoma de PCMWS57 ¢é uma molécula de DNA dupla-fita
linear de 40.117 pares de base de comprimento e contém 49 Open reading frame (ORF
ou Fase de leitura aberta). O fago é geneticamente semelhante a outros fagos de
Pseudomonas, compartilhando homologia acima de 90% com WRT (94,6%), ®PSA2
(92,7%), ®Psal7? (92,3%) e virus KNP (91,7%) e de 85,1% com o fago gh-1. Os
resultados apontam que o fago isolado tem alto potencial como agente de biocontrole
eficaz de P. cichorii. Até onde sabemos, este é o primeiro relato de um bacteriofago
infectando P. cichorii.

Palavras-chave: Pseudomonas cichorii; Bacteriofagos; Fitobactéria; Vegetais

Folhosos.

12



ABSTRACT

Pseudomonas cichorii is a Gram-negative soil phytobacterium, pathogenic to a wide
variety of hosts and belonging to the Pseudomonas syringae complex. Due to its low
specificity, its host range includes lettuce, eggplant, celery, mushrooms, tomatoes,
coffee, wheat, soy, basil, as well as several ornamental plants. With the ideal
environment for developing hot and humid areas, the bacteria spreads through rain,
driven by the wind, or during sprinkler irrigation and suspended irrigation systems,
infecting the surfaces of wet leaves. Its control includes a series of preventive humidity
control interventions, in addition to the use of copper-based products or bactericides,
which are not always successful in preventing the spread of the disease when conditions
are wet. In the present study, a new virulent bacteriophage that infects phytobacteria P.
cichorii was isolated in Brazil from leafy vegetables (lettuce, chicory and cabbage) that
showed visible symptoms of bacterial diseases. The PCMWS57 phage retained almost
100% of the infection activity after incubation for 60 minutes at temperatures ranging
from 5 to 45 °C, and led a drastic reduction in titer above 60 °C. Its maximum stability
was observed at pH 7.5, being stable in the pH range of 5.0 to 8.5. The one-step growth
curve determined that the latent time period was approximately 60 minutes and the size
of the phage burst was about 151 phage particles per infected cell. The phage showed
the abilty to lyse the bacteria in an antimicrobial activity test under different
multiplicities of infection (MOI) (from 1 to 0.001). When tested on other phyto-
bacteria, the phage was not able to induce the formation of lysis plaque, pointing out
that none was susceptible to the phage. The purified phage proved to be viable when
stored in glycerol in concentrations between 10% to 30% (v / v), at freezing temperature
(-20 °C). PCMWS57 genome is a linear double-stranded DNA molecule of 40,117 base

pairs in length and contains 49 Open reading frame (ORF). The phage is genetically
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similar to other Pseudomonas phages, sharing homology above 90% with WRT
(94.6%), DPSA2 (92.7%), ®Psal7 (92.3%) and KNP virus (91.7%) and 85.1% with the
gh-1 phage, all belonging to the T7-virus genus. The results indicate that the isolated
phage has high potential as an effective biocontrol agent for P. cichorii. As far as we
know, this is the first report of a bacteriophage infecting P. cichorii.

Keywords: Pseudomonas cichorii; Bacteriophages; Phytobacteria; Leafy Vegetables.
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1. INTRODUCAO

As Dbactérias sdo hospedeiras de um grupo especial de virus denominados
bacteriéfagos ou simplesmente fagos. S&o considerados o grupo mais abundante de
entidades biologicas no planeta e tém sido valiosos como modelos para a compreensao
dos principios fundamentais da biologia molecular. Grande parte das pesquisas
genéticas foi realizada com bacteriofagos como sistemas-modelo.

De um modo geral, os fagos também tém sido utilizados como agentes de
controle bioldgico. Neste contexto, com grande potencial para controlar varios
patbgenos de origem alimentar, tém sido sugeridos como conservantes naturais de
alimentos, uma alternativa para conservantes alimentares convencionais. Na
biopreservacdo de alimentos, a aplicacdo de bacteridéfagos liticos pode controlar
seletivamente populacbes de interesse, através da inativacdo de bactérias presentes em
superficies de contato com alimentos, sem interferir com a microbiota alimentar
remanescente.

Com base na falta de toxicidade e efeitos prejudiciais para a salude humana, 0s
fagos geralmente sdo reconhecidos como seguros (GRAS ou Generally Recognized As
Safe), podendo, deste modo, ser empregados em alimentos como as hortalicas, cuja
perecibilidade impossibilita o armazenamento por longos periodos de tempo,
acarretando perdas de quantidade e qualidade.

Dentre as bactérias responsaveis por diferentes quadros sintomatologicos no
grupo das hortalicas estd Pseudomonas cichorii. Pertencente ao género Pseudomonas,
grupo de bactérias mais diversificado e ecologicamente significativo do planeta, P.
cichorii se destaca pela ampla distribuicdo e variedade de hospedeiros, podendo causar

sérios prejuizos econdmicos.
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A principal medida de controle de P. cichorii é a prevencdo da contaminacdo da
cultura, o que envolve controle rigoroso da agua para plantio, escolha de sementes de
qualidade, remocdo rapida de plantas infectadas, pulverizacdo com fungicidas culpricos
e rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras. O controle, portanto, deve ser
integrado, ou seja, conduzido pela combinacdo de varias medidas, uma vez que as
fitobacterioses sdo de dificil controle e inimeros problemas estdo relacionados a baixa
eficacia do controle quimico.

Em 2006 surgiu o primeiro produto fagico nos Estados Unidos da América
(EUA) relacionado a seguranca alimentar aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA). A Empresa norte americana Intralytix lancou diferentes coqueteis de fagos,
utilizados no controle de Listeria monocytogenes, Salmonella, Shigella spp. e
Escherichia coli. No entanto, trata-se de uma tecnologia em desenvolvimento, com
desafios a serem superados, a exemplo de métodos de producdo de bacteriofagos, de
modo que possam ser usados no controle de bactérias patogénicas.

Considerando 0 reduzido nimero de produtos agroquimicos e/ou antibioticos
para controle da maioria das doencas bacterianas em hortalicas e em outras culturas,
bem como os aspectos de toxicidade e desenvolvimento de resisténcia bascteriana a
estes produtos, e, ainda, avaliando o0s bacteri6fagos como promissores na
biopreservacdo de alimentos, o objetivo do presente estudo foi isolar, caracterizar e

avaliar o efeito de bacteriofago para biocontrole de Pseudomonas cichorii.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Pseudomonas

O nome Pseudomonas foi proposto como denominagdo para um novo género
pelo professor Migula, do Instituto Karlsruhe, na Alemanha, ainda no final do periodo
século XIX. O género foi assim denominado pela semelhanca das células com as dos
monas nanoflagelados, tanto em tamanho quanto em motilidade ativa. A intencdo
principal de Migula pode ter sido chamar a bactéria de 'falso Monas', esclarecendo que a
etimologia do nome ndo foi tragada diretamente de palavras gregas que significariam
'unidades falsas' (‘Gr. Pseudes falso; Gr. monas unidades, monas) (Palleroni, 2010).
Embora a sua descricdo do novo género tenha sido imprecisa, foi aceita para publicacdo
(Migula, 1894) e teve seu nome conservado.

Pseudomonas aerobicas constituem uma grande e diversa gama de bactérias.
Stanier et al. (1966) fizeram a primeira descricdo taxondmica de Pseudomonas, de
acordo com suas caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e nutricionais, definindo-as
como microrganismos unicelulares, retos ou levemente curvados, mdveis por um ou
mais flagelos polares, Gram-negativos, ndo formadores de esporos, aerobios e possuem
mecanismo energético respiratorio.

O ¢énero Pseudomonas engloba o grupo de bactérias mais diversificado e
ecologicamente significativo do planeta (Spiers et al., 2000). Onipresentes na natureza,
as bactérias Pseudomonas possuem habilidades metabdlicas varidveis que Ihes
permitem utilizar uma ampla gama de compostos organicos, sendo importantes como

patdgenos de animais e plantas (Yamamoto et al., 2000).
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Fliigge (1886) reconheceu dois bidtipos de Pseudomonas distinguiveis no
carater de liquefacdo de gelatina, que levaram os nomes de Pseudomonas putida (ndo
liguefacdo) e Pseudomonas fluorescens (liquefacdo). Desde entdo, muitas outras
espécies de Pseudomonas foram descritas. No grupo das Pseudomonas ndo
fluorescentes, encontram-se as espécies P. caricapapayae e P. corrugata. JA no grupo
das Pseudomonas fluorescentes, encontram-se as espécies P. aeruginosa, P. cichorii, P.
fuscovaginae, P. marginalis, P. putida, P. savastanoi e P. syringae.

O subgrupo mais amplamente estudado de Pseudomonas aer6bicas consiste nas
Pseudomonas fluorescentes, habitantes comuns do solo e da agua, caracterizadas
principalmente por sua capacidade de produzir pigmentos fluorescentes verde-amarelo.
A identificacdo das espécies fitopatogénicas do género Pseudomonas é principalmente
baseada nos testes LOPAT (Producdo de Levana [L], oxidase [O], atividade
pectinolitica [P], dihidrolise da arginina [A], reacdo de hipersensibilidade em folhas de
tabaco [T]) (Schaad et al. 2001).

Yamamoto et al. (2000) realizaram andlise filogenética do género Pseudomonas
utilizando as sequéncias nucleotidicas dos genes gyrB (DNA-girase subunidade B) e
rpoD (Fator o 79). A parte desta andlise, foram reconhecidos dois principais

aglomerados genéricos, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Divisdes intragenéricas de espécies do género Pseudomonas.

Cluster Caracteristicas gerais Representantes

Um Unico flagelo polar;
faixa mais alta de contelido de GC
(60,6-66,3 mol%o);
crescimento a 41 °C?;
nao producdo de pigmentos
fluorescentes?

Mais de um flagelo polar;

I faixa mais baixa de contelido de GC ~ Complexo P.putida: P. putida, P.

(59,0-63,6 mol%):; fulva.

P. aeruginosa, P. alcaligenes,
P. balearica, P. citronellolis,
P. mendocina, P. oleovorans,
P. pseudoalcaligenes,
P. straminea, P. stutzeri.
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incapacidade de crescer a4l °C;
algumas cepas crescerem a 4 °C;
producdo de pigmentos fluorescentes
pela maioria das cepas (Palleroni,
1984).
Trés grupos monofiléticos distintos,
denominados de “complexos”

Complexo P. syringae:

P. amygdali, P. caricapapayae,
P. cichorii, P. ficuserectae,
P. viridiflava, patovares de
P. savastanoi, patovares de

P. syringae.

Complexo P. fluorescens:

P. azotoformans, P. marginalis
pathovars, P. mucidolens,
P. synxantha, P. tolaasii,

P. chlororaphis, P. agarici,
P. asplenii, P. corrugata,
P. fluorescens (biétipos B e G),
P. putida B.

Legenda: 1 — Exceto P. straminea (sem crescimento a 37 ° C); 2 — Exceto P. aeruginosa e P. straminea
Fonte: adaptado de Yamamoto et al. (2000); Palleroni, 1984.

2.2 Pseudomonas cichorii (Swingle, 1925) Stapp 1928

Foi a partir da chicoria (Cichorium endivia), planta hospedeira na qual P.
cichorii causa crestamento bacteriano, que se originou o nome da espécie dessa bactéria
(Colariccio & Chaves, 2017). P. cichorii é uma bactéria Gram-negativa, bastonetiforme,
com cerca de 0,8-1,3 pm, que forma coldnias lisas de 2 mm de diametro, ligeiramente
salientes, circular, com margens ligeiramente irregulares e de cor esbranquicadas/palha
(Kimati et al., 1995; Anjos, 2012). Tem capacidade de crescer em amplo espectro de
temperatura (5 °C a 35 °C) (Lopes, 2010). A hierarquia taxon6mica da bactéria P.

cichorii esta apresentada na Figura 1.
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[ Filo: Proteobacteria ]

[ Classe: Gammaproteobacteria ]

Ordem: Pseudomonadales

Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas

Espécie: Pseudomonas cichorii

Figura 1. Hierarquia taxon6mica da bactéria Pseudomonas cichorii (Fonte: ITIS Report, 2020).

Dentre outros nomes taxondmicos que ja foram publicados como sinbnimos para
P. cichorii estdo Phytomonas cichorii, Bacterium cichorii, Chlorobacter cichorii e
Pseudomonas papaveris. Entretanto, estes nomes ndo foram publicados de forma valida
de acordo com as regras do Cédigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias (Codigo
Bacteriologico). De acordo com a Approved List of Bacterial Names (Skerman et al.,
1980), o nome definitivo é Pseudomonas cichorii e seu nimero de identificacdo de
taxonomia (taxonomy ID) é 36746 (NCBI, 2020) ou TSN (Taxonomic Serial Number)
965283 (ITIS, 2020).

P. cichorii, filogeneticamente, pertence ao complexo Pseudomonas syringae,
atualmente subdividida em mais de 50 patovares, entre eles P. amygdali, P.
caricapapayae, P. ficuserectae, P. savastanoi e P. viridiflava (Palleroni, 1984;
Yamamoto et al., 2000). Os patovares do complexo P. syringae tém grande impacto na
producdo de alimentos e meio ambiente, cujos surtos sdo frequentemente devastadores.
Consequentemente, ha o impacto econbmico das doencas causadas pelos patovares, que

atacam diversas espécies hospedeiras, ndo sO comestiveis, mas também ornamentais
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(Mansfield et al., 2012). No que diz respeito a P. cichorii, estudos revelaram alta
diversidade genética entre as cepas isoladas de varias plantas hospedeiras em diferentes
areas geograficas (Trantas et al., 2013; Timilsina et al., 2017), no entanto, todas podem
causar doenga entre uma variedade de hospedeiros, incluindo alface, aipo, crisantemo e
outros (Tantras et al., 2013).

Uma vez que os sintomas induzidos por P. cichorii tém sido relatados como
mancha foliar, ferrugem e podriddo, e variam dependendo do hospedeiro e da parte
infectada da planta, estes podem ser confundidos com aqueles causados por outros
patdgenos bacterianos, sendo a confirmagdo do patogeno essencial para uma gestdo
adequada. Deste modo, com base nas caracteristicas fenotipicas, as espécies do género
Pseudomonas do Grupo | DNA-rRNA séo divididas em dois grupos distintos, segundo
suas propriedades de produzir pigmentos fluorescentes (pioverdinas) ou de acumular
nas celulas inclusdes de poli-a-hidroxibutirato (ndo-fluorescentes) (Kimura & Ribeiro,
1994). P. cichorii pertence a este grupo e produz pigmento verde-amarelado,

fluorescente, sendo facil a observacdo em meio King-B (Figura 2).

e [

Figura 2. Pigmento fluorescente difusivel visivel em
cultivo de Pseudomonas cichorii em meio B de King.
Fonte: autoral.
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O diagnostico presuntivo do patogeno pode ser feito com os testes LOPAT, uma

vez que P. cichorii difere da espécie P. syringae pelos critérios morfoldgicos,

bioquimicos e fisioldgicos, sendo classificada no Grupo LOPAT IlI (- + - - +) (Tabela

2) (Wilkie & Dye, 1973; Schaad et al., 2001).

Tabela 2. Caracterizagdo morfologica, bioquimica e fisiolégica da bactéria

Pseudomonas cichorii.

Caracteristicas P. cichorii
Morfologia Bastonete
Coloracdo de Gram Gram-negativo
Solubilidade em hidroxido de potassio (KOH) +
Coloracéo de colonia em meio B de King (BK) Branca
Pigmento fluorescente em meio B de King (BK) +

Aerobiose
Hidrdlise de gelatina

Colbnias mucoide em meio YDC a 30 °C

Testes LOPAT
Levan
Oxidase

Podriddao em discos de batata

Arginina dihidrolase

Reacé&o de hipersensibilidade em folhas de fumo

Producdo de 4cido a partir de carboidratos

Citrato
D-arabinose
D-celobiose
D-tartarato
D-trealose
Glicerol
Gluconato
L tartarato
Manitol
Oxalato
Rafinose
Ramnose
Sacarose
Salicina
Succinato
Reducéo de nitrato
Nucleacéo de gelo

Aerdbbica restrita
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Producdo de &cido indol acético -

Fonte: Wilkie; Dye, 1974; Schaad et al. (2001); Silva Janior et al. (2009). Meio YDC: carbonato de
calcio, dextrose, extrato de levedura. + reagdo positiva; - reagdo negativa.

Métodos moleculares altamente especificos e sensiveis devem ser usados para
confirmar a identidade do patdgeno. A identificacdo pode ser feita através de PCR
(Polymerase Chain Reaction ou Reagdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real,
utilizando primers especificos, desenhados a partir de genes conservados hrcRST e hrp,
0s quais correspondem a regido de resposta de hipersensibilidade e patogenicidade de P.
cichorii (Hojo et al., 2008; Cottyn et al., 2011). A andlise da sequéncia 16S rRNA
confirma que P. cichorii pertence ao “grupo P. syringae” (Anzai et al., 2000) ¢ ao “P.
siringae subgrupo” de Palleroni IRNA Grupo I com base nas analises de hibridizagdo
rRNA-DNA (Palleroni, 1984). A deteccdo especifica de P. cichorii também pode ser
feita através de meios seletivos contendo inibidores fungicos e bacterianos (Jones et al,
1990), imunofluorescéncia e teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

(Ogiso etal., 1997).

2.3 Fitopatogenicidade da Pseudomonas cichorii

A fitobactéria P. cichorii € um importante patdgeno vegetal, causador de
doencas em uma ampla gama de espécies, incluindo hospedeiros de importancia
econbmica como o tomate (Mirik et al., 2011; Silva Junior et al., 2009; Trantas et al..,
2013; Timilsina et al., 2017), alface (Cottyn et al., 2009; Mirik et al., 2011), chicéria
(Zhang & Fu, 2013), meldo, melancia (Obradovic & Arsenijevic, 2002) e plantas
ornamentais (Garibaldi et al., 2009; Marques et al., 2016; Mirik et al., 2011). Deste
modo, P. cichorii se destaca pela ampla distribuicdo, variedade de hospedeiros e baixa

especificidade (Marques et al., 2016).
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Em condigcdes climaticas favoraveis para a sua manifestacdo, pode causar sérios
prejuizos (Beriam, 2011). As fontes de inoculo sdo provavelmente o0s solos
contaminados, restos de plantas infectadas e a presenca de hospedeiros alternativos. A
bactéria sobrevive no solo, sendo disseminada por respingos de &gua e por chuvas com
ventos, penetrando na planta por ferimentos ocasionados por insetos, pelo frio ou pela
queima por adubos e por aberturas naturais (Kimari, 1997; Beriam & Almeida, 2017).
Sementes infectadas também podem ser fontes de indcuo (Colariccio & Chaves, 2017).
A transmissdo Vvetorial através dos insetos pode ocorrer, por exemplo, através de
individuos adultos de Liriomyza trifolii (mosca-minadora), que sdo capazes de adquirir
e transmitir P. cichorii (Broadbent & Matteoni, 1991). Entretanto, feridas ndo sao
necessarias para a infeccdo da maioria dos hospedeiros quando as plantas estdo sujeitas
a altos niveis de umidade livre, e, nestas condicdes ambientais, a infeccdo pode se dar
por meio de pelos epidérmicos (Shirata et al., 1982).

O patégeno da podriddo central da alface, P. cichorii SF1-54, produz sete
compostos bioativos com propriedades biossurfactante, sendo que dois compostos,
denominados cichopeptina A e B, exibiram atividade indutora de necrose em folhas de
chicoria (Huang et al., 2015). P. cichorii ndo produz pectato-liase (poligalacturonato
liase), enzima mais importante para degradar as paredes celulares das plantas.
Alternativamente, a infeccdo por P. cichorii causa condensacdo de heterocromatina e
degradacdo do DNA em células de alface, seguido por morte celular induzida, o que
resulta em sintomas da doencga (Hikichi et al., 2013).

Embora haja relatos da transmissdo de P. cichorii via semente, ndo hd dados
experimentais sobre esta forma de transmissdo. Ohata et al. (1982) mostraram que P.
cichorii pode ser isolado de sementes de alface embebidas em suspenséo bacteriana e

armazenadas a 23 °C ou 5 °C apds 50 e 93 dias, respectivamente.
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P. cichorii estd amplamente distribuida, sendo relatada em paises como
Argentina (Alippi et al., 2002), Brasil (Maringoni et al., 2003; Silva Junior et al., 2009),
China (Lee et al., 2014), Japdo (Inoue et al., 2013), Italia (Garibaldi et al., 2005;
Garibaldi et al., 2009), Portugal (Ferreira-Pinto & Oliveira, 1993), Espanha (Cambra et
al., 2004), Coreia do Sul (Yu & Lee, 2012), Turquia (Aysan et al., 2009), Estados
Unidos (Zhang & Fu, 2013), entre outros. O mapa de distribuicdo de P. cichorii no
mundo (Figura 3) mostra que P. cichorii é provavelmente onipresente, sendo comum
na Africa do Sul, Alemanha, Barbados, Brasil, Cuba, Estados Unidos, Franca, Itélia,

Japdo, Nova Zelandia, Reino Unido, Russia, Taiwan e Tanzania.

Figura 3. Mapa de distribuicdo de Pseudomonas cichorii. Fonte: CAB International, 2020.

Citada pela primeira vez em 1925 (Swingle, 1925) em chicOria, muitos outros
hospedeiros passaram a ser reportados, especialmente hortalicas como endivia (Stapp,
1935), alface (Stapp, 1935; Freire, 1954), repolho (Smith, Ramsey, 1956), salsdo
(Thayler & Wehlburg, 1965) e couve-flor (Coleno et al., 1971). A despeito de ser

conhecida como “praga bacteriana da endivia”, a bactéria apresenta uma séric de
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hospedeiros vegetais comestiveis, como aipo (Pernezny et al., 1994), quiabo (Mariano
et al., 1994), alho (Stefanova et al., 1992), cenoura peruana (Beriam et al., 1998),
repolho chinés (Sun et al., 1993), soja (Nishiyama et al., 1986), manjericdo tailandés
(Luiz et al., 2018), curcuma (Maringoni et al., 2003), meldo e melancia (Obradovic,
Arsenijevic, 2002 ).

Na California, entre os anos de 1974 e 1975, a infeccdo resultou na perda parcial
ou total do cultivo em pelo menos 80 hectares (Grogan et al., 1997). Na ltalia, uma
epidemia na qual 50-60% das plantas de alface (cultivar Kagraner) foram infectados foi
descrita em 1979, por Bazzi & Mazzucchi (1979). Em Portugal durante o inverno 1991-
92, cultivares de alface produzidas em estufa foram fortemente infestadas e a producao
foi parcial ou totalmente perdida (Ferreira-Pinto & Oliveira, 1993).

Nos ultimos cinco anos, diversos autores relataram a presenca da bactéria em
locais como China (She et al., 2016; Fu et al., 2019; Ruan et al., 2019), Havai
(Sugiyama et al., 2018; Luiz et al., 2018), Tennessee (Newberry et al., 2016), New
Jersey (Patela et al., 2019), Tanzania (Testen et al., 2015), Indiana (Webb et al., 2016).
No Brasil, P. cichorii foi relacionada em mais de 40 espécies botanicas, algumas citadas
na Tabela 3. Dentre as hortalicas, sdo consideradas hospedeiros para P. cichorii, alface,
cebola, cenoura, chicoria, couve, couve-flor, pimentdo, quiabo, repolho e tomate
(Beriam, 2007).

Tabela 3. Doengas e gama de hospedeiros de Pseudomonas cichorii.

Doenca Hospedeiro Referencia
Colo preto Alface (hidroponia) Colariccio; Chaves (2017)
Crestamento bacteriano  Alface (plantio convencional) Colariccio; Chaves (2017)
Crestamento bacteriano Cafeeiro (folhas) Robbs et al. (1974); Beriam et al. (2017)
Crestamento bacteriano Caléndula Beriam et al. (2001)
Crestamento bacteriano Gérbera Marques et al. (2018)
Crestamento bacteriano Girassol (folhas) Robbs et al. (1981)
Crestamento bacteriano Filodendro Maltavolta Janior et al. (2001)
Manchabacteriana Almeirdo Anjos et al. (2012)
Manchabacteriana Mandioquinha-salsa (folha) Beriam et al. (1998)
Manchacerosa Alface (plantio convencional) Lopes et al. (2010)
Queima bacteriana Tomateiro (folhas) Silva Janior et al. (2009)
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Os sintomas causados por P. cichorii variam dependendo do hospedeiro e da
parte infectada da planta. O tamanho das lesGes varia de acordo com as condigdes
ambientais: em condi¢cfes de umidade alta, lesbes maiores e apodrecimento dos tecidos
infectados sdo observados; em condigdes de umidade baixa as lesbes podem ter poucos
milimetros de didmetro e a doenca pode eventualmente parar de se desenvolver
(Osdaghi, 2020). A Tabela 4 apresenta uma lista de sintomas ou sinais caracteristicos

causados por P. cichorii.

Tabela 4. Sintomas causados por Pseudomonas cichorii nas diferentes partes das
plantas.

Parte da planta Sintoma Referéncias

McFadden, 1961
Strider and Jones, 1977;

Inflorescéncia necrose Engelhard et al., 1983
Semer & Raju, 1984
cores anormais McFadden, 1961
Folhas quedaanormal de folhas Wilkie & Dye, 1974
reas necroticas Ferreira-Pinto & Oliveira, 1993
McFadden, 1961
Caules descoloragdo da casca Wilkie & Dye, 1974,

Piening & McPherson, 1985
Wilkie & Dye, 1974
Hastes descoloragdo interna Rivera et al., 1981
Trantas et al., 2013
Jones et al., 1983

Planta inteira morte Chase, 1087

Fonte: autoral.

Grogan et al. (1997) denominaram de ‘varnish spot' a doenca destrutiva de
cabecas maduras de alface que ocorreu na California. A doenca foi caracterizada por
manchas necréticas de poucos milimetros de diametro, brilhantes, firmes e de cor
marrom-escuro, que ocorre nas laminas ou peciolos de folhas da segunda ou terceira
camada de folhas mais externa.

Em alface, pequenas manchas necroticas escuras brilhantes e firmes aparecem

nas folhas internas, principalmente ao longo das nervuras (Lopes, Duval, 1998). A
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'mancha-cerosa’ apresenta como sintomas manchas necréticas marrom-escuras
brilhantes e firmes, ndo amolecidas, principalmente ao longo das nervuras nas folhas
internas na forma de pequenas manchas (Lopes et al., 2010). A 'mancha-bacteriana’ é
uma doenca de ocorréncia restrita, associadas a temperaturas amenas (na faixa entre 18

°C e 25 °C) e alta umidade relativa (Kobori, 2011) (Figura 4).

cichorii.Fonte: Lima, 2016.

O crestamento bacteriano da alface é caracterizado por manchas irregulares, de
coloragdo marrom escura, no interior do limbo foliar, e de forma mais ou menos
triangular quando avancam a partir dos bordos. Em condi¢fes de alta umidade, as folhas
mais novas também sdo atacadas. Quando ha coalescéncia de lesdes, os bordos ficam
queimados, de cor escura e o tecido apresenta-se flacido e podre (Beriam & Almeida,
2017). No aipo, o crestamento bacteriano causado por P. cichorii é caracterizado por
lesbes nas folhas, caule e peciolo. Nas folhas, as lesbes sdo inicialmente circulares a
angulares, verdes escuras, manchas encharcadas de agua com didmetro de 1-2 mm. No

caule e no peciolo, os sintomas aparecem como lesdes alongadas, marrom-enferrujadas,
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com 1-2 mm de largura por 2-5 mm de comprimento (Wilkie & Dye, 1974; Pernezny et
al., 1994).

Segundo Kiba et al. (2006), P. cichorii € o principal agente causal da doenca
bacteriana conhecida por ‘podriddo da alface’, uma doenca economicamente importante
em todo o mundo, uma vez que pode afetar uma ampla variedade de plantas, tanto na
cultura, quanto no armazenamento. Em folhas de alface, P. cichorii invade 0s espacos
intercelulares através dos estdbmatos e cresce vigorosamente, causando apodrecimento
nas folhas (Hikichi et al., 2013). A 'podriddo ou mancha de verniz' na alface cultivada
no campo € chamada de 'podriddo da nervura central' quando infecta plantas de alface
cultivadas em estufa. Os sintomas consistem em pequenas manchas marrons que
coalescem e se expandem em lesbes Umidas de marrom escuro a preto esverdeado ao
longo da nervura central das folhas da cabeca interna (Cottyn et al., 2009; Cottyn et al.,
2011).

No tomateiro, a doenca denominada ‘necrose da medula’ do tomate tem como
sintomas iniciais o amarelecimento e murchamento das folhas jovens quando infecta a
parte interna do caule, enquanto a infeccdo grave pode levar de verde escuro a marrom
escuro, manchas irregulares nas laminas das folhas e estrias alongadas ao longo do caule
(Wilie & Dye, 1974).

Em plantas ornamentais, os sintomas variam entre as espécies. No crisantemo,
lesbes necréticas irregulares de marrom escuro a preto se desenvolvem nas folhas
(mancha foliar), enquanto causa uma necrose do caule marrom-escuro (ferrugem). Na
ferrugem dos botbes, os botdes das flores tornam-se castanhos escuros e morrem
prematuramente (McFadden, 1961). Na 'necrose do caule’ no crisantemo, 0s sintomas
sdo lesbes azul-escuras a pretas, encharcadas de agua ao longo do caule, sem lesdes nas

folhas (Jones et al., 1983). No gerdnio, manchas de formato irregular, encharcadas de
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agua, que se tornam marrom escuro a preto caracterizam a doenca denominada 'mancha
foliar do geranio' (Engelhard etal., 1983).

Na gérbera, manchas circulares a irregulares, marrom-escuras com ou sem anel
concéntrico se estendem das margens tornam-se estreitas a medida que alcancam a veia
média (Miller & Knauss, 1973). No Hibiscus rosa-sinensis, 0s sintomas consistem em

manchas castanhas com margens roxas ou pretas (Chase, 1986).

2.4 Medidas de controle de Pseudomonas cichorii

O principal problema das fitobacterioses é o controle, que deve ser conduzido
pela combinacdo de vérias medidas — o “controle integrado”. A dificuldade encontra-se
relacionada a baixa eficAcia do controle quimico bem como ao baixo ndmero de
agroguimicos registrados para as diferentes culturas (Beriam, 2007). Por sobreviver no
solo, o controle das doencas causadas por P. cichorii é dificil e deve se concentrar na
prevencdo da combinagcdo de alta umidade, alta temperatura, alta densidade de plantas e
uso de cultivares muito suscetiveis (Janse, 2008).

A disseminacdo e a severidade das doencas causadas por P. cichorii s@o
favorecidas pela irrigacdo por asperséo e adensamento de plantas, uma vez que a doenca
pode originar-se em restos culturais de plantas infectadas, solo infestado ou a partir de
outras hospedeiras presentes na lavoura ou nos arredores (Lopes et al., 2010). Ohata et
al. (1982) mostraram que a bactéria permaneceu viavel em solo infestado por 30 dias
durante o verdo, e foi isolada do tecido doente enterrado por até seis meses.

A &gua é um dos principais fatores envolvidos na disseminacdo e expressdo de
sintomas causados por fitobactérias. Uma das principais medidas de controle para P.
cichorii envolvem a escolha da area para o plantio, dando preferéncia para terrenos bem

drenados, utilizacdo de sementes de boa qualidade e sanidade. A remogdo de folhas
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infectadas durante a colheita pode diminuir 0s danos em pds-colheita, durante o transito,
estocagem ou tempo de prateleira (Beriam, 2007; Beriam & Almeida, 2017).

As recomendacbes para o controle de P. cichorii incluem rotacbes de culturas
deixando um intervalo de trés anos entre as culturas suscetiveis e a aplicacdo de um
produto de cobre um més antes da colheita (Bazzi & Mazzucchi, 1979). Outras medidas
de controle incluem: evitar plantios muito densos, para permitir boa aeracdo da lavoura;
evitar excesso de agua na irrigacdo ou alagamento do solo; pulverizar preventivamente
com fungicidas cupricos; e fazer rotacdo de culturas, de preferéncia com gramineas
(plantas ndo hospedeiras), por pelo menos um ano (Lopes et al., 2010).

Estudos tém testado a influéncia da luz nos processos fisiologicos dos
organismos e na interacdo planta e patogeno. Rajalingam & Lee (2015) demonstraram
que plantas de tomate cultivadas sob luz verde e luz vermelha suprimem o
desenvolvimento e a gravidade da doenca causada por P. cichorii JBC1, ao regular a
expressdo génica relacionada & defesa. Em estudo posterior, 0s autores mostraram que a
expressdo de genes para a producdo de lipopeptideos fitotoxicos e sideréforos foi
significativamente reduzida pela luz verde, sugerindo que a luz verde percebida por P.
cichorii JBC1 desempenha um papel fundamental em diversas respostas fisiologicas
que podem afetar a sobrevivéncia epifitica do patogeno (Rajalingam & Lee, 2018).

Antibidticos quando aplicados preventivamente sdo mais eficientes do que
quando a doenca ja esta instalada no campo. Entretanto, a utilizacdo repetida e frequente
do mesmo antibidtico leva ao surgimento de bactérias resistentes aos principios ativos
(Beriam, 2007). Deste modo, a mais importante medida de controle é a prevencdo da
contaminacdo da cultura. Neste contexto, as perspectivas de estudos de bacteriéfagos
com potencial para aplicagdo em alimentos como agentes de biocontrole e

biopreservativos sdo otimistas.
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2.5 A descoberta dos bacteriofagos

Os bacteriofagos sdo provavelmente 0s organismos mais antigos e mais
onipresentes na Terra, datando de 3 bilhdes de anos (Sulakvelidze, 2011). De acordo
com Abedon et al. (2011), h& referéncias reais ou presuntivas de "bacteri6fagos” na
literatura datadas entre os anos de 1895 e 1917, sendo uma delas o estudo de Hankin,
em 1896, de uma acdo bactericida associada as aguas dos rios Ganges e Yamuna, na
india. Ou seja, aproximadamente 20 anos antes da “descoberta” real de bacteriofagos,
por isso, ndo foram feitas alegacbes quanto a uma possivel natureza fagica do
fendbmeno.

Foi justamente o efeito bacteriolitico dos fagos que levou a sua descoberta por
Frederick Twort em 1915, em Londres (Twort et al., 1915). No entanto, Twort ndo
perseguiu esse achado: embora descrevesse um fendmeno denominado ‘transformag@o
vitrea” (de colonias bacterianas em dgar) e “lise transmissivel” causada por
bacteriofagos em suas culturas, ndo conseguiu interpretar suas observacGes de uma
maneira que englobava o conceito de virus, de parasitismo intracelular ou de reproducao
em série de um agente infeccioso (Summers, 2016). Foram mais dois anos antes que 0S
bacteriofagos fossem “redescobertos” e oficialmente descritos por Felix d'Herelle. Em
1915, a partir de amostras fecais de doentes em convalescenca de disenteria
hemorragica, D’Harelle obteve um filtrado livre de bactérias que posteriormente
incubou juntamente com culturas bacterianas de Shigella spp., resultando na observagéo
de fenémeno idéntico ao que havia sido descrito por Twort, ao qual deu o nome taches

vierges (manchas em branco) ou placas de lise (Sulakvelidze et al., 2001).
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A partir das observacdes de Hankin e Twort e da descricdo de d'Herelle, os
bacteriéfagos passaram a ser cada vez mais reconhecidos e utilizados no combate a
bactérias patogénicas humanas. Em 1920, os fagos comecaram a ser usados amplamente
na tipagem de espécies bacterianas de interesse médico (Knipe & Howley, 2007).

Em 1928, Alexander Fleming, por acaso, descobriu o primeiro antibidtico da
historia, a penicilina (Fleming, 1929), mas foi somente a partir de 1940 que o0s
antibiéticos desbancaram os fagos (Chain et al., 1940). Chain iniciou o estudo de
substancias antibacterianas produzidas por micro-organismos, que culminaram com a
descoberta das propriedades terapéuticas da penicilina pura. Com isso, em 1945, Chain,
Florey e Fleming compartilharam o Prémio Nobel pela "descoberta da penicilina e seu
efeito curativo em varias doengas infecciosas" (Chain et al., 2005). A Figura 5
apresenta alguns fatos importantes da linha histérica da descoberta e utilizacdo dos

fagos na ciéncia.
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Figura 5. Linha hist6rica da descobertae utilizacdo dos bacteriéfagos na ciéncia. Fonte: autoral.
Literatura consultada: Knipe, Howley (2007).



2.6 Bacteriéfagos: definicdo, classificacdo e caracteristicas

Também chamados simplesmente fagos, sdo virus de bactérias e, como o0s
demais virus, ndo possuem maquinaria metabolica prépria, sendo incapazes de se
replicar de forma independente (Zaha et al., 2014). Como parasitas bacterianos que
ocorrem naturalmente, sdo, em ultima analise, dependentes de um hospedeiro bacteriano
para sobrevivéncia (Lin et al., 2017). A ceélula hospedeira € o principal recurso para
fagos e a qualidade do recurso, isto é, o estado metabdlico da célula hospedeira, € um
fator critico em todas as etapas do ciclo de vida do fago (Weinbauer, 2004).

Os bacteriofagos sdo formados por dois componentes basicos: proteina
(capsideo) e acido nucleico (genoma) (Brown, 2008). O tamanho de um fago varia de
20 a 200 nm de comprimento, com uma grande variedade de formas e simetria de
capsideos (Sinha et al., 2018). Em 2007, Ackermann publicou uma breve revisdo na
qual afirma que pelo menos 5.568 fagos foram examinados no microscopio eletronico
desde a introducdo da coloracdo negativa em 1959 (Ackermann, 2007). Devido a grande
diversidade na organizacdo dos seus capsideos, genomas (constituidos de RNA ou
DNA, de fita simples ou de fita dupla) e diferencas em relacdo aos hospedeiros, os fagos

sdo classificados em diferentes familias (Zaha et al., 2014) (Tabela 5).

Tabela 5. Classificacdo e propriedades basicas de bacteriofagos.

Familia Acido nucleico Particularidade(s)
Ampullaviridae dsDNA, Morfologias pleomérficas
Bicaudaviridae dsDNA Duas caudas de estruturatubular

L ] Capsideo proteico icosaédrico com membrana
Corticoviridae dsDNA, circular, superenrolado ) )
interna proteica envolvendo o genoma

Cystoviridae dsRNA, linear, segmentado Esférico, envelopado
Fuselloviridae dsDNA, circular superhelicoidal Capsideo cdnico, forma de limdo
Glubuloviridae dsDNA Esférico.

Guttaviridae dsDNA, circular Ligeiramente pleomoérficos, com envelope
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Inoviridae ssDNA, circular Filamentos, sem envelope

Leviviridae sSRNA, linear Capsideo icosaédrico, sem envelope
] o ) Capsideo em forma de bastéo,com envelope
Lipothrixviridae dsDNA, linear ) )
lipoproteico
Microviridae ssDNA, circular Capsideo com 12 caps6meros
Myoviridae dsDNA, linear Cauda longa contratil
o ] Sélido nucleoproteico cercado por membrana,
Plasmaviridae dsDNA, circular i .
sem capsideo nitido
Podoviridae dsDNA, linear Cauda curta e rigida
Rudiviridae dsDNA, linear Virus do mosaico do tabaco
Salterprovirus dsDNA, linear, segmentado Forma de limdo
Siphoviridae dsDNA, linear Cauda longa ndo contratil
Tectiviridae dsDNA, linear Vesicula lipoproteica interna ao rigido capsideo

Legenda: dsDNA: &cido desoxirribonucleico dupla fita; ssDNA: &cido desoxirribonucleico de fita
simples; ssRNA: acido ribonucleico de fita simples. Fontes utilizadas: Abedon (2006); Negroni (2018).

Sdo encontrados em 11 filos Eubacterianos e Arquea e infectam 154 géneros
hospedeiros, principalmente dos filos Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria
(Ackermann, 2007). A maioria dos virions (96%) tem cauda, e, destes, 61% tém caudas
longas e ndo contrateis e pertencem a familia Siphoviridae. Apenas 208 fagos (3,7%)
sdo poliédricos, filamentosos ou pleomorficos (Ackermann, 2007; Ackermann &
Wegrzyn, 2014). Cerca de 90% dos fagos possuem genoma de fita dupla (Resende,
2015).

Os bacteriofagos de cauda tém origem comum e constituem uma Ordem,
denominada Caudovirales, com trés familias que se diferem conforme a morfologia da
cauda: Syphoviridae (cauda longa, ndo contratil, Myoviridae (cauda contratil) e
Podoviridae (cauda bem curta) (Ackermann, 1998) (Figura 6). H4 uma estimativa de
existir acima de 1030 fagos com cauda na biosfera e de que estes fagos provavelmente
constituem a maioria absoluta dos "organismos" em nosso planeta em nimeros
absolutos (Brissow & Hendrix, 2002). Sdo fagos que apresentam capsideo composto

por revestimento proteico, ndo possuem envelope e eles sdo distinguidos por simetria
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binaria, isto €, simetria de cubo para cabeca de fago e em forma helicoidal para a cauda
(Negroni, 2018). Representam o mais diversificado de todos os grupos virais, sendo
extremamente variados no contetdo e composicdo do DNA, dimensfes e estrutura fina,
caracteristicas fisiologicas e gama de hospedeiros (Abedon, 2006). Ainda, as fibras da
cauda viral sdo responsaveis pela ligacdo com os receptores bacterianos, definindo deste

modo a gama de hospedeiros desse bacteriéfago (Chaturongakul & Ounjai, 2014).

TR 7YY

Myoviridae

Head

Head

Head
Siphoviridae

QQU

Podoviridae

Tail

Tail fiber Tail
Podoviridae

Myoviridae

Siphoviridae

Figura 6. Exemplos de estruturas de fagos com cauda. Fontes: Elbreki et al., (2020); Ackermann, 1998.

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, sigla de
International Committee on Taxonomy of Viruses), os fagos sdo classificados com base
nas propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e fisicas, proteicas, lipidicas e

bioldgicas, conforme Tabela 6.

Tabela 6. Propriedades dos fagos utilizadas na taxonomia (ICTV).

Propriedade Descricéo
Lipideos Conteudo, caracteristicas, etc.
) Tamanho, forma, envelope (presenca, auséncia), simetria do capsideo,
Morfologia
estrutura.
Propriedades Hospedeiro, modo de transmissdo no ambiente, relagdo com vetores,
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bioldgicas distribuicdo geogréafica, patogenicidade, tropismo tecidual, etc.
Massa molecular, coeficiente de sedimentacéo, estabilidade (pH,
Propriedades temperatura, cations, solventes, detergentes, etc.).
fisico-quimicas  Tamanho do genoma, acido nucleico (DNA ou RNA, cadeia simples ou de
e fisicas cadeia dupla), genoma (linear, circular), nimero, tamanho de segmentos,
etc.
Numero, tamanho, atividade funcional das proteinas estruturais e ndo-

Proteinas ] o ) ]
estruturais e atividade funcional especial.

Fonte: ICTV, 2020.

A capacidade dos bacteriofagos de sobreviver em condicdes desfavoraveis €
altamente diversificada e influenciada por diferentes fatores fisicos e quimicos externos,
como temperatura, acidez e ions, na persisténcia do fago (Jonczyk et al., 2011). Dentre
os fatores cruciais para sobrevivéncia do bacteriéfago estd a temperatura (Olson et al.
2004), pois desempenha papel importante na fixacdo, penetracdo, multiplicacdo e na
duracdo do periodo latente (no caso de fagos lisogénicos) (Tey et al. 2009). A
temperatura determina ainda a ocorréncia, Vviabilidade e armazenamento de
bacteriofagos (Jonczyk et al., 2011).

Outro fator importante a estabilidade do fago é a acidez do ambiente. Alguns
fagos, como o fago A, podem ser altamente estaveis em uma ampla faixa de pH (Jepson
& March, 2004). Neste caso especifico, 24 horas de incubacdo a 19 °C, os autores ndo
observaram nenhuma diminuicdo significativa em seu titulo na faixa de pH 3 a 11, mas
em pH 2 e pH de 11,8 a 14 ou, nenhuma particula de fago viavel foi observada.

O fato de ser de uma mesma familia e até mesmo possuir similaridade estrutural
préxima pode ndo determinar as caracteristicas de um fago e a resisténcia a fatores
externos (Ackermann et al., 2004). A resisténcia dos bacteri6fagos a estes fatores é
importante para a estabilidade das preparacbes de fagos que serdo usadas em

biocontrole. Alguns fagos (maioria dos fagos com cauda e icosaédricos (“clbicos"™) e
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fagos filamentosos sem lipidios) sdo facilmente armazenados mais de 5 a 10 anos e seus
titulos devem diminuir em 1 log por ano. Fagos contendo lipidios tendem a ser mais
fastidioso e mstavel, e deveriam ser controlados anualmente (Jonczyk et al, 2011).
Fagos com cauda sdo relativamente estdveis ao armazenamento a -80 °C e em
nitrogénio  liquido. Sdo estaveis também quando armazenados a -4 °C,
independentemente de seu hospedeiro, posicdo taxondmica ou morfologia (Ackermann
et al. 2004).

A liofilizacdo de fagos parece controversa. Quando liofilizados com 50% de
glicerol, a maioria dos titulos de fago diminuiram em aproximadamente 1 log apds 30
dias da liofilizacdo. Ampolas que perderam a capacidade de manter o VAcuo,
inviabilizaram os fagos apés um ano. Ampolas que mantiveram o vacuo, foram
armazenadas em camara fria e, mais de 20 anos depois, descobriu-se que todas as
ampolas com vacuo intacto continham fagos viaveis (Ackermann et al. 2004).

De acordo com o seu ciclo vital, os bacteriéfagos se classificam em dois grupos:
litico (ou virulento) e lisogénico (ou temperado). Na infeccdo de uma bactéria por um
fago ocorrem as etapas de colisdo, adsorcédo e injecdo do acido nucleico. Apos a entrada
do genoma virtual em um hospedeiro suscetivel, o fago pode entrar em um ciclo litico
ou lisogénico, dependendo da natureza do fago (se virulenta ou temperada) (Zaha et al.,
2014). A diferenca entre os dois grupos € que um fago litico destr6i sua bactéria
hospedeira depois da infeccdo inicial, enquanto que um fago lisogénico pode
permanecer latente dentro de sua hospedeira por um periodo substancial (Brown, 2008).

(Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de vida litico e lisogénico de bacteriéfagos.

Deste modo, o ciclo de vida de um virus pode ser dividido em seis etapas
(Sulakvelidze, 2011; Madigan et al, 2016; Ryu, 2017)

1) Interacdo fago-hospedeiro ou adsorcdo (ligagdo do virion a célula
hospedeira): a primeira etapa no ciclo de reproducdo do fago ¢ a ligacdo do fago a célula
bacteriana: uma ligacdo reversivel, mediada por uma estrutura de superficie celular
definida. Quando ocorre uma ligagdo entre uma estrutura de fago (por exemplo, as
fibras da cauda) a um receptor na superficie celular do hospedeiro, ocorre uma ligacdo
irreversivel, a adsorcdo do fago, conduzindo para a segunda etapa.

2) Penetracdo (entrada ou injecdo do 4&cido nucléico do virion na célula
hospedeira);

3 e 4) A terceira e quarta etapas dizem respeito a sintese de componentes de
replicacio do material genético e a producdo de novos capsideos utilizando a
maquinaria biossintética da bactéria hospedeira, de acordo com o redirecionamento
determinado pelo virus. O transporte mediado por microtibulos é usado para entregar a
particula do virus a locais apropriados na célula.

5) Montagem dos capsideos e empacotamento do genoma.
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6) Liberacdo de novos virions pela célula: os virus nus saem das células por
lise celular, enquanto os virus envelopados saem das células por meio de brotamento
através das membranas celulares.

Os estagios de replicacdo viral formam uma curva de crescimento. O ciclo
reprodutivo litico culmina na morte da célula hospedeira e o termo refere-se ao Ultimo
estagio da infeccdo, durante o qual ocorre a lise da bactéria e liberacdo dos fagos
produzidos dentro da célula (Reece et al., 2015). O ciclo de vida de um fago litico
tipico, o tempo decorrido entre a infeccdo e a liberacdo da progénie é chamado periodo
de laténcia, e o nimero de fagos liberados é denominado tamanho da progénie (Watson
et al., 2015).

Ha varios tipos de receptores presentes na superficie de células bacterianas, onde
os fagos sdo adsorvidos. A natureza quimica destes receptores pode variar de uma
espécie bacteriana para outra, assim como de um tipo de fagos para outro. A
especificidade de um bacteri6fago e seu hospedeiro se da principalmente pela
singularidade da interacdo do fago com o receptor do hospedeiro (Gadd & Sariaslani,
2018). Apds a adsorcédo, virions infecciosos ndo podem ser detectados no meio de
cultura, um fenémeno denominado eclipse, o qual faz parte do periodo de laténcia. No
eclipse, uma vez ligados & célula hospedeira, ficam indisponiveis para infectar outras
células. E no periodo latente que o acido nucléico viral é replicado e ocorre a sintese
proteica. Neste periodo de maturacdo, o &cido nucleico e as proteinas sdo agrupados
para formar virions ativos, cujo titulo aumenta no interior da célula. Ao final da
maturacdo, os virions maduros séo liberados da célula hospedeira (burst size) (Madigan
et al., 2016).

A determinacdo dos pardmetros de crescimento do bacteriofago € essencial para

0 planejamento adequado da producdo do bacteriofago e a estimativa da eficacia da
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terapia com bacteridfago (Sivec & Podgornik, 2020). E possivel conhecer o tempo
necessario para um fago sofrer um ciclo litico de multiplicacdo e o nimero de progénies
do fago produzido por cada célula bacteriana através do experimento denominado

Curva de crescimento de uma Unica etapa (Figura 8).

Phage count
Burst size

Latent period

Time (minute)

Figura 8. Curva de crescimento de uma Unica etapa.
Fonte: Sinha et al. (2018).

Este experimento foi desenhado por Ellis e Delbrick em 1939. Nele, um fago
anti-Escherichia coli foi isolado e seu comportamento estudado, descrevendo-se as
etapas de crescimento do fago divididas em trés periodos: adsor¢do do fago na bactéria,
crescimento sobre ou dentro da bactéria (periodo latente) e a liberacdo do fago
(explosdo ou burst) (Ellis & Delbriick, 1939). Assim, 0s autores apresentaram
evidéncias detalhadas de que a liberacdo de fagos ocorreu em explosdes repentinas,
compativeis com a suposicdo de que esse fato ocorria apenas se, e quando uma célula
fosse lisada. Em pesquisa posterior, Delbriick estudou com mais detalhes a relacdo entre

o crescimento do fago e lise bacteriana (Delbriick, 1940).

42



E possivel avaliar a capacidade litica de bacteriofagos através da mistura de
fagos com as células bacterianas a serem testadas com agar semi-sélido. Esta mistura é
vertida sobre uma base de agar sélido em uma placa de Petri, onde o agar forma uma
camada gelatinosa, na qual as bactérias ficam suspensas. As placas sdo incubadas para
permitir a multiplicacdo bacteriana e a infeccdo do fago. Cada célula infectada sera
lisada durante a incubacdo, e a progénie do fago se difunde no agar semissélido,
infectando as células bacterianas mais proximas, que também serdo lisadas (Watson et
al., 2015). O resultado de muitos ciclos de infeccdo é a formagdo da placa de lise

(Figura 9).

Figura 9. Placas de lise (clareira circular) formadas pela infeccdo de um fago em camada de células
bacterianas em agar semissolido. Fonte: autoral.

A aparéncia da placa depende da cepa do hospedeiro, do virus e das condi¢bes
ambientais. De modo geral, estirpes altamente virulentas ou liticas produzem placas
claras, enquanto estirpes que matam apenas uma fracdo de seus hospedeiros ou apenas

reduzem a taxa de crescimento celular, produzem placas turvas (Slonczewski & Foster,

2016).
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No entanto, a infeccdo de uma bactéria por um virus nem sempre resulta em
reproducdo viral e lise bacteriana. Alguns bacteriéfagos virulentos podem entrar em um
estado de portador, conhecido como pseudolisogenia, no qual o fago ndo lisa a célula
hospedeira nem integra seu DNA ao cromossomo. Um exemplo de pseudolisogenia
ocorre durante a infeccdo de células esporuladas: o DNA do fago € incorporado -
"preso™ - ao endosporo em desenvolvimento, aparentemente como DNA livre, onde fica
armazenado. Ap6s a germinacdo do esporo e crescimento das células vegetativas, o fago
ativa sua resposta virulenta usual (Sonenshein, 2006; Weinbauer, 2004.).

Por fim, a resposta lisogénica de uma infeccdo consiste na criagio de DNA
fagico a partir do cromossoma do hospedeiro: o fago replica-se sem causar a lise das
células. Assim, a cada replicacdo do cromossomo bacteriano, 0 DNA viral também é
replicado, sendo transmitido as células-filhas da bactéria depois da divisdo (Klug et al.,
2009). Em condicdes apropriadas, o DNA lisogénico deixa 0 cromossomo e entra no
ciclo litico (Purves et al., 2005). No estado denominado lisogenia, o genoma viral é
replicado em sincronia com o cromossomo do hospedeiro (préfago) e passado as

células-filhas durante a divisdo celular (Madigan et al., 2016).

2.7 Uso de fagos na terapia fagica e como biocontrole

A diversidade de fagos é imensa. A abundancia de virus varia em diferentes
ambientes e esta relacionada a abundancia ou atividade bacteriana (Weinbauer, 2004).
Usando técnicas de cultivo, € relativamente facil encontrar varios tipos de fagos que
infectam isolados microbianos (Rohwer, 2003). O hospedeiro alvo de cada fago é um
grupo especifico de bactérias. Esse grupo geralmente € um subconjunto de uma espécie,

mas Vvarias espécies relacionadas, as vezes, podem ser infectadas pelo mesmo fago
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(Guttman et al., 2004). A gama de hospedeiros de bacteriofagos é por definicio um
repertorio de espécies bacterianas e estirpes que sdo capazes de suportar a multiplicacdo
de determinado virus (Letarov & Kulikov, 2018).

Varios fatores influenciam a infectividade de um virus, tais como proporcdo de
particulas virais, suscetibilidade da célula hospedeira (receptor) e a chance de
penetracdo na célula. Células suscetiveis podem receber uma ou mais particulas virais:
nimero médio de fagos por bactéria ¢ a multiplicidade de infeccdo (MOI — Multiplicity
of Infection). Trata-se da representacdo da propor¢do do nimero de particulas virais
para o nimero de células hospedeiras em um determinado meio de infeccdo. O valor de
MOI 1, por exemplo, implica que ha uma celula hospedeira para cada particula viral
(Gadd & Sariaslani, 2018).

Normalmente, apenas fagos liticos sdo usados durante a terapia fagica e sdo
considerados bastante seguros, pois sdo altamente especificos — ativo contra apenas uma
espécie bacteriana, cepa ou subgrupo de cepas — e ndo pode infectar células eucarioticas
(Sulakvelidze, 2011). Os fagos monovalentes sdo especificos para um tipo de espécies
bacterianas, mas fagos polivalentes sdo capazes de atacar diferentes (duas ou mais)
espécies bacterianas (Zbikowska et al., 2020).

A terapia fagica foi redescoberta apds publicacbes de trabalhos de Smith e
Huggins na década de 1980. Em estudos publicados em 1983 e em 1987, os autores
mostraram ser possivel o controle da diarreia experimental de Escherichia coli em
bezerros, leitdes e cordeiros por meio de bacteri6fagos (Smith & Huggins, 1983; Smith
et al., 1987). Em 1982 os autores ja haviam mostrado a eficAcia do uso de fagoterapia
como tratamento de infeccbes experimentais por E. coli em camundongos e sua
superioridade geral sobre os antibidticos tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol e

trimetoprim-sulfametoxazol (Smith & Huggins, 1982).
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Slopek et al. (1985) analisaram os resultados da terapia fagica aplicada em 114
casos de infeccGes sépticas, espontdneas ou pds-operatorias, causadas por bactérias
estafilococos piogénicas, Klebsiella, Escherichia, Proteus e Pseudomonas em criangas
nos anos de 1981-1986. Os resultados terapéuticos obtidos foram positivos em 109
(95,6%) casos, confirmando grande eficacia dos bacteriofagos no tratamento de
infeccbes bacterianas.

Analisando os resultados de terapia por bacteri6fago de infeccdes bacterianas
supurativas entre os anos de 1981-1986, Slopek et al. (1987) mostraram que 0s
resultados obtidos foram positivos em 508 casos (92,4%). Em 38 casos (6,9%) foi
observada uma melhoria transitéria e em 4 casos (0,7%) o tratamento com fagos
revelou-se ineficaz. Considerando que a maioria dos pacientes (518 casos, 94,2%) eram
resistentes ao tratamento com antibidticos, os resultados da terapia fagica foram
considerados favoraveis.

Segundo Weber-Dabrowska et al. (2000), 1.307 pacientes com infeccdes
bacterianas supurativas causadas por bactérias multirresistentes de diferentes espécies
foram tratados com bacteriéfagos especificos. A recuperacdo total foi observada em
1123 casos (85,9%). Em 134 casos (10,9%) uma melhora transitéria foi observada e
apenas em 50 casos (3,8%) o tratamento foi considerado ineficaz. Os resultados
confirmam a alta eficicia da terapia com bacteridfagos no combate a infeccdes
bacterianas que ndo respondem ao tratamento com os antibiéticos disponiveis.

A terapia fagica tem uma longa historia de sucesso. Abedon et al. (2011)
mostrou em uma revisdo bastante completa que os fagos podem ser usados como
"drogas” antibacterianas naturais e autoamplificantes para tratar ou prevenir com

seguranca e eficacia muitas doencas humanas comuns de etiologia bacteriana. Os
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autores afirmam que j& existem evidéncias suficientes para recomendar fortemente a
avaliacdo continua desta abordagem antibacteriana alternativa.

Dentre as vantagens que os fagos tém sobre os antibidticos no que diz respeito a
terapia estdo: a especificidade dos bacteri6fagos a um hospedeiro alvo, sem afetar o
balanco microbiologico do paciente; sua natureza ndo infecciosa para 0s humanos torna-
0S seguros, ndo apresentando os efeitos colaterais causados por antibiticos; havendo
células hospedeiras, os fagos aumentam exponencialmente em nimero ao longo do
tempo; a resisténcia aos antibidticos ndo se limita as bactérias atingidas na
antibioticoterapia; o processo de selecdo de fagos para fagoterapia em casos de bactérias
fago-resistentes € muito mais rapido que o desenvolvimento de um antibidtico contra
bactérias antibiotico-resistentes; por fim, terapias fagicas sdo altamente eficientes e
relativamente econbmicas (Yao & Moellering, 1995; Chopra et al., 1997; Dixon, 2004;
Thiel, 2004; Parisien et al., 2007).

Fagos liticos tém varias aplicagdes potenciais na industria de alimentos como
agentes de biocontrole, biopreservativos e como ferramentas para detectar patdgenos
(Kazi & Annapure, 2016). Os fagos podem ser substitutos seguros de agentes quimicos
toxicos, como antibidticos ou outros agentes bactericidas no controle de doencas de
plantas (Soleimani-Delfan et al., 2015).

Testados em diferentes sistemas alimentares para a inativacdo dos principais
patdgenos alimentares e também para o controle de bactérias deteriorantes, mostraram-
se promissores na biopreservagdo de alimentos: apresentam especificidade de
hospedeiro, sdo considerados seguros devido a baixa toxicidade e ndo apresentam
outros efeitos prejudiciais para a salde humana (Pulido et al., 2016). A pesquisa atual

sobre 0 uso de fagos e suas proteinas liticas, especificamente contra infeccOes
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bacterianas multirresistentes, sugere que a terapia fagica tem o potencial de ser usada
como alternativa ou suplemento aos tratamentos com antibiéticos (Lin et al., 2017).
Zbikowska et al. (2020) mostraram eficacia da aplicacdo de bacteriéfagos na
avicultura e os considerou uma alternativa Util aos antibidticos na era da resisténcia as
multidrogas e na tendéncia crescente de caminhar para a era poOs-antibidtica. Varias

empresas estdo comercializando bacteriofagos ou produtos a base de bacteriéfagos para

utilizacdo na industria de alimentos (Tabela 7).

Tabela 7. Produtos a base de bacteriofagos utilizados na indUstria de alimentos.

Produto Bactéria alwo Empresa Pais
Bafasal® Salmonella Proteon Pharmaceuticals Pol6nia
Biotector® S Salmonella Instituto de Pesquisas em Coreia do Sul
Biotecnologia Cheil Jedang
BacWash™ Salmonella OmniLytics Inc Estados Unidos da América
EcoShield™ (@) Escherichia coli Intralytix Inc. Estados Unidos da América
O157:H7
Ecolicide® Escherichia coli Intralytix Inc. Estados Unidos da América
0157:H7
Ecolicide PX™ Escherichiacoli Intralytix Inc. Estados Unidos da América
0157:H7
ListShield™ @ Listeria Intralytix Inc. Estados Unidos da América
monocytogenes
ListPhage™ Listeria Intralytix Inc. Estados Unidos da América
monocytogenes
Listex™ (@ Listeria Micreos Food Safety BV Pafses Baixos
monocytogenes
SalmoLyse® Salmonella Intralytix Inc. Estados Unidos da América
SalmoPro® @ Salmonella Phagelux Canada
SalmoFresh™ (@ Salmonella Intralytix Inc. Estados Unidos da América
SalmoFREE® Salmonella Sciphage Colémbia
Salmonelex™ (@ Salmonella Micreos Food Safety BV Paises Baixos
ShigaShield™ Shigella Intralytix Inc. Estados Unidos da América

PhageGuard E™ @

Escherichiacoli
0157

Micreos Food Safety BV

Paises Baixos
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PhageGuard S™ @ Salmonella Micreos Food Safety BV Paises Baixos

Legenda: (a) aprovados pela Food and Drug Administration (FDA).

O primeiro produto fagico relacionado a seguranca alimentar, aceito pela Food
and Drug Administration (FDA) em agosto de 2006, foi o ListShield™, fabricado pela
empresa Intralytix Inc. (Columbia, EUA), um coquetel de fagos utilizado no controle de
Listeria monocytogenes em produtos de carne e aves (Sulakvelidze, 2011). Além do
ListShield™, a empresa norte-americana produz outros produtos baseados em
bacteriéfagos para controle de bactérias patogénicas em alimentos, tais como
Salmonella  (SalmoFresh™), Shigella spp. (ShigaShield™) e Escherichia coli
(EcoShield PX™) (Intralytix, 2020). No entanto, essa tecnologia ainda estd em
desenvolvimento e hd desafios a serem superados antes que o0s bacteriofagos possam ser
amplamente usados para controlar bactérias patogénicas.

O produto Bafasal® € um aditivo de ragdo aprovado por regulamentacdo para uso
em aves para eliminar ou prevenir infeccdo no trato digestivo em aves. Este produto
pode ser adicionado a agua potavel e apresenta efeito profilatico e intervencionista pds-
infeccdo. Trata-se de uma preparacdo de bacteriofago com alta especificidade para
sorovares de Salmonella, incluindo Enteritidis, Typhi, Paratyphi, Typhimurium,
Branderburg, Hadar (Proteon Pharmaceuticals, 2020; Wojcik et al., 2015).

O Biotector® S pode ser aplicado na alimentacdo animal para controlar
Salmonella em aves (Cheil Jedang, 2020), assim como o SalmoFREE®, desenvolvido
para terapia e controle de Salmonella em granjas avicolas (Holguin-Moreno et al.,
2017). O produto BacWash™ foi desenvolvido para desinfetar superficies, sendo
utiizado em animais antes do abate, aplicado como uma lavagem ou pulverizado
diretamente no animal vivo. Sua liberacdo foi autorizada pelo United States Department

of Agriculture (USDA) () para controlar Salmonella (OmniLytics Inc., 2020). O
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SalmoPro®, SalmoFresh™ e Salmonelex™, (PhageGuard) e PhageGuard S™ sdo
produtos aprovados para uso como um auxiliar de processamento antimicrobiano para
controlar Salmonela em alimentos (Phagelux, 2020; Micreos Food Safety BV, 2020).

A atividade antimicrobiana dos fagos tem sido analisada na area de agronomia
para o biocontrole de fitobactérias, sem, entretanto, existir no mercado, até o momento,
um produto que possa ser usado no campo para este fim. Existem diversos fagos de P.
syringae isolados, caracterizados e com genoma cadastrado no GenBank. S&o exemplos
os fagos MR (13 fagos) (Rabiey et al., 2020), ¢Psa (24 fagos) (Frampton et al., 2014),
Pto (18 fagos) (Prior et al., 2007), vB_PsyM_KIL (5 fagos) (Rombouts et al., 2016),
OPSALl e ¢PSA2 (Di Lallo et al., 2014), ®XWY (3 fagos) (Yin et al., 2018),
vB_PsyS_Phobos (Amarillas et al., 2020), entre outros (Pinheiro et al., 2019; Pinheiro
et al., 2020).

O controle biologico ndo necessita de altos custos para sua aplicabilidade e € um
método que pode ser utilizado em qualquer bactéria. No que diz respeito a estudos que
de fagos para biocontrole de bactérias do género Pseudomonas fitopatogénicas, pode-se
citar Kim et al. (2011), Yu et al. (2015) e Rombouts et al. (2016). O primeiro estudo diz
respeito ao uso de bacteriofagos de Pseudomonas tolaasii para o controle biolégico da
mancha marrom em cogumelos. O segundo, isolou e caracterizou bacteri6fagos contra
Pseudomonas syringae pv. actinidiae, que causa cancro bacteriano em kiwi. O terceiro,
por sua vez, caracterizou novos bacteriofagos para o biocontrole da mancha bacteriana
do alho-poro6 causada por Pseudomonas syringae pv. porri.

Ao longo do tempo, diversos estudos usando bacteriofagos foram desenvolvidos
na area da agricultura. Thomas (1935) realizou testes em campo, mostrando que O
tratamento de sementes com fago contra o fitopatbgeno Pantoea stewartii reduzia a

incidéncia da doenca de murcha de Stewart do milho. Muitas pesquisas foram feitas
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com cultivos de importancia econdmica, como tomate (Fujiwara et al., 2011; Bae et al.,
2012; Obradovic et al., 2004) e batata (McKenna et al., 2001; Czajkowski et al., 2014;
Czajkowski et al., 2015; Adriaenssens et al., 2012). Embora emergente, 0 uso de

biocontrole de fago na pratica agricola ainda é incomum.

51



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Isolar, caracterizar e avaliar o efeito de bacteri6fago para bactéria Pseudomonas

cichorii.

3.2 Objetivos especificos
a) Isolar bacteriéfago para Pseudomonas cichorii;
b) Testar a especificidade e estabilidade do bacteridéfago;
c) Avaliar ciclo de vida (litico ou lisogénico) do bacteriofago;
d) Caracterizar o bacteri6fago quanto ao tipo e tamanho do material genético;
e) Avaliar atividade antimicrobiana do bacteriofago frente a Pseudomonas

cichorii por meio de estudos in vitro;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Hospedeiro e condi¢bes de cultura

A cepa de referéncia Pseudomonas cichorii (Swingle 1925, Stapp 1928), n° 1526
(isolada de Lactuca sativa, 2000, Brasil) foi adquirida da Colecdo de Culturas de
Fitobactérias do Instituto Bioldgico (IBSBF), Brasil. P. cichorii foi criopreservada a -80
°C em Caldo Triptona de Soja (TSB, Kasvi®, Brasil) com 30% (m/v) de glicerol
(Dindmica®, Brasil). A cepa bacteriana foi cultivada a 28 °C e rotineiramente reativada
em TSB, sem agitacdo devido & sensibilidade extremamente alta dessas bactérias ao
estresse mecanico (D’hondt, 2011).

Para replicar e contar particulas de fago, foram usados meio TSB contendo 2,0%
(M) de égar (Vetec®, Brasil) (TSB-A) e sobreposicbes de meio TSB semi-sélido
contendo 0,4% (m/\v) de agar (TSB-SA). Todos os meios utilizados (TSB, TSB-A e
TSB-AS) foram suplementados com peptona bacterioldgica 1% (Kasvi®, Brasil). Todas
as solucdes foram preparadas com agua destilada e autoclavadas a 121 ° C por 15 min,

conforme orientagdo do fabricante.

4.2 Isolamento de fago, purificacdo e propagacao

O isolamento, a purificacdo e a propagacdo de fagos foram realizados de acordo
com os metodos descritos em Sambrook e Russell (2001) e Azeredo et al. (2014), com
modificacdes. Para o isolamento, 10 g de uma amostra soOlida mdltipla contendo alface,
chicoria e repolho, cujas folhas tivessem marcas visiveis de bacteriose (manchas
necréticas marrom-escuras) foram colocados em 50 ml de solugdo NaCl (Sigma

Aldrich) 0,9% (m/), juntamente com 50 pl de bactérias cultivadas overnight
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(concentrada para que atingisse densidade dptica [DO] 0,5 medida em
espectrofotometro com comprimento de onda de 600 nm) (SpectraMax MZ2e, Molecular
Devices, LLC, Sunnyvale, CA) e 50 ml de TSB duplo em um Erlenmeyer de 250 ml.
Incubou-se a 28 °C, sem agitacdo por 18 h e depois sob agitacdo (80 rpm) por 6 h. A
amostra foi centrifugada (9.000 rpm, 4 °C por 10 min) e 0 sobrenadante foi coletado e
fitrado com filtro de seringa de 0,2 um para tubos estéreis.

O método de dupla camada de &gar foi usado para examinar se o filtrado
continha bacteriofagos liticos para o P. cichorii. Resumidamente, 100 pl de suspensdo
bacteriana crescida overnight e 4 ml de TSB-SA fundido e mantido a 42 °C em banho-
maria, foram colocados em um tubo de ensaio, agitados suavemente e derramados em
uma placa contendo TSB-A. Apl6s a secagem completa, gotas de 10 u da amostra
fitrada foram adicionadas as placas TSB-A sob a camada bacteriana e as placas
inclinadas a 45° (ténica de microgotas). As placas foram incubadas durante a noite a 28

°C. Zonas de lise claras e turvas indicaram a presenca de bacteridéfagos liticos.

fita de papel

i Palito estéril
Palito fi ltro

estéril

Figura 10. Isolamento de bacteri6fagos. A) Puncdo em uma Unica placa de lise com auxilio de palito
esterilizado. B) Linha pontilhada contendo fagos. C) Fita de papel filtro esterilizada sendo passadasobrea
linha pontilhada com auxilio de uma pin¢a. D) Placas de lise formadas apds o processo. Fonte: Pires et

al., 2017.
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A morfologia das placas de lise formadas pelos bacteriofago foram observadas
de modo a verificar diferenca em tamanho, forma, halo e turbidez. Utilizou-se como
critérios de selecdo limpidez e tamanho da placa de lise, caracteristicas associadas a um
bacteriofago litico. Para o isolamento de um tipo de bacteri6fago somente, placas
individuais bem isoladas foram puncionadas com um palito de dente esterilizado e tiras
de papel filtro esterilizadas foram usadas para “empurrar” os bacteriofagos a partir da
puncdo sobre a camada bacteriana de P. cichorii (Figura 10). A tira de papel era
trocada apds cada passagem, certificando-se de que a tira de papel tocasse no rastro da
tira anterior. As placas de Petri foram entdo incubadas a 28 °C por 24 h. Uma série de
etapas de purificacdo, isolamento de placa e co-cultivo foram realizadas pelo menos
cinco vezes até que todas as placas de bacteriofago estivessem uniformes. As placas
foram armazenadas a4 °C até serem necessarias.

Para a producdo de bacteriofagos, foram utilizadas as placas fagicas isoladas na
etapa anterior, repetindo o processo com o palito, em pelo menos 10 placas contendo
camada bacteriana de P. cichorii. Apds incubacdo adequada (28 °C por 24 h), 4 ml de
meio de magneésio salino (meio SM) (5,8 g/L de NaCl, 2 g/L de MgSO4 7H20 [Vetec®,
Brasil], 50 ml/L de 1 M Tris-HCI [Sigma Aldrich], pH 7,5) foram adicionados as placas
e estas foram colocadas sob agitacdo (80 rpm) a 4 °C durante 18 h. Em seguida, 0 meio
SM com os fagos eluidos foi coletado, centrifugado (9.000 rpm, 4 °C, 10 min) e filtrado

(0,2 um). Esta solucdo estoque de fago foi armazenada a4 °C.

4.3 Determinacdo da gama de hospedeiros

Para determinar a gama de hospedeiros possivel para os fagos isolados, foram

preparadas placas com dupla camada de &gar com as seguintes bactérias: P. cichorii
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(controle), Klebsiella oxytoca (ATCC 8724™) Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853 lote BFB 542), Serratia sp. (isolados clinicos) e Pseudomonas fluorescens
(isolado de produto animal — carne). Estas bactérias foram utilizadas por serem bactérias
descritas na literatura como fitobactérias que causam doencas bacterianas em hortalicas
no Brasil, incluindo alface (Beriam, 2007).

As placas foram preparadas adicionando 1 ml de cultura bacteriana na fase
exponencial de cada bactéria a ser testada a 4 ml de TSB-SA fundido e mantido a 42 °C.
Agitou-se suavemente e derramou-se em uma placa contendo TSB-A. Depois de secar
por 5 min, 10 pl de uma solucdo estoque de fago foram colocados sob a placa e
incubou-se durante a noite na temperatura ideal para cada cepa bacteriana. Apos a
incubacdo, foi examinada a aparéncia das zonas de lise no local onde a suspensdo de
fago foi adicionada. O fago foi testado contra cada cepa bacteriana em triplicata, em

experimentos independentes (réplicas bioldgicas).

4.4 Resisténcia térmica e sensibilidade ao pH

Os testes de resisténcia térmica e sensibilidade ao pH foram realizados de acordo
com os métodos descritos em Capra et al. (2004) e Huaq et al. (2012). O fago purificado
(contagem inicial 108 PFU/ml) foi colocado em tubos Eppendorf e colocado em banho-
maria sob varias temperaturas (4, 30, 45, 60, 75, 90 e 100 °C) durante 1 h. Para avaliar a
sensibilidade do fago em diferentes niveis de pH, o fago purificado (contagem inicial
108 PFU/mI) foi incubado a 28 °C por 1 h em meio SM com pH ajustado para 3, 5, 7,5
(controle), 8,5¢e11.

Apos a incubacdo, a taxa de sobrevivéncia (em percentual) de cada tratamento

foi determinada pelo ensaio de &gar de camada dupla, através da contagem de PFU/m.
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Cada ensaio foi realizado em duplicata, em dois experimentos independentes (réplicas

bioldgicas).

4.5 Curva de crescimento de etapa Unica

O experimento de crescimento em uma Unica etapa foi realizado de acordo com
0s métodos descritos por Chen et al. (2018) e Haq et al. (2012), com modificacdes.
Cultivo de P. cichorii (DOsoo nm 0,200) foi diluido para atingir ~106 CFU/ml. Em
seguida, 100 Wl de suspensdo bacteriana foram misturados com 100 pl de lisado de fago
(diluido para ~10° Unidades Formadoras de Placa [PFU]/mI) para um volume final de 1
ml com meio TSB estéril (MOI 0,001) e incubados a 28 °C por 10 min para permitir a
adsorcdo dos fagos as células hospedeiras. Depois disso, a mistura foi centrifugada
(10.000 rpm, 3 min, 4 ° C) para remover o fago livre ndo absorvido. O sedimento
(pellet) foi lavado, centrifugado novamente e ressuspendido em 1 ml de TSB. Em
seguida, 50 W foram inoculados em 50 ml de TSB e a cultura incubada a 28 °C. Esse
momento foi definido como t = 0, e a cada 10 min, uma amostra de 0,1 ml foi coletada,
totalizando periodo de 160 min. O titulo do fago foi determinado pela técnica de dupla
camada de éagar. A contagem de fagos livres no sobrenadante foi determinada em
duplicata, em trés experimentos separados.

O periodo de eclipse, periodo latente, burst size (tamanho da explosdo) foi
determinado de acordo com Middleboe et al. (2010). O periodo latente é o intervalo de
tempo entre a adsorcdo e o inicio do primeiro burst (indicado pelo aumento inicial no
titulo do bacteriéfago), enquanto que o burst size é a razdo entre a contagem final de
particulas de bacteriofago liberadas e a contagem inicial de células bacterianas

infectadas durante o periodo latente (Bao et al., 2011).
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4.6 Estocagem a baixa temperatura

O teste de sensibilidade ao congelamento foi realizado usando fago purificado
com um titulo alto (>1012 PFU/mI). A solucdo de fago em meio SM foi misturada com
glicerol resuttando em uma concentracdo final de 10%, 20% e 30% (v/v). As amostras
foram dispensadas (0,2 ml por Eppendorf) e congeladas em regime de resfriamento
lento (I °C/min) (Clark; Geary, 1973). Ap0s resfriamento atingir -10 °C, e permanecer
nesta temperatura durante pelo menos 12 h, as amostras foram imediatamente
armazenadas a -20 °C. Foram testadas aliquotas apds 1, 8, 14 e 36 semanas quanto a
viabilidade do fago, determinada pelo ensaio de &gar de camada dupla. Para isso, o fago
foi descongelado overnight em refrigeracdo (4 °C) e testado no dia seguinte, colocando
uma gota de 10 pl de fago sob placa contendo TSB-SA e P. cichorii e incubando-se
durante 24 h a 28 °C. De modo a verificar se 0 fago estaria infectante se fosse repicado,
repetiu-se 0 processo com o palito (puncdo na area de lise formada), em pelo menos
placas contendo TSB-SA e P. cichorii. Apds incubacdo adequada (28 °C por 24 h), as

novas placas foram analisadas.

4.7 Extragdo de DNA

Para extrair o DNA gendmico do fago, foi realizada inicialmente precipitacdo
por polietilenoglicol (PEG) 8000 como metodo de concentragdo. Assim, 10 ml de lisado
de fago de titulo elevado (<10'° PFU/mI) foram misturados com PEG 8000 (10%) e
NaCl (concentracdo final 1 M) e misturado suavemente por inversdo. Foi deixado

overnight a 4 °C e depois centrifugado a 10.000 rpm durante 30 min. O sobrenadante
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contendo PEG foi descartado e o sedimento foi suspenso em MgSO4 (5 mM), pipetando
suavemente.

Em seguida, 500 pl da amostra concentrada foram transferidos para tubos
Eppendorf de 2 ml marcados e o DNA do hospedeiro foi removido por tratamento com
DNase | e RNase (1,25 pg.mi! cada) (incubacdo a 37 °C por 1 h). Posteriormente,
foram adicionados 1,25 pg.mi! de proteinase K (20 pgmtl), 25 p 10% (mAv) de
dodecil sulfato de sddio (SDS) estoque (0,5% de concentracdo final) e 20 pl de 0,5 M
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) pH 8,0 (concentragdo final de 20 mM). Apds
incubacdo por 1 h a 60 °C, a amostra foi deixada resfriar até a temperatura ambiente
(cerca de 22 °C).

O DNA foi purificado pela extracdo com fenol-cloroférmio e concentrado por
precipitacdo com etanol, usando o protocolo Phage DNA extract do Center for Phage
Technology (2018). Um volume igual de fenol: cloroférmio (1:1) foi adicionado e a
amostra misturada invertendo o tubo varias vezes, suavemente. A amostra foi
centrifugada a 3.000 rpm, 5 min, a temperatura ambiente e, em seguida, 0 sobrenadante
foi cuidadosamente transferido para um novo tubo Eppendorf de 2 ml. As etapas de
fenol: adicdo de cloroférmio e centrifugacdo foram repetidas. Ap6s a transferéncia do
sobrenadante para um novo tubo, foi adicionado igual volume de cloroformio, a amostra
foi misturada por inversdo e centrifugada (3.000 rpm, 5 min, a temperatura ambiente).
Em um tubo Falcon de 15 ml, 1/10 do volume de 3 M NaOAc.3H20 (Vetec®, Brasil)
(pH 7,5) e 2,5 volumes de etanol gelado (100%) foram adicionados ao sobrenadante
transferido. Foi bem misturado e incubado a -20 °C durante a noite.

A amostra foi centrifugada em uma microcentrifuga de bancada em velocidade
maxima por 20 min. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e o tubo foi

preenchido até a metade com etanol 70% (v/v), com posterior centrifugacdo em
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velocidade méxima. Uma segunda lavagem foi realizada com etanol 70% e uma nova
centrifugacdo foi realizada. O maximo de etanol possivel foi removido, tomando
cuidado para ndo perturbar o sedimento, o qual foi dissolvido em tampdo Tris-EDTA

(TE) (~ pH 7,6).

4.8 Analise da sequéncia do genoma

O sequenciamento do genoma inteiro foi realizado na instalacio da
NeoProspecta Microbiome Technologies (Santa Catarina, Brasil) usando o MiSeq
Sequencing System (lllumina Inc., EUA), com o kit V2, 500 Cycles, sequenciamento de
extremidades pareadas (2 x 250 pb reads). As bibliotecas foram preparadas usando o
Nextera XT DNA Library Preparation Kit (lllumina Inc., EUA). As leituras foram
montadas com o software A5 (Coil et al., 2015), processadas para recorte do adaptador,
fitragem de qualidade e correcdo de erros para geracdo de contigs e scaffolds. Além
disso, o software CAP3 (Huang & Madan, 1999) foi usado para melhorar a montagem,
recortando regides de baixa qualidade e corrigindo links errdneos entre contigs. Essas
sequéncias de DNA genbmico pré-montadas foram entdo anotadas usando a ferramenta

de software Prokka (Prokka, 2014).

4.9 Andlise da atividade antimicrobiana do fago

A atividade antibacteriana do fago foi avaliada por método colorimétrico,
usando o Ensaio de Resazurina. Uma solucdo estoque de pd de sal de sodio de
resazurina (Sigma Aldrich®) foi preparada a 0,01% (m/v) em &gua destilada estéril e
armazenada a 4 °C. O teste foi realizado utilizando o método de diluicio em caldo em

microplaca de 96 pocos, que utiliza solucdo de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-
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ona-10-6xido) como indicador de crescimento bacteriano: a coloracdo azul/roxo indica
nenhum crescimento bacteriano e rosa/incolor indica crescimento bacteriano (Loo et al.,
2018; Guerin etal., 2001).

Os testes de atividade antimicrobiana levaram em consideracdo a multiplicidade
de infeccdo (MOI), que é definida como a razdo do ndmero de fagos que infectam varias
células hospedeiras bacterianas (Hyman, 2019). Deste modo, utilizou-se o seguinte
calculo para a MOI:

Titulo do fago (PFU por ml) x volume utilizado

Numero de células bacterianas (UFC por ml)

Para analisar o efeito inibitério do fago em P. cichorii, as culturas bacterianas
foram preparadas incubando uma unica colbnia em TSB a 28 °C por 24 h. Em seguida,
1 ml da cultura bacteriana foi transferido para trés tubos estéreis com 10 ml de TSB
fresco cada e incubados durante a noite para crescer até a fase exponencial inicial
(DOs00 nm 0,150). Em seqguida, a cultura bacteriana foi misturada com solugdo do fago
(=108 PFU/mL) para MOI 1, a fim de permitir a adsor¢do das particulas do fago na
superficie da bactéria. Apds 10 min de interacdo, a solucdo foi centrifugada a 10.000
rpm por 3 min. O sedimento foi lavado, centrifugado novamente e ressuspenso em 1 ml
de TSB. A partir deste tubo, aliquotas de 180 pl foram colocadas em pocos de uma
placa de 96 pocos. 50 ul foram usados para inocular 50 ml de TSB fresco (diluicdo
1.000 vezes) e, desta diluicdo, aliquotas de 180 pl foram colocadas na placa de 96
pocos. A absorbancia da cultura foi monitorada com espectrofotometro (SpectraMax
M2e, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA), a cada hora durante 16 h, usando
comprimento de onda de 600 nm. Como controle positivo, 0 meio TSB foi usado com
meio MS e indculo bacteriano; como controle negativo, apenas o meio TSB com o meio
MS. Apo6s o periodo de incubagdo de 16 h, foram adicionados 10 pl da solugdo de
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resazurina nos pocos e a densidade Optica (DOsoo nm) foi medida ap6s uma hora. Os
testes foram realizados em pelo menos triplicata, em dois experimentos isolados.

Para testar o efeito inibidor do fago sob diferentes MOI, trés concentraces de
culturas bacterianas foram testadas em diferentes diluicbes de fago (a concentragédo
inicial do fago foi de 10° PFU/mI). Assim, 900 pl de volume da diluicdo em série do
fago (diluicdes em série de 10 vezes da solucdo estoque do fago em TSB, intervalo de
10-1-1011) foi adicionado a tubos Eppendorf de 1,5 ml. Em cada tubo foi adicionado o
indculo bacteriano (0s MOI iniciais foram 0,1; 0,01 e 0,001), a fim de permitir a
adsorcdo das particulas de fago na superficie da bactéria. Apds 10 min de interacéo,
todos os tubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 3 min. Os sedimentos foram
lavados, centrifugados novamente e ressuspensos em 1 mL de TSB. Desse tubo,
aliquotas de 180 pL de cada tubo foram colocadas em pogos de uma placa de 96 pocos,
que foi incubada a 28 °C por 24 h. Como controle positivo, 0 meio TSB foi usado mais
meio MS e inbculo bacteriano; como controle negativo, apenas o meio TSB com meio
MS. Ap6s o periodo de incubacdo, foram adicionados 10 pl da solugdo de resazurina
nos pocos e a densidade oOptica (DOsoo nm) foi medida apds uma hora. Os testes foram

realizados em pelo menos triplicata, em dois experimentos isolados.

4.10 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como medias + DP. A analise estatistica foi
realizada no SPSS versdo 20.0. Foram realizados testes de normalidade (Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk), One-way Analysis of Variance ANOVA, com teste post hoc
de comparacbes miuiltiplas de Tukey. A significancia da diferenca foi considerada para

incluir valores de p <0,05.
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RESULTADOS

5.1 Isolamento do fago

Os protocolos de isolamento e plagueamento empregados foram adaptados com
sucesso. O bacteriofago foi isolado da amostra solida contendo uma mistura de folhas
de alface, chicéria e repolho, as quais apresentavam sintomas de doenga bacteriana,
como manchas necréticas marrom-escuras (Figura 11A). A presenca de bacteriéfago
nas fontes de isolamento foi observada a partir da visualizagdo de placas de lise na
superficie da dupla camada de agar contendo cultura ativa de P. cichorii (Figura 11B).
A repeticdo dos protocolos de plaqueamento e propagacdo, no minimo cinco vezes, com
o isolamento de placas de lise individuais em cada repeticdo, foi suficiente para garantir
0 isolamento de um Unico bacteriéfago, confirmado posteriormente através das analises
genética.

O bacteri6fago produziu dois tipos diferentes de morfologia de placa: placas
grandes e claras com diametros de 3-4 mm com limites bem definidos, e placas
pequenas e turvas com diametros de 1-2 mm e halos opacos (Figura 11C). A variacao
na morfologia da placa ocorreu regularmente e foi repetida quando placas individuais de
tamanhos diferentes foram colhidas e plagueadas repetidamente. Apds as passagens de
propagacdo, o bacteriéfago isolado se mostrou estavel, observado pela formagdo de

placas de lise a cada passagem.
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Figura 11.Placas formadas por fago em cultivo de Pseudomonascichorii em placa com dupla camada de
agar. A. Amostra sélida utilizada para o isolamento do fago (folhas de alface, chicéria e repolho). B. Teste
de microgotas mostrando zonas de lise, indicando presencado fago. C. Morfologia das placas de lise
formadas pelo fago.

5.2 Gama de hospedeiros

Para determinar a especificidade do hospedeiro (capacidade do fago de infectar
outras bactérias), foram testadas outras bactérias fitopatogénicas descritas na literatura
que causam doencas em vegetais folhosos, especificamente alface (Klebsiella oxytoca,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp. e Pseudomonas fluorescens). O fago ndo foi
capaz de induzir a formacdo de placas de lise nas placas contendo as bactérias a serem

testadas. Assim, as bactérias testadas ndo apresentaram suscetibilidade ao fago, exceto a

P. cichorii.
5.3 Resisténcia térmica, sensibilidade ao pH e curva de crescimento de etapa Unica
O fago reteve quase 100% da atividade de infeccdo apos incubagdo por 1 hem

temperaturas variando de 5 a 45 °C. O titulo diminuiu drasticamente ap6s 60 °C (~4

log), e a90 e 100 °C ndo havia fagos viaveis (Figura 12).
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Figura 12. Teste de sensibilidade térmica do fago. Amostras foram testadas sob varias temperaturas (5,
30, 45, 60, 75, 90 and 100 °C) por 1 h antes de determinar o namero de particulas de fagos ativas.

A estabilidade maxima do fago foi observada em pH ideal 7,5. O fago

permaneceu estavel na faixa de pH de 5,0 a 8,5, reduzindo em titulo em pH 3,0 e 11,0.

(Figura 13).

100

Viabilidade (%)
N D (0]
o o o

N
o

(@)

3 5 75 8,5
pH

11

Figura 13. Teste de estabilidade em pH. Amostras contendo fago foram incubadas por 1 h sob diferentes

condigdes de pH antes determinar o nimero de particulas ativas de fago.
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Um experimento de curva de crescimento de uma etapa foi realizado para
determinar 0 periodo latente e o tamanho do burst do fago. A partir dos dados, o
periodo de tempo latente foi calculado em 60 min e o fago tem um tamanho de explosdo
médio de cerca de 151 particulas de fago por célula infectada ap6s 130 min a 28 °C

(Figura 14).
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Figura 14. Curva de crescimento de etapa Unica. O periodo latente, definido como o tempo entre a
absorcéo e o inicio do primeiro burst, foi de aproximadamente 60 min. O burst size, calculado como a
razdo entre a contagem final de particulas de fago liberadas e a contageminicial de células bacterianas

infectadas durante o periodo latente, foi de cerca de 151 (x 2) PFU/célula.

5.4 Estocagem a baixa temperatura

A estocagem de fagos é um ponto sensivel, pois manter a viabilidade de virus
durante longos periodos de tempo € uma caracteristica muito importante,
particularmente para aqueles com potencial utilizacdo terapéutica. Deste modo, a
manutencdo do fago para os testes se deu em meio SM, a 4°C, com reativaches
periddicas dos estoques. Desta forma, o fago permaneceu estocado por

aproximadamente um ano, de forma satisfatoria, com facil reativacdo apds este periodo.
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Testou-se, entdo, a sensibilidade do fago a estocagem a baixa temperatura
(congelamento). O fago purificado com um titulo elevado (>10'2 PFU/mI) manteve-se
vidvel apés armazenamento a temperatura de -20 °C por 36 semanas,
independentemente da concentracdo de glicerol (10%, 20% ou 30%). Houve formacgéo

de areas de lise bastante visiveis e, apds ser repicado para outra placa contendo TSB-SA

e P. cichorii, o fago mostrou-se infectante (Figura 15).

A B

Figura 15. Teste de estocagemde fago a temperatura muito baixa (-20 °C), sob
diferentes concentracdes de glicerol (A. 10% e 20%; B. 30%) apés 36 semanas. Houve
formacdo de areas bastante visiveis de lise no teste de congelamento.

5.5 Caracterizagdo do fago isolado

O genoma do fago foi digerido pela enzima DNAse e ndo pela RNAse,
indicando que é um fago de DNA, confirmado pelo posterior sequencimento. O
bacteriéfago carrega DNA genbmico dupla-fita linear de 40.117 pares de bases (pb)
com 49 open reading frames (ORFs) e uma redundancia terminal de 127 pb (Figura

16).
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Figura 16. Genoma do fago: DNA gendmico contendo 40.117 pb, com 49 open reading frames e
redundancia terminal de 127 pb.

O fago estd classificado na seguinte linhagem: Reino Viruses; Dominio
Duplodnaviria; Clado Heunggongvirae; Filo Uroviricota; Classe Caudoviricetes; Ordem
Caudovirales; Familia Podoviridae; subfamilia Autographiviridae - Studiervirinae;
Género Ghunavirus. Na mesma linhagem estdo os fagos de Pseudomonas virus 17A,
ghl, Henninger, KNP, PfLIERZ2017, ®Psal7, ®PSA2, PPPLL, shl2 e WRT.

A Tabela 8 apresenta os principais genes codificados pelo fago isolado. Sé&o
vinte e quatro ORFs anotadas funcionalmente e vinte e cinco ORFs anotadas como
proteinas hipotéticas. O fago compartilha 3 ORFs com os virus de pseudomonas WRT e
KNP; 12 ORFs com ®PSA2; 7 ORFs com ®Psal7 e 23 ORFs com gh-1. Apresenta

uma ORF Unica que ndo mostra homologia com nenhum fago.

Tabela 8. Genes codificados pelo fago isolado.

ORF Function Similarity GenBank
1 Hypothetical protein No significant similarity -
2 Hypothetical protein Hypothetical protein of P_009043229.1
®PSA2 01
3 Hypothetical protein Hypothetical protein  of YP_009043230.1
®PSA2 02
4 Hypothetical protein Hypothetical protein  of AKG94346.1
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®Psal7

5 Hypothetical protein Hypothetical protein  of ARM69617.1
KNP_004
6 Hypothetical protein Hypothetical protein of ARM69618.1
KNP_004
7 Hypothetical protein Hypothetical protein of YP_009043233.1
®PSA2 05
8 Hypothetical protein Hypothetical protein  of AKG94350.1
VO98 040 of ®Psal?
9 Hypothetical protein Hypothetical protein of ARM69621.1
KNP_008
10 | DNA-directed RNA | ®Psal7 AKG94352.1
polymerase
11 | Hypothetical protein Hypothetical protein of NP_813748.1
gh-1
12 Hypothetical protein Hypothetical protein of YP_009043237.1
DOPSA2
13 Hypothetical protein Hypothetical protein of NP_813750.1
gh-1p
14 | DNA ligase ®Psal7 AKG94356.1
15 Hypothetical protein Hypothetical protein of YP_009043241.1
®OPSA2 13
16 Hypothetical protein Hypothetical protein AK(G94358.1
V098 080 of ®Psal7
17 | Putative  host RNA- | Phage gh-1 NP_813754.1
polymerase inhibitor
18 | Hypothetical protein Hypothetical protein  of NP_813755.1
Phage gh-1p09
19 | Single-stranded DNA- | Phage gh-1 NP_813756.1
binding protein
20 Endonuclease Phage gh-1 NP 813757.1
21 Lysozyme Phage gh-1 NP 813758.1
22 Hypothetical protein Hypothetical protein  of YP_009043248.1
®PSA2 20
23 | Putative primase/helicase | Putative primase/helicase YP_009043249.1
DOPSA2
24 | Hypothetical protein Hypothetical protein  of NP_813762.1
gh-1p16
25 | Hypothetical protein Hypothetical protein of NP_813763.1
gh-1p17
26 | Putative DNA | Putative DNA YP_009043252.1)
polymerase polymerase ®PSA?2
27 | Hypothetical protein Hypothetical protein of NP_813765.1
gh-1p19
28 | Hypothetical protein Hypothetical protein  of NP_813766.1
gh-1p20
29 | Exonuclease Exonuclease phage gh-1 NP_813767.1
30 Hypothetical protein Hypothetical protein  of NP_813768.1
gh-1p22
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31 | Hypothetical protein Hypothetical protein  of YP_009043257.1
®PSA2 29
32 Hypothetical protein Hypothetical protein AKG94374.1
V098 160 of ®Psal?
33 | Tail assembly protein Tall assembly protein NP_813771.1
phage gh-1
34 Head-tall connector | Head-tail connector NP 813772.1
protein protein phage gh-1
35 | Capsid assembly protein | Capsid assembly protein NP_813773.1
phage gh-1
36 Major capsid protein Major capsid  protein NP_813774.1
phage gh-1
37 | Talil tubular protein A Tail tubular protein A NP_813775.1
phage gh-1
38 | Talil tubular protein B Taill tubular protein B ARM69601.1
virus WRT
39 Internal virion protein A | Internal virion protein A AKG94381.1
phage ®Psal7
40 | Internal virion protein B | Internal virion protein B NP_813778.1
phage gh-1
41 Internal virion protein C | Internal virion protein C YP_009043267.1
phage ®PSA2
42 Internal virion protein D | Internal virion protein D NP_813780.1
phage gh-1
43 | Tail fiber protein Taill fiber protein virus ARM69606.1
WRT
44 | Hypothetical protein Hypothetical protein ARM69607.1
virus WRT
45 Type 1l holin Phage ®PSA2 YP 009043271.1
46 DNA packaging protein, | DNA packaging protein, NP_813784.1
small subunit small subunit phage gh-1
47 | Rz-like lysis protein Phage ®PSA2 YP_009043273.1
48 | DNA packaging protein | DNA packaging protein NP_813786.1
B B phage gh-1
49 | Hypothetical protein Hypothetical protein of NP_813788.1
gh-1 p42

A classificacdo funcional do genoma do bacteri6fago mostrou que o virus

sequenciado apresentou genes produtores de proteinas liticas. A Tabela 9 apresenta a

classificacdo funcional de algumas das proteinas produzidas pelos genes do fago

isolado.
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Tabela 9. Classificacdo funcional das proteinas produzidas pelos genes do fago isolado.

Funcao ORF Proteina

33 Tail assembly protein

34 Head-tail connector protein

35 Capsid assembly protein

36 Major capsid protein

37 Tail tubular protein A
Estrutural 38 Tail tubular protein B

39 Internal virion protein A

40 Internal virion protein B

41 Internal virion protein C

42 Internal virion protein D

43 Tail fiber protein

10 DNA-directed RNA polymerase

14 DNA ligase

17 putative host RNA-polymerase inhibitor

19 Single-stranded DNA-binding protein

Sintese, empacotamento,

recombinacdo e reparo de 20 .Endo_nuclease .

DNA 23 Puta'glve primase/helicase
26 Putative DNA polymerase
29 exonuclease
46 DNA packaging protein, small subunit
48 DNA packaging protein B
21 Lysozyme

Lise 45 Type 1l holin
47 Rz-like lysis protein

Através da analise dos dados, o fago mostrou ser geneticamente semelhante a
outros fagos de Pseudomonas, compartilhando homologia acima de 90% com WRT
(94,6%; Acesso GenBank n° KY798120), ®PSA2 (92,7%; Acesso GenBank n°
KJ507099), ®Psal7 (92,3%; Acesso GenBank n° KR091952) e virus KNP (91,7%;
Acesso GenBank n° KY798121), e compartilha menor homologia (85,1%) com o fago
gh-1 (Acesso GenBank n°® AF493143) (Figura 17).

Os dados foram depositados no GenBank sob o ndmero de acesso a ser
determinado, contendo anotacdo da sequéncia completa do genoma do fago (ANEXO
1). Para identificar o bacteriofago isolado neste estudo, adotou-se parcialmente uma
norma de nomenclatura sugerida na literatura, mas ndo adotada oficialmente

(Ackermann e Abedon, 2000). No GenBank, o fago foi submetido com a denominagéo
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vB_Pci PCMW57. No presente estudo denominaremos apenas de PCMWS57 (Figura
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Figura 17. Analise comparativa aos genomas dos fagos ®PSA2, gh-1, KNP, WRT e ®Psal7.

5.6 Atividade antimicrobiana do fago

A Figura 18 mostra as taxas de crescimento do P. cichorii na presenca e na

auséncia do fago PCMWS57. Na presenca de fago, houve crescimento da bactéria no

periodo de 5 h, similar ao crescimento bacteriano na auséncia do fago. Entretanto, ap6s

este periodo de 5 h, percebe-se declinio do crescimento, praticamente atingindo os

valores basais ap6s 9 h de incubacao.
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Figura 18. Atividade antimicrobiana do fago PCMW57: curva de crescimento de P. cichorii na presenca
(MOI 1) e auséncia do fago. C-: controle negativo; C+: controle positivo.

Além disso, a Figura 19 mostra curvas regulares de crescimento bacteriano na
auséncia e na presenca de fagop PCMWS57 apo6s diluicdo 1.000 vezes em meio TSB. Na
auséncia de fago, o crescimento bacteriano comeca apds 5 horas de incubacdo. Por

outro lado, na presenca do fago, o crescimento da bactéria foi completamente inibido.
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Figura 19. Atividade antimicrobiana do fago PCMW5T7: curva de crescimento bacteriano napresenca
(MOI 1, diluigdo de 1.000 vezes) e na ausénciado fago PCMW57. C+: controle positivo.
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O método colorimétrico empregando resarzurina foi usado para avaliar a
viabilidade celular de P. cichorii na presenca do fago PCMW57 (em MOI 1 e MOI 1
apos diluicdo de 1.000 vezes). A Figura 20 mostra que na presenca do fago, houve

inibicdo do crescimento bacteriano.

Figura 20. Atividade antibacteriana avaliada por método
colorimétrico usando o Ensaio com Resazurina. Azul/roxo indica
crescimento bacteriano ausente e rosa indica crescimento

bacteriano. C-: negative control. C+: positive control.

A capacidade do fago para lisar P. cichorii sob diferentes MOI iniciais foi
testada usando o ensaio de resazurina. O resultado revelou que ha atividade litica efetiva
até a diluicdo méxima, visto que, nas concentracdes de fagos nas diluicdes 10 e 1/10°2,
os Vvalores obtidos na leitura da DO com espectrofotometro foram equivalentes

estatisticamente aos encontrados no controle negativo (Figura 21).
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Figura 21. Atividade antimicrobiana do fago vB_Pci_ PCMW57 sob diferentes MOI iniciais (0.1, 0.01,
0.001) e apos diluicdo seriada do fago. C-: controle negativo; C+: controle positivo. A analise da
significancia estatistica considerou valor-p <0,05.

No teste colorimétrico com resazurina, foi observada mudanca de cor na diluicdo
108 no MOI inicial 0,1 e 0,001 e 10* no MOI inicial 0,01 (Figura 22). A capacidade de

lisar as bactérias foi inversamente proporcional ao aumento da diluicdo do fago.

Figura 22. Atividade antibacteriana avaliada através de
método colorimétrico, usando resazurina. Azul/roxo
indica ausénciade crescimento bacteriano e rosa indica
crescimento ou atividade bacteriana. C-: controle
negativo; C+: controle positivo.
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A Figura 23 resume a atividade antimicrobiano do fago sob MOI 1; 0,1; 0,01 e
0,001. Nesse caso, a andlise estatistica mostrou que houve diferenca na leitura da DO
dos diferentes MOI quando comparados ao controle negativo (ou seja, a DO foi
estatisticamente superior) e quando comparados ao controle positivo (ou seja, a DO foi
estatisticamente inferior). O MOI 0,1; 0,01 e 0,001 ndo apresentaram diferenca

estatistica entre si.
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Figura 23. Atividade antimicrobiana do fago vB_Pci_PCMW57 sob diferentes MOI iniciais (1, 0.1, 0.01,
0.001). A anélise da significancia estatistica considerou valor-p <0,01. Letras diferentes mostram
diferencas estatisticas.
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5. DISCUSSAO

Bacteriéfagos sdo virus que infectam apenas células bacterianas. As evidéncias
cientificas disponiveis na literatura sobre os fagos indicam seu devido potencial,
reconhecendo-0os como importantes ferramentas bioldgicas em diversas é&reas e
aplicacBes, tais como na terapia com funcdo de antibidtico, no controle de bactérias em
alimentos e também em infec¢bes humanas, prevencdo da formagdo e na reducdo de
biofilme, entre outros.

A capacidade dos fagos em lisar especificamente determinadas bactérias, pode
ser aplicada em estratégias que atendam a demanda do consumidor por tecnologias que
combatam os patdgenos mantendo a qualidade dos alimentos, especialmente aqueles in
natura e minimamente processados, tais como 0s vegetais folhosos. Assim, de modo a
combater as bactérias, pode-se manipular esses virus bacterianos para controlar e
detectar patdgenos bacterianos em alimentos, bem como na medicina e veterinaria.

A proposta neste presente estudo foi utilizar o fago no controle de fitobactérias,
especialmente a P. cichorii, com a perspectiva de uso na agricultura, tanto na prevengéo
da contaminagdo das sementes quanto no periodo pos-colheita. Estudos como este sdo
de extrema importancia, uma vez que os patovares de Pseudomonas syringae figuram o
grupo de fitobactérias que aparece como o mais forte em bases cientificas e econdmicas
em termos de importancia, ou seja, em um “Top 10” das principais bactérias
patogénicas de plantas, sdo consideradas ‘Numero 1” (Mansfield et al., 2012). A
proposta se deu pelo fato de que perdas na produgdo de safras devido a doencas,
especialmente as bacterianas, precisam ser reduzidas, independentemente do momento
da cadeira produtiva, atraves de estratégias corretas de controle ambiental, de modo a
atender a crescente demanda global de alimentos associada ao crescimento da

populagdo humana. Medidas de controle que envolvem o uso de produtos quimicos
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tradicionais (agrotoxicos) ou antibidticos sdo reconhecidamente prejudiciais ao meio
ambiente e aos seres humanos, além de desenvolver, naturalmente, a resisténcia
bacteriana a esses agentes ao longo dos anos.

No estudo atual, um bacteri6fago que pode lisar P. cichorii de forma eficiente
foi isolado de amostras solidas (alface, chicoria e repolho). Utilizando a regra “para
encontrar bacteriofagos olhe onde esta o hospedeiro”, as folhas de alface, chicoria e
repolho utilizadas neste estudo apresentaram sintomas de doengas bacterianas, como
manchas marrons e pretas, semelhantes aos sintomas de doengas causadas por P.
cichorii descritos na literatura. No entanto, encontrar um fago contra um determinado
hospedeiro pode ndo ser tdo facil (Hyman, 2019). Neste estudo foi isolado um dnico
fago, o qual mostrou potencial para ser usado como agente de biocontrole contra essa
bactéria.

Foram caracterizados o diametro e a turbidez das placas formadas pelo fago
PCMWS57 e encontradas duas morfologias distintas: placas claras, tipicas para fagos
liticos e virulentos, e placas turvas, que podem indicar sua capacidade de lisar células
hospedeiras, fagos temperados. ‘Placas em olho de boi’, com manchas ou anéis de
crescimento no meio de regides claras de lise completa, sdo geradas por fagos
parcialmente lisogénicos, ou cepas que matam apenas uma fracdo de seus hospedeiros
ou apenas reduzem a taxa de crescimento celular (Jurczak- Kurek et al., 2016). A
morfologia de placa turva foi observada anteriormente entre os fagos T-7 (Abedon,
2009). Entretanto, a despeito da dupla morfologia de placas de lise, com formacéo de
placas turvas, a analise gendmica do fagp PCMWS57 comprovou que se trata de um
virus litico, uma vez que apresenta enzimas liticas especificas para a bactéria alvo.

O fago isolado mostrou-se estavel apds suscessivas passagens de propagacao nas

condicBes in vitro, sendo esta uma caracteristica importante para a sua utilizagdo como
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ferramenta biotecnoldgica para o controle de doencas. A resisténcia dos fagos €
importante para uso como agentes de controle bioldgico, pois a atividade litica dos
bacteriéfagos deve ser estavel em condicGes ambientais. Neste contexto, a temperatura
desempenha um papel importante no ciclo de reproducdo do bacteriéfago, como
fixagdo, penetragdo, multiplicagdo ¢ a duragdo do periodo latente (Jonczyk et al., 2011)
e afeta a capacidade de sobrevivéncia do bacteriéfago (Olson et al, 2004). Os resultados
deste estudo indicam que o PCMWS57 € sensivel a altas temperaturas (acima de 45 °C),
apresentando sensibilidade térmica muito semelhante ao fago de Pseudomonas PPPL-1
(GenBank Accession n° KU064779) (Park et al., 2018). Aqui ndo falar sobre ciclo de
vida mas sim estabilidade de frente temp;

Por sua vez, o pH é outro fator importante que influencia a estabilidade do fago.
O fago PCMWS57 é sensivel a pH extremo, ao contrario do fago PPPL-1, que se mostra
estavel na faixa de pH 3 a 11 (Park et al., 2018). Porém, em condicdes ambientais
naturais, as temperaturas dificilmente ultrapassam 45 °C e o pH do solo, que é
influenciado por diversos fatores, geralmente varia entre 4,3 e 7,4 (Nicolodi et al., 2008;
Leite et al.,, 2011). Considerando que os fagos podem se estabelecer em ambientes
extremos (Jonczyk et al., 2011), os resultados apresentados sugerem que o fago
PCMWS57 sobreviveria quando aplicado em ambiente natural e pode ter aplicacdes de
biocontrole potenciais para P. cichorii.

No presente estudo, os bacteriofagos apresentaram capacidade de lisar as
bactérias e se mantiveram viaveis ap6s exposicdo a fatores extrinsecos, como diferentes
faixas de pH e aumento de temperatura. Na temperatura em que as células bacterianas
sd80 metabolicamente mais ativas (no caso da P. cichorii, cerca de 28 °C), os
bacteriofagos mantiveram 100% de sobrevivéncia e foram capazes de lisar as células

bacterianas de modo muito eficiente. Isso ocorre porque a reproducdo de bacteriéfagos é
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dependente dos processos bioquimicos do hospedeiro célula bacteriana: temperatura
mais baixa (como a de armazenamento a 4 °C), diminui o metabolismo bacteriano, e
consequentemente, haveria provavelmente um periodo de laténcia aumentado (Liu et
al., 2015).

Alguns bacteri6fagos apresentam caracteristicas bioldgicas incomuns, como a
capacidade de sobreviver na presenca de solventes organicos (Jurczak-Kurek et al.,
2016), como o cloroformio, que é indicado em alguns estudos para preservar
bacteriéfagos a 4 °C (Clokie, Kropinski, 2009). Por se tratar de um fago desconhecido,
inicialmente fez-se o0 uso do cloroférmio, o que resultou em inativacdo e perda dos
fagos, devido a instabilidade do fagp PCMWH57 na presenca do reagente. O cloroformio
ndo deve ser usado para estes fins, porque inativa um terco da cauda e todos os fagos
contendo lipideos e filamentosos (Jonczyk et al., 2011). Deste modo, para a preservagao
do bacteriofago, utilizou-se meio SM (pH 7,5) sob refrigeracdo (4 °C), permanecendo
estdvel sem alteracdo no titulo por até um ano, e meio SM com 10%, 20% e 30% (V/v)
de glicerol a -20 °C durante 36 semanas. Como 0 presente estudo mostrou a
possibilidade do congelamento do fago, os pesquisadores pretendem manter um banco
de fagos para estudos futuros. Pretende-se investigar a possibilidade da manutencdo, ou
seja, a garantia da estabilidade e infecciosidade do fago, a -80 °C e em nitrogénio
liquido, o que ja foi testado em outros fagos (Ackermann et al. 2004; Olson et al. 2004;
Mullan, 2001). Colocar nos materiais e métodos que sou o clorformio e o0 que resultou
disso (sensibilidade).

A maioria dos fagos tém Otima estabilidade em pH variando de 6 a 8 e
temperatura de armazenamento de cerca de 4 °C (Jonczyk et al., 2011), o que foi

mostrado também para o fagop PCMWS57. Para estudos posteriores, nos quais sera
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utiizado o fago nas plantas (in vivo) pretende-se manter o fago armazenado em
temperatura de refrigeracdo (4 °C), em meio SM, pH 7,5.

O ciclo de reproducdo dos fagos pode ser caracterizado por experimentos de
crescimento de uma etapa, que medem o periodo latente e o tamanho do burst de um
determinado fago em um determinado hospedeiro. Estes sdo parametros essenciais em
uma descricdo das propriedades do fago (Middleboe et al., 2010). O periodo latente e o
tamanho do burst variam entre os fagos e 0s hospedeiros e com as condicdes de
crescimento do hospedeiro (Middleboe et al., 2010), como a taxa de crescimento do
hospedeiro e a disponibilidade de nutrientes (Middelboe, 2000). Outro aspecto
importante, a curva de uma etapa depende do MOI. Um MOI mais alto aumenta a
chance de uma bactéria ser infectada por mais de um fago. Por este motivo, sugere-se 0
uso de MOI em uma faixa de 0,1 e 0,01 (Middelboe et al., 2010). Mas MOI ndo é uma
caracteristica intrinseca de nenhum fago e pode ser alterado por alteracbes nas
condi¢fes ambientais (Hyman, 2019).somente em vitro em vivo aumentar o MOI

Quando comparados a outros fagos de Pseudomonas, houve diferenca no
periodo de laténcia dos fagos, que variou de 15 min (®PSA2) a 100 min (fagos ®6 e
®PSA1) (Di Lallo et al., 2014; Pinheiro et al., 2019). Além disso, houve diferenca no
tamanho do burst dos fagos. ®PSA2, um fago litico com uma gama de hospedeiros
mais ampla, tem um tamanho de burst de 92 PFU/célula infectada, enquanto ®PSA1,
um fago temperado com uma gama de hospedeiros estreita, tem um tamanho de burst de
178 PFU/célula infectada (Di Lallo et al., 2014). Outro fago de Pseudomonas, o gh-1
infecta P. putida e tem um tamanho de burst de 103 PFU/célula infectada (Lee, Boezi,
1966). O tamanho do burst do fago ®6, que infecta P. syringae pv. actinidiae, é 60 + 1

PFUI/célula hospedeira (Pinheiro et al., 2019). As caracteristicas de crescimento do fago
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PCMW57 mostraram um tamanho de burst relativamente alto (~151 PFU/célula
hospedeira), indicando que ele se replica de forma eficiente em P. cichorii.

Os fagos liticos variam em muitas propriedades, como duracdo da infeccéo,
nimero de progénies produzidas e, de especial importancia para a terapia fagica, a gama
de hospedeiros (Hyman, 2019). Alguns fagos de Pseudomonas tém uma ampla
variedade de hospedeiros, como o fago ®Psal7 (Frampton et al., 2015). Outros, tém
hospedeiros especificos, como o fago PPPL-1, especifico para espécies de P. syringae
(Park et al., 2018). O fago isolado PCMWS57 ndo foi capaz de induzir a formacgdo de
placas em outras cepas de bactérias além de P. cichorii, que era o alvo de interesse. A
gama de hospedeiros de um bacteriofago é definida por quais géneros, espécies e cepas
bacterianas ele pode lisar (Kutter, 2009). Uma gama de hospedeiros limitada a uma
Unica espécie € desejavel, porque uma infeccdo a ser tratada por fago-terapia € uma
infeccdo por uma Unica espécie de bactéria (Hyman, 2019). Esta é uma das principais
vantagens do uso de bacteri6fagos: a capacidade de alguns fagos de atingir bactérias de
certas cepas ou espécies, evitando que o fago mate outras espécies, bem como sua
propagacdo autolimitada, que € controlada pela disponibilidade de um hospedeiro
sensivel (Lobockai et al., 2014). Em virus da ordem Caudovirales, a qual pertence o
PCMWS57, a gama de hospedeiros também pode ser definida pela coevolugdo das fibras
da cauda do fago e dos receptores bacterianos, 0s quais determinam ainda mecanismos
de entrada de fago e outros parametros de infeccdo (Chaturongakul & Ounjai, 2014).

Até o momento, aproximadamente 8.300 genomas completos de bacteridéfagos
foram sequenciados e cerca de 400 foram isolados de membros de Pseudomonas,
fornecendo fonte valiosa para investigacdo sobre a diversidade e complexidade dos
fagos que infectam o género (Ha & Denver, 2018). O sequenciamento completo do

genoma de um bacteriofago € um pré-requisito essencial para qualquer tipo de estudo
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gendmico funcional, bem como para a aprovagdo regulatéria para biocontrole baseado
em fago (Klumpp et al., 2013). Comparagdes genbmicas do fago PCMW57 com fagos
previamente sequenciados indicaram que quase todos 0s genes previstos tém homologos
em outros virus da subfamilia Autographiviridae que infectam Pseudomonas spp.
Estudo de Ha & Dever (2018) sugere que ha um reservatério de gene amplamente
inexplorado de fagos de Pseudomonas, com muitos homblogos potenciais com
sequéncias de fago ndo documentadas na natureza.

O fago PCMW57 é mais homllogo ao WRT (acesso do GenBank n°
KY798120), descrito por Nowicki et al. (2017), que infectam bactérias do grupo P.
fluorescens e pertencem ao género T7-virus. Existem pequenas diferencas entre 0s
genomas do fago PCMW57 e WRT: de acordo com as estatisticas da sequéncia de
nucleotideos, existem 38.345 pb idénticas. As diretrizes do Comité de Taxonomia de
Virus (ICTV) recomendam uma identidade de sequéncia de DNA de 95% como um
limite para o delineamento de espécies. O fago PCMWS57 compartilha homologia
abaixo de 95% com outros fagos de Pseudomonas. Portanto, pode ser considerado um
candidato a um novo virus. Neste contexto, a identificacdo morfologica do fago isolado
também constitui uma etapa importante para reconhecer e confirmar as caracteristicas
deste bacteriofago.

O genoma do fago PCMWS57 é menor que o genoma dos fagos de Pseudomonas
17A (40.242 pb, GenBank n° LN889995), WRT (40.214 pb, GenBank n° KY798120),
®OPSA2 (40.472 pb; GenBank n° KJ507099), PPPL-1 (41.149 pb, GenBank n°
KU064779), ®Psal7 (40525 pb, GenBank n° KR091952), shl2 (40.466 pb, GenBank n°
NCO048200), KNP (40.491 pb, GenBank n° KY798121), Henninger (40.923 pb,
GenBank n° NC047922) e maior que o genoma dos fagos gh-1 (37.359 pb, GenBank n°

AF493143) e Pfl ERZ 2017 (39.195 pb, GenBank n® MG250485). Todos pertencem a
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familia Autographiviridae, apresentam molécula de DNA dupla-fita linear e infectam os
seguintes hospedeiros: Pseudomonas fluorescens (WRT, KNP Pfl e ERZ 2017),
Pseudomonas syringae pv. actinidiae (PPSA2, PPPL-1, ®Psal7, 17A, shi2, Henninger)
e Pseudomonas putida (gh-1).

Com relagdo as ORF, foram identificadas 13 ORFs relacionadas a proteinas
estruturais (montagem da particula viral) e 11 ORF ndo estruturais (associados ao
metabolismo do DNA, incluindo a proteina de ligagdo ao DNA, DNA primase, DNA
helicase e DNA ligase, além das enzimas polimerases, exonuclease, lisozima). Entre
esses genes, o fagpo PCMW57 apresenta um gene que codifica RNA polimerase (ORF
10), similar a do fago ®Psal7. Ou seja, o fago codifica sua propria maquinaria
transcricional para replicagdo viral, o que o caracteriza como um fago da subfamilia
Autographiviridae (“Auto” e “graphein” derivam do grego, significando “auto-escrita”
ou “auto-transcricao”). Trata-se de fagos que codificam sua propria RNA polimerase de
subunidade Unica, que tem funcdo de catalisar a transcricdo de genes virais, sendo esta
uma caracteristica comum e definidora entre seus membros (Adriaenssens et al., 2020).
Além disso, as caracteristicas morfoldgicas definidoras de todos os virus da subfamilia
Autographiviridae é que eles possuem uma pequena cabeca  isométrica
(aproximadamente 60 nm de didmetro) presa a uma cauda curta (Adriaenssens et al.,
2020). A subfamilia Autographiviridae pertence a familia Podoviridae,

Ainda, encontrou-se no sequenciamento que 51% das ORFs relacionadas ao fago
possuem funcdo indefinida (hipotéticos). Mais de 50% dos produtos do gene do fago
previstos in silico sdo hipotéticos e ndo tém uma funcdo atribuida devido a falta de
dados experimentais (Klumpp et al., 2013). Entretanto, muitas das proteinas hipotéticas
de fagos estdo provavelmente envolvidas no reconhecimento do hospedeiro e na

interrupcdo do metabolismo do hospedeiro (Klumpp etal., 2013).
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Em Caudovirales, a especificidade de um fago pelo hospedeiro € determinada,
em parte, como ja citado anteriormente, por genes que codificam proteinas da cauda. No
caso do fago PCMWS57, ha quatro genes que codificam proteinas relacionadas a cauda:
proteina de montagem de cauda (ORF 33), proteina A tubular de fibra da cauda (ORF
37), proteina B tubular de fibra da cauda (ORF 37) e proteina da fibra da cauda (ORF
43). Outros genes relacionados a infeccdo sdo aqueles que codificam enzimas liticas,
tais como holina (ORF 45), lisozima (ORF 21) e Rz (ORF 47). Holinas séo proteinas de
membrana que, em um momento geneticamente programado do ciclo infeccioso de
bacteriéfago, permitem que enzimas bacterioliticas, ou endolisinas, acionam 0 processo
de lise e ataquem a parede celular (Barenboim et al.,1999; Shi et al., 2012). Sdo,
portanto, as enzimas responsaveis por “disparar” o processo, OU Seja, a lise é efetuada
pela acdo da endolisina e controlada pela holina (Young, 2014). Por sua vez, a lisozima
¢ uma enzima que provoca a lise da célula bacteriana e liberagdo dos bacteriofagos
(Maurice et al., 2013) através da degradacdo de peptidoglicano, componente estrutural
da superficie bacteriana e tem um papel fulcral para a viabilidade da bactéria (Jameson
et al., 2020). Por fim, para a maioria dos fagos de hospedeiros Gram-negativos (como é
0 caso do fago PCMWS57), tanto o peptidioglicano quanto a membrana externa devem
ser ativamente interrompidos para atingir a lise, que é obtido por uma terceira classe
funcional de proteinas de lise, codificadas pelo gene Rz. Estas proteinas tém funcdo no
processo biologico de citdlise e liberacdo viral da célula hospedeira, ou seja, a etapa
final no ciclo de infeccdo do fago, sendo responsaveis rela ruptura da membrana externa
da bactéria (Berry et al., 2008; Young, 2012).

Os resultados deste estudo mostraram que, na presenca de fago, sob diferentes
MOI, o crescimento de bactérias foi inibido. O MOI com melhor desempenho foi o

MOI 1, uma vez que nbmu completamente o crescimento da bactéria. MOI's de 0,1,
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0,01 e 0,001 também apresentaram reducdo da densidade populacional, mas
aparentemente, quanto maior a diluicdlo do fago, menor a porcentagem de células
infectadas por pelo menos uma particula viral. Isso pode explicar o resultado do teste de
resazurina na Figura 22, em que ha células bactarianas vidveis na diluicdo 104, mas ndo
o suficiente para ter um crescimento significativo que aparega na Figura 21.

Este trabalho explorou, de modo inovador, o uso da resazurina no método de
microdiluicdo em caldo para a determinacdo da atividade antibacteriana do fago. O
método, que usa o indicador colorimétrico de oxidacdo-reducdo resazurina, foi proposto
para a determinacdo da resisténcia a drogas e concentracBes inibitdrias minimas de
agentes antimicrobianos contra organismos patogénicos (Ncube et al., 2008). Trata-se
de um método sensivel, simples, rapido e confidvel (Sarker et al., 2007). Em seu estado
oxidado, a resazurina é azul e torna-se rosa quando reduzida pelas células viaveis,
tornando-se mais clara conforme o oxigénio se torna limitante no meio (Guerin et al.,
2001). Deste modo, pode ser facilmente detectado a olho nu, mesmo sem o auxilio de
um espectrofotdmetro. O ensaio de resazurina pode ser, portanto, uma etapa alternativa
e complementar a técnica de plagueamento, por ser rapido e permitir tanto a leitura em
espectofotomtro quanto a observacao visual.

A busca por melhores alternativas contra microrganismos fitopatogénicos
resistentes aos tratamentos convencionais € de grande importancia. O controle quimico
com compostos de cobre ou antibioticos € probleméatico devido aos custos de
pulverizacdo e a variabilidade na eficicia (Osdaghi, 2020). Dentre os patovares do
complexo P. syringae, ha diversos relatos na literatura de bactérias resistentes a
produtos a base de cobre — 0s mesmos produtos utilizados para o controle de P. cichorii.
Alexander et al. (1999) fez o primeiro relato de P. syringae pv. tomate resistente a

produtos a base de cobre. Em 1995, Spotts & Cervantes j& haviam relatado P. syringae
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pv. syringae resistentes ao cobre, bem como Cazorla et al. (2002), que comprovaram a
presenca de um plasmideo que conferiu resisténcia de P. syringae pv. syringae ao
sulfato cuprico. Plasmideos que tornam bactérias do complexo P. syringae resistentes
tanto ao cobre quanto a estreptomicina ja haviam sido descritos por Trevors em (1987) e
posteriormente por Sundin & Bender em 1993 e em 1996.

No caso de fitobactérias resistentes a antibidticos, Spotts & Cervantes (1995)
detectaram isolados de P. syringae pv. syringae resistentes a oxitetraciclina e
estreptomicina no Oregon, EUA. Siva & Lopes (1995a) relataram P. syringae pv.
tomato em lavouras de tomate para processamento industrial no Brasil resistentes a
estreptomicina e oxitetraciclina. A resisténcia a estreptomicina e a tolerancia ao cobre
foram relatadas entre as cepas de P. cichorii em canteiros de aipo (Pohronezny et al,
1994).

Na utilizacdo de antibidticos para controle de doencas causadas por bactérias
deve-se ponderar 0 custo, registro para a cultura, periodo de caréncia e a interferéncia
no ecossistema envolvido (Mello et al.,2011). A utilizacdo repetida e frequente do
mesmo antibidtico leva ao surgimento de bactérias resistentes aos principios ativos, o
que tem acontecido em doencas bacterianas para diversos patdgenos de vegetais
(Beriam, 2007). O que se espera com 0 uso dos fagos € que ndo se cometam 0S mesmos
erros cometidos com os antibioticos: ndo somente evitar 0 Seu USO €XCessivo, mas
também que se faca o desenvolvimento e monitoramento da remocdo adequada de fagos
apos sua aplicacdo bem-sucedida. Isso porque ndo se quer propagacao descontrolada de
fagos, nem o desenvolvimento de bactérias resistentes a eles (Sommer et al., 2019).
Contudo, os fagos apresentam potencial reduzido para induzir resisténcia, devido a
gama de hospedeiros relativamente reduzida exibida pela maioria dos fagos, o que

limita o nimero de tipos de bactérias com os quais a sele¢cdo para mecanismos

87



especificos de resisténcia a fagos pode ocorrer (Loc-Carrillo & Abedon, 2011). Por fim,
neste contexto, deve-se considerar-se que as mutacbes fagicas sdo perfeitamente
capazes de acompanhar as alteraces bacterianas (Levin & Bull, 2004).

No Brasil, P. cichorii afeta varios vegetais folhosos, como cenoura, alho, quiabo
e outros (Beriam, 2007). No entanto, é considerada uma bactéria cosmopolita e a agua
de irrigacdo é suspeita como sendo a fonte de inoculo mais provavel para surtos de
podriddo da nervura central no ambiente protegido da estufa (Cottyn et al., 2011).
Estudos tém demonstrado que o controle de P. cichorri com compostos quimicos e
antibidticos é problematico, devido ao custo e eficacia, além do desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (Pohronezny et al., 1994; Osdaghi, 2020). Assim, a medida mais
importante para o controle da doenga causada por P. cichorii € a prevencdo da
contaminacdo cultural. Mesmo uma baixa concentracdo de inoculo de P. cichorii é
capaz de desenvolver sintomas em algumas culturas. Pauwelyn et al. (2011) relataram
que uma Unica irrigacdo aérea com agua contendo 102 UFC/ml de P. cichorii foi
suficiente para causar podriddao central em alface. Rajendran et al. (2016) observaram
necrose de folhas de bordas de tomateiros com < 104 UFC/ml de inoculagdo por imerséo
com P. cichorii.

Alem da vantagem de serem altamente especificos ao hospedeiro, os fagos ndo
infectam humanos e outros eucariotos, ndo alteram a qualidade dos alimentos porque
eles ndo produzem quaisquer substancias que podem alterar o sabor, composi¢éo, aroma
ou cor dos alimentos, e é relativamente facil de isolar fagos do ambiente e propaga-los
em laboratérios (Lu, Breit, 2005). A existéncia e a especificidade do bacteriofago por P.
cichorii é muito promissora para o controle bioldgico deste fitopatdgeno.

Os fagos sdo utilizados como terapia de controle bacteriano ha pelo menos 100

anos, mas seu uso ainda é restrito pelos Orgdos de fiscalizacdo sanitaria em muitos
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paises. Até o momento, ndo ha produtos de fago disponiveis para uso na agricultura no
mercado nacional ou internacional. No Brasil, ndo existem produtos disponiveis no
mercado a base de fagos, enquanto que nos Estados Unidos da América, ha diversos
produtos aprovados pela FDA para uso na industria de alimentos. No entanto, ndo se
trata de uma tecnologia nova: um dos estudos mais antigos com uso de bacteriofagos
como biocontrole para bactérias que causam doencas em plantas data de 1925 (Coons &
Kotila, 1925), ou seja, cerca de uma década apds a descoberta dos fagos.

Embora este tenha sido o primeiro trabalho a isolar e caracterizar um fago para
biocontrole de P. cichorii, diversos estudos tém sido desenvolvidos a fim de conhecer a
eficiéncia de fagos no biocontrole de bactérias pertencentes ao complexo P. syringae,
grupo ao qual a P. cichorii pertence. Neste contexto, buscou-se amplamente na
literatura a descricdo de bacteriofagos ja isolados e caracterizados para uso no controle
da fitobactéria P. cichorii, a qual pertence ao complexo P. syringae (Palleroni, 1984;
Yamamoto et al., 2000). Trata-se de um patdgeno importante, que causa doencas em
uma série de hospedeiros, entre 0s quais estdo plantas de grande importancia
econdmica. Atualmente, ha relatos da presenca da bactéria em todos os continentes. As
perdas nas culturas infectadas por P. cichorri podem ser parciais ou totais e seu controle
é dificil (CABI, 2020). N&o foi encontrado nenhum bacteriofago identificado para este
patdégeno, sendo o fago PCMWS57 o primeiro relatado infectando P. cichorii. Deste
modo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram-se pioneiros e promissores,
encorajando os pesquisadores a realizar testes em plantas em breve.

Ha diversas maneiras de utilizar os fagos como agentes de biocontrole. Apds a
analise da atividade antimicrobiana do fagp PCMWH57 in vitro no presente estudo,
pretende-se aplicar o fago em plantas de tomate e de alface. Estudos com tomateiros

utilizaram os fagos na rizosfera (Bae, 2012; Fujiwara et al., 2011), que é a regido do
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solo onde as raizes das plantas se desenvolvem, pouco abaixo da superficie (Chequer et
al., 2010). Também ha estudos que utilizam pulverizacdo de fagos, tanto em tomateiro
(Balogh et al., 2003) quando em alface (Lim et al., 2013). Tanto em folhas de alface
quanto em folhas de tomate, uma baixa concentracdo bacteriana (102-10* UFC/ml,
respectivamente) é capaz de desenvolver sintomas nestas culturas, se as condigcdes
forem de alta umidade e temperatura (Pauwelyn et al.; 2011; Rajendran et al.; 2016).
Para o estudo em plantas, pretende-se inocular a bactéria por borrifamento em ambiente
controlado (alta humidade e temperatura de cerca de 26 °C), bem como pulverizagcdo do
fago para o biocontrole. Alta umidade e temperatura de 26 °C. ndo afetam a
sobrevivéncia dos fagos, conforme mostrado no presente estudo in vitro.

Dentre as dificuldades encontradas no presente estudo, pode-se citar a adequagéo
do protocolo de isolamento do fago e posteriores testes como, por exemplo, o uso de
cloroférmio para isolamento e preservacdo dos fagos. Além disso, o fago mostrou-se
bastante sensivel ao uso do vortex ou ao uso de pipetacdo mais vigorosa, 0 que também

resultava na perda dos fagos.

90



6. CONCLUSOES

No presente estudo, foi isolado, caracterizado e avaliado o efeito de um
bacteriofago para a fitobactéria Pseudomonas cichorii. O bacteriéfago, denominado
PCMWS57, de ciclo de vida virulento (litico), foi isolado de vegetais folhosos (alface,
chicoria e repolho) que apresentavam sintomas visiveis de doencas bacteriana e mostrou
especificidade a bactéria.

Quanto a estabilidade do fago a fatores ambientais como temperatura e pH, o
fago mostrou-se resistente até 45 °C e estavel em uma faixa de pH de 5,0 a 8,5. AEm
disso, foi possivel armazenar o fago a -20 °C e manté-lo vidvel apds o
descongelamento. O periodo de tempo latente do fago foi de aproximadamente 60
minutos e o tamanho do burst do fago foi de cerca de 151 particulas de fago por célula
infectada. Em teste de atividade antimicrobiana in vitro, sob diferentes multiplicidades
de infeccdo, o fago mostrou importante habilidade de lisar a bactéria.

O genoma do fago PCMWS57 foi caracterizado, tendo 40.117 bp de comprimento
e 49 Open reading frame (ORF ou Fase de Leitura Aberta). O fago é geneticamente
semelhante a outros fagos de Pseudomonas, compartilhando homologia acima de 85%
com os fagos WRT, ®PSA2, ®Psal7, KNP e gh-1, todos pertencentes ao género T7-
virus. Diversos estudos fornecem evidéncias convincentes a respeito da eficacia e
seguranca do uso de fagos no biocontrole de bactérias fitopatogénicas. Além disso,
produtos comerciais & base de fagos ja estdo disponiveis no mercado de paises como
Estados Unidos da América e Canada, para uso no controle de bactérias patogénicas em
alimentos, mas nenhum produto disponivel para fitobactérias.

Os resultados do presente estudo foram encorajadores. Tem-se Ccomo
perspectivas futuras deste estudo, testes em plantas sob diferentes situagcdes de controle

(plantio, crescimento, colheita e pos-colheita). Entretanto, ficou evidente que o fago
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isolado foi eficaz nas condicdes simuladas, e tem alto potencial para uso como agente
de biocontrole de P. cichorii, sendo este o primeiro relato de um bacteriéfago

infectando este patdgeno.
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7. PERSPECTIVAS

Os proximos passos incluem a realizacdo de mais estudos em diferentes espécies
hospedeiras. Protocolos de controle de fitobactérias em plantas sdo essenciais para
validar o potencial in vitro do fagp PCMW57 aqui isolado. Assim as perspectivas
futuras deste trabalho séo:

- Realizar a confirmagdo da classificacdo dos virus nas familia Podoviridae utilizando
imagens de microscopia eletronica de transmisséo;

- Testar a capacidade litica do fago isolado em cepas de fitobactérias de grande
importancia econdmica, como Agrobacterium tumefaciens, Xanthomonas campestris e
Erwinia carotovora.

- Testar a capacidade litica do fago isolado em cepas de Pseudomonas cichorii isoladas
de diferentes locais geograficos e diferentes fontes botanicas;

- Testar a capacidade litica do fago em cepas de Pseudomonas cichorii em plantas (in

vivo) sob diferentes situacfes de controle (plantio, crescimento, colheita e p6s-colheita);
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ANEXO I - FICHEIRO GENBANK

LOCUS. 40117 bp DNA linear BCT 11-MAR-2020
DEFINITION Pseudomonas phage vB_Pci PCMW57, complete genome
ACCESSION Unknown Unknown

VERSION Unknown

KEYWORDS WGS.

SOURCE Pseudomonas phage vB_Pci PCMW57

ORGANISM Pseudomonas phage vB_Pci PCMW57

Viruses, Duplodnaviria; Heunggongvirae; Uroviricota;
Caudoviricetes; Caudovirales; Autographiviridae; Studiervirinae;
Ghunavirus; unclassified Ghunavirus

REFERENCE 1  (bases 1to 40117)

AUTHORS Alves, M.K., de Souza, W.V., Nowello, J.C.L., Sillankorva, S.,
Henriques, J.A.P., and Ely, M.R.

TITLE Direct Submission

JOURNAL unpublished

COMMENT ##Assembly-Data-START##

Assembly Method: Geneious Prime® 2019.2.1
Sequencing Technology: Illumina MiSeq
##Assembly-Data- EN D##

COMPLETENESS: full length.

ORIGIN
1 catagagaga ctcaatgggc ctctatctgt ccctatctgt aagtcctcct tgagtcatce
61 ataggcttga cactgagacc atccatagge tatcgegtgt gtgegetcat aaggaccect
121 caaagactgt ctacctgatg acccatagga tcaggctcca tagggatgac ctatcagetc
181 ttaggcaacg atagaaactc agttgttgac ggaccatgat taatcctgtc taatggctcc
241 catcaacggc aaacactgag ttgatcgcca cggtctctgg ccttggtcct aacggtctca
301 ctgagatgac catagggatc gacaccagag cctataaggg ccacaagcty ggtcgggcaa
361 tacttcgagt taccctaaag catgtgagta gcaacaaggg ctgaaacaaa cgcttgacaa
421 gatgatggaa cgctgtagaa tggccaccat caacaacgca acacggtctc actgagatge
481 tcccacaggt ctcgcaaggg caacgaattg getgatagac acggectaac gggeaccctt
541 acgctctita acaactcgga atgctacace acgeactgag ccggtcgcag gecctcagag
601 catctcagag aggcttgcag gecctcggtg cgtggcagtg ataggaaata cagcaagatg
661 gtcttgtgtg agccaagett tccacgcaag gagtcagtat caggaccatc gtctgtatct
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721 cccgtaaacc ctcactgaag gatgcacaac aaatgagcgc aactgctgat cgactcaaag
781 acgaactgca ccagctcgaa caacgcatca aggtagcgat caatgaccac gaggecgcta
841 agtctgectt tgggegtctt gaagtgectc ccacgceatce tatgtgggeg gtetttcggg
901 atcgcattga ctcgaccttg attcaccaac gtgtcctgca agectgetgg catcgeacta
961 aggcaagcct getggaacaa ctcaacgcetg acaaggagcec ggactaatgg ctaaccgcaa
1021 gataggccag ctcataagcg gcgagacggg caggtcttcg cacctgtact acaacagcga
1081 gttcgatgag tacaccgtct gtttctacaa gggcgacacg taccaatcca atgcggacta
1141 tcacaccgat gaccgcacgg atgecttcga cactgetgac cactggatca agcaaaagga
1201 ctgacaccat gcaagcaatc accatcacct acaagggtcc gggcaacgtc cgtggetcte
1261 gectcatcge taagtgtgac getgggcagg tcactgtgec gtatgagcac ggtctggaca
1321 tgcacgggaa cgtcgtggac gccactaagg cgctctgcaa gaagetcggg tggactegtt
1381 ccgctggeta tcgaggcgac tggaccgtag gecagaccca taagggettc tatgtggecg
1441 tctacacggg tccagatgag cctgacaggt tctgcattga gtgaccattc actcaagggc
1501 gctcgetgag tgtcecttgg ggaagcaatc acccgeacta tcgeactcca caactgaagt
1561 aaggtcgcac catgaacact aagcaactgc aattcatcct cgetcgtgee gettgectge
1621 tggtcgaggc atacactcag tgcatcgctg agtaccgcge aatcctccca ctggatggec
1681 gcattggtct ggacgcaccg agcaccttcg agggtctcaa agcggacgec gcetcaagggt
1741 tcctcaaggt ctccaccgag cacaacacgt cgagceatcta cggtggetct ggtaacctga
1801 cgttccgeac cttccacgac ttcggtcatc tgetgtacaa caaggegttc acgctggaag
1861 acgaagtgga actgtccegt atgcaatggc aggacttgaa gggctatctg cctgecgagt
1921 gggtggacgt gtgccactge gtctatgtcg ctgacaccga gcaacaatcg ctgtacgaag
1981 ccgagacggg cgacttcccg getgaccaga aacgcetttgt cttgggcettc cttgecgatc
2041 acttcgetta atcaacctct gagaatcaat aggtaaaagc aatgcgctac aatcgcacca
2101 acttcgtgtc cgetcgtgtc gtaacgagca tcatcgccge catccaageg gtaatcgeat
2161 cgggeatcce tcagtacatt gaggaccgca aaggcecaacg ctggetcegt gtggetctca
2221 agatgctgga cggcaagecg caactggaat tetttgcccg caatgggcag gaagtcgggg
2281 acgtgatctt gcaggegtce ttcgattgge acgctgaaga cctcaccgag ttctctcagt
2341 tactggtcaa agtttataca atgaccgagc tgcctaccac acctgeccga ccageggaac
2401 ctaaagttga tcctgagect gecgttaacc tgccttccgg tetegtttcg tggegtetge
2461 cctctggect gaccctgtac ggacactgge ggcgcaagtg gttccgcaag cgcttctatg
2521 tgacccacga ccgcaacgge caactgccge aaggtgaggg ctactacctc gaccctgaag
2581 ccatgctgta tggcacctge caaggggtgg tcgcatgagc cgggtccttg accatgetgt
2641 gaccggeatt gcctcggtgg acaagtatca cccgetgetc cgtgaacatc tcccgtacat
2701 caaggagatg gccgaactcg ccgagacgca aggeccaatc actgeggect gtttetctga
2761 gtccageggt ttccaaaagt tccttgacga ttgegtggtg tgtcatgcac cgggcegtcta
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2821 ctcggtcget tacctgtcge cacggtactg cgetgagatc ctcaaggaag tcaagaagtt
2881 tcctcacacg gtcaacgatg aggaacccga ggaagegcag attcccgagg tggtctttca
2941 gaacgagcac ccggttctgt tcgaggtctt ccggtecttc tgggcagacg ctggtgtgac
3001 gectggcaaag gtgetgetcg gtctcgacce tgtgaacctg accacctgec aagecgctca
3061 gtacgtccct acgggeatct caagaggtca ctggcacatc gaccaagact ctgacgtaac
3121 getegtggtg gecctcaacg acgaccacaa gggeggtgge acgatggtct atcgaggtce
3181 cttcgeacct getgtcgagg tecctcaaaa cgaaacggge tgggcaatge tgttctgcgg
3241 caagacgacc cagcactacg gaatccctgt tatcgaaggc gagegcaacc tgctcgtcca
3301 ctggagtgaa atcaagtgat gcacacgaac taccaaccgg cccgeegtgg gcetggaagea
3361 acccggatca tggccgecaa gegectgegt ctgactaaga acctctgeca accaatggte
3421 ggcgatgagc tgctcgattg cgtcaaggcet gagatgcagc gcaagcacct gegttacage
3481 gaccgtggeg acttcacceg ctgetatcgg ggagggttct gacatgggac  cgattcgeat
3541 cacgccacca aacaaccggg tcaagcaggt cgtctttaag gtctctcgec cagacggeca
3601 gtatggtctc cacaagctcg ctgacacgac gtttgccctt gggetgggge catgtggecg
3661 ctgggtgcaa cgecttgagg tggaggttac agaccacctg ctgaggattc gecageacte
3721 caccgagttc gacatcaccg aggcagecge tgagaacgcc gaaagtgaac gcatcatcge
3781 gtaccaccaa ggccgetacc cgtggetcaa gaaggaactg tcggetgacc tgctggagtt
3841 ccacaaggaa cgcttcaaca ccaccaaggc cgtcttgcgt aaagcgaacg aaggcetacga
3901 gatcaaggag ftttatctaca agatcgcaga cattcatggt cggatcgtaa ccaccaagta
3961 acgctggatt taaaaaccct cactgtggct gcacacacta tgggggcttt tatcttaaag
4021 acatctcaaa ggtcatctta aagaccgtcc gtgtgggcag ctcatcgeta acccattcga
4081 gacgattaaa tgaccattgc aattcccgaa cgtcacgact tcagcgacat caattcgtct
4141 getgetttcg atgecttgag caacatctac ggtcctgeac tcgeegetga geaactccag
4201 ctcgaacatg aggcttacac cctcggcgaa gaacggttcc acaaggcaat ggaacggecag
4261 atggaacgag gtgagttctc caacagccaa gtagcgaaac cgctgctcgg tcatctggtc
4321 ccaatgctgt ccaaggccat cacggattgg atcgaacacc agaccaccaa ggttcgeege
4381 aagcatgtgg cccttggggce gttccaacag atgaacccag agacgatgge atccattgte
4441 attcgetgga ccatcaaccy tatcgetcaa cgcetetggeg ctccgaccat cactgagatg
4501 gctgtgagea tcggtggtge ccttgaggaa gaagcgegcet tcggtcgeat tegtgtectt
4561 gagcaacagc actaccagaa acacatcaag aaggccctcg cccagegcaa tgggatgacc
4621 tacaaggtcg cctatatgga gaaggtcgaa gcccacatga tcgaggcagg geagctcaac
4681 gagccttgga ccgagtggga ccagtctgge geagatgtce gcetaccacat gggceatccgt
4741 atgctggaac tgctgatcga atcgacccag cttatcgagg tcgtccgtga gcacaagggce
4801 aacaagaagc tggacggtga gtatgtctac ctgaaagcgg aatgggecga caagcetccag
4861 agccgtgect acatcctgtc tggggtcttc ccgegetacc agccaatggt cgtgecgecg
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4921 aagccttgga acggtgtgcg tggtggtgge tactgggeca agggtcgcaa gectgtgace
4981 ttcatccgtg tcccgacaaa gegagegetc aaccgetacce gegatgtcca catgecggaa
5041 gtctacaagg ccgtcaacct cgcacaagca acaccgtggg cgatcaacca gaaagtcctc
5101 getgtggcaa acgctgtgat ggettgggag aacgtgccaa tcaaagagtt cccctcaacg
5161 gaacgtgaag ccctgecgat caagecgggt gacatcgaga ccaacgagga agecttgaag
5221 gcgtggaaga aggcagecge tggggtgtac cgaaaggacg ccgcaagggt ctctcgecga
5281 ctctcctatg agttctctct tgagcaggca aacaagttcg ctgagtacga tgcgatctac
5341 ttccegtaca acctcgactg gegtggecgg gtctatgcga tcectgegtt caaccctcag
5401 tccaacgaca tgaccaaagg catccticag getgccaaag gtgagecggt gggcaaggac
5461 gggatcgagt ggctgatgat ccacggtgcg aactgtgccg gggtcgataa ggttgacttc
5521 agccagegea agcagtggat caaggacaac gaggaaatga ttcttcgetg tgcccacgac
5581 ccgctcatca acaccgactg gatggacatg gattcgeect tetgettctt ggegttetge
5641 ttcgagtggc aaggtgtgaa gectccacggg gaagceccatg tgtctgecct gecgattgec
5701 ttcgacggtt cttgctcggg cattcagcac ttctctgcga tgetcegtga tgagegtggt
5761 ggtcgtgetg tgaacctget cccgagtgat gacgtacagg acatctacaa getggtctcg
5821 gatgaagttg agatcgccct tcagtgggac ttgaagtacg gcaccgagga ttccacggta
5881 ctcgacacca acgaggacac cggggagatc accgagegtc gtgtccttgg aacaaaaacc
5941 ctcgetatgg cgtggetcac ctacgggatg tcccgaaagg taaccaageg gtctgttatg
6001 accctcgect acggatcgaa agcectacggg ttcgecgatc aggttcgtga ggacatcgtg
6061 aagaaggcca tcgacaacgg tgacggtgag atgttcacca gtccgggcga agcgagecge
6121 tacatggctg gcaaaatctg ggactctgtg agegtcgttg tggtcgetge tgtggaagea
6181 atgaactggc tccagaaggc tgccaagetg ctggectctg aggtcaagtg caagaagacc
6241 aagcaggtcc tgaagectge aatgecggtc tactgggtca cgectgatgg cttcecggte
6301 tggcaggagt acatgattcc cgagacccgg cgaatcgacc tgatgttcct tggcgacgtt
6361 cgcattcaag cgaccgtgac tgtccgagac agcgacaaga ttgacgcccg caaacaagag
6421 tcgggcatct ccccgaactt cgtccactcg caagatgget cccaccttcg caagactgty
6481 gtccacgctg ccgageggta tggcatcgag ttettegetc tcatccacga ctecttcgge
6541 accatccecgg cacacgetgg ggecatgttc aaggcagtcc gegagacgat ggtcgagacc
6601 tacgaaagca acaacgtcct tgaggacttc cgtgagcagt tcatggatca gctccacgaa
6661 tcccaactgg acaagatgcc accgatccct gagatgggea cgetggacat ccgtgaaatt
6721 ctcaaatccc aattcgcatt tgcataagga atcccaaacc atgttcggtc gtaacttcga
6781 gaaaaccacc cgcaccaacg ctcgecgete cttcgaggaa atcgagcagg tccgctccaa
6841 gaaaggcaag cgcaacaagc aagcccgtgg cggtcgtcag gagtggtctg aagaatgaac
6901 ctacagaacg tccggcagat cgtcgetgac caccctcaca accagacagt gaccatcgag
6961 gtgggcaccc gtgagagtgc cgtgaggatc accattgact acttcgacca caacgcccgg
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7021 ttgatagtcc aagcgetgge ccgtgaggtt cgggtgaatc ctgacctcat actgcetctac
7081 caatttctgg ctgaagaagg gcgggtcatc cacctgtcee tcgacatcge ccaacaaacc
7141 atccagtacc tgaaggagac caactaatgc aagtcactat cgccgctacc agttccgtge
7201 tggacaacaa catggtcctg atcgagacct cagtgaccat cggtgagget gtcaccacca
7261 cccgagetgg ttacgacaag cttgagetga tggacaaccg ctatctctcg ggeacctttg
7321 aggaacgtgt cgaagecctg cgecagtccg ctgagegtat gaccgagacc agegtcaage
7381 tgcacttcca agegcetcgec aagatcgect cgecagaage tctggtgacce gacgtggect
7441 tctctggggt cggegtcaag gecactcagg aactcgcetga gaaggtcgag caggegcttg
7501 aagcacccge caagaagacc cgtaagccac geacccctaa agecgeccag taaggagcaa
7561 cccaatgtcc aaagtcgaat ccgtcatcct gaacaccaag ccgttccgec caaccgacta
7621 caacgagaaa gccatgcagg ccgtgctcga cgagtcgtac ctgcaagtgg acgtgaagaa
7681 ggatggcgtt cgcctcaace tgtgegtete tggtcgeget ccactggtca acgtcgagtg
7741 getgtceegt  gaaggcaagce gcttccegge tetggtccag tacctgcaag gggacgageg
7801 ctggtccaag ttctacaacc cgcacctcgg tgaagecctg ttcaatgacg aaggcttcat
7861 gctggacget gagttgatce tgetggacga ccacggcaac gagaagaagt gcaagaacac
7921 ctcgggcgat cttcgecgga aggacgagec ggtgecgetg aatcgeatce gggtctacgt
7981 gttcgacatc gtgccgetgg acgtgatcge tgagggcatc gagtacgatg tcatgcagtg
8041 tgtccgtaag ggecacgttg agtaccaagt cgccaagetc aaggaatact tccctgagat
8101 cgactggatc gtcgctgaga cctatgaggt ctactcgatg gaaaccatgc cggtcattga
8161 gcgeeectcg gttgacgagg atggcaacga gatcaccgtg acccttcage caccgetgag
8221 cctgacccac ctgtacgcca ctgtcegtga gegtggtgag gaaggtctgg tctgcaagga
8281 cccgatgggce ttctatcgtc getccaaggt gageggetgg tggaagatgg tgecggacga
8341 caacgaggat ggcgtggtcg tggotctggt ctggggcacc gatggtctcg ccaacgaggg
8401 caaggtgatc gggttcaagg tcaagctgga gtctggtcat gtggtcaacg cctgcaagat
8461 cagccgegea ctgatggacg agttcactcg ggetgtcgtt aaggcettcca atgacgecta
8521 cggcgaagge cagtggccga ctgacgatca tgttgggtcg gacattcaag acgagtcgat
8581 caacccatac gaggaccaca cggtcaaggt gacgttcatg gagcgctacc ctgacggttc
8641 cctgegtcac ccttegttcg attccttccg gggaatctcc agegecacca tcaaggagta
8701 actcaacgag cctcatcgac ttcggtcggt ggggcttttt tgtgctcgtc acgatagggg
8761 aaatctatgg gatggaccgt tctgatagtc gtttggaacc tgctctggat cgcetgctgtt
8821 tataggttcc gatgaccgga tttaaaaacc ctcactttgg ctgcacacat cgaacaaccc
8881 aaaggaggtt cacatgaccc aacctgtact gcttcacagc aacaaaggaa ctggccactt
8941 caccgtgcge caagaccgceg agatcgttaa atggctgggc aaggttccat tccatgeegt
9001 tctcatcaac ccggtcggea ccaagttcct cgtaaccaag ggcacctttg cgcaatcecg
9061 aaagctgggc cgcattgtge tcaaacccta caccggcaaa ttccctcget gtgecctegt
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9121 ctggcagatc gtgaaggagg tcttcgcatg agccgggtga ttatcgetct gacttctgag
9181 cgtggtcget cgggcaaaga caccctcgtt gagetgetce gtgaggaagg cttcgaggte
9241 tatcgggtcg ccttcgggga tgtcctgaag caccagtget cgcetcgtect gacagattge
9301 cgtgaggctc agattgtcat ggagagccac atgcacacgg acctgaagga tgeccgcttt
9361 gaagaactgg cgatcaacga gattcccgaa agtgaatacc gcgattgget ggtcgagcag
9421 catccgacct acgaggacca tcacgagect cgetcacctc getggeatct ccagcagtac
9481 ggcactgget tccgtcgcaa ccacaaggga gagectgacg tgtggcetcaa cgagggecte
9541 aagctgatcg aaaaggcccc tgaagattcc ctcgtggtcg tcaccgacat gegecaagcec
9601 aacgagtatc tggcccttga gggtctcggt getcatctgg tgegectgat cegtggetgg
9661 ccaatcgagg ctgtggactc tacgccactt cacgccaccg acatcgaget gegegaccac
9721 gttatggacg ccgtagtgaa gaacgaatgg ggctatgcca gcgacatget ggttcagetc
9781 cgagcacaag Qagtaatcga atgaaacgag acaccaagat gaagctgttc aaggcaactg
9841 tgaagttccg tggcgagatg caggaagtgc cgatctggge tgagtccatc gagaccgctce
9901 ttgaagtggc cgatctggag tatggcgaag acaacgttta ccggctgegt ccagaggtga
9961 cggtatgaac cgcgeccaag gcaacacccg gtcgatgect gatggcettce tgcacatcca
10021 gaacttcacc gtgaccaaac actctggcat ggccggggtc gtctacatcc acctgatgac
10081 caaggaacaa caggaaatcg ttgagtccct tctggttgag cgtgcgacgg tccttgagtc
10141 catcgetgag gatgetggeg tgcccactga ggtcgtccat gtgaagcacg getgettecg
10201 gttccgcaaa gagttcctca aggagaactt ccgtgaggtc gtccatgcga ccaccaagat
10261 cacccgecag ccagtcattg aggacttcaa aaggaagcetg atcgecgage gegaatcget
10321 ctcctattaa aaaccctcac tgtggetgca cacattccca actgattcaa aggagacaat
10381 cacatggcaa agtccaccaa gcaattcctg ttcactccag tcggeaccge tgagecgtac
10441 tgctcgatcc agaagectga cttcggcaac cctgagaagg gcettcggcaa ccctegtgge
10501 gtctacaagg tctcgctgac cattccttcg cgtgaagecc agecgttgat cgacaagatc
10561 accaaggctt acgacaagaa ctgggctgag atcagcgaag cgtgggagaa cggeggtcgt
10621 getgetgetc  aagccaaget ggecegtgge aagaaactge tggaagecta tcagggegag
10681 ctgccttict tcgagaacga ggatggcacc gtcaccttca agttcagcgg ctatgectcg
10741 tacaaggacc agaagactgg cgagaaccgc gacatcgttc tgegtgtcgt tgacgccaag
10801 ggcaagcgca tcgaagecgt tcctgecatc getggeggtt ccaagetgaa ggteegctte
10861 tcgatcttcc cgtacacctt cggtgecgtt gttggtgcca gegtgaaact gcaactggac
10921 agcgtgatge tgatcgaget gegegagttc getgetggtg gtgacgactg ggcetggtcag
10981 gaggaagaag gcttcgaggc tcctgatgac cgcgaagaag gctggegegg tgagcaagge
11041 gaagaagacg aagactcgaa ccagtacggc tcgggegact tctgatgget tacgetggte
11101 cgaagggtgc tcgtacagge gectttcgtt ctggectcga agaccgcaac gegaagcata
11161 tggacaagct cggggtcaag tacgacttcg agcggticca catcaactac gtcgttccgg
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11221 cccgegatge caagtacaca ccggacttcg tgttggccaa tgggatcatc atcgagacca
11281 agggaatctg ggaagttgac gaccgcaaga agcacttgct gattcgtgag caataccctg
11341 accttgacat tcgactggtc ttctcgaact ccaactcgaa aatctacaag ggttcgecca
11401 cgtcctacge cgacttctge acgaagcacg gcattcaatt cgctgacaag ttggtcecte
11461 gtgactggct gaaggaggct cgcaaagaga taccccaagg ggttctcgta ccgaagaaag
11521 gaggttagtc atggccaagg ttcaattcaa accgegtcca gecacggact tcatcgtggt
11581 tcactgtgcg gctaccaagg ccagcatgga cataggegtc cgtgagattc gecagtggea
11641 cgtccagcaa ggctggetcg acattggtta ccacttegtc attcgtcgta acggcaccgt
11701 cgagaacggt cgtcctcacg atgtcatcgg gtcccacgtc aagaactaca acagccgage
11761 gctgggceate tgectcgetg geggtatcga cgacaagggt caaccccaga acaacttcac
11821 gcctgagecag ttcgeatcge tcaagetget getgatcgec aacaagegtc agtacccgea
11881 agcccagatc gttggtcatc acgacctcga ctctggcaaa gectgeecgt ccttcaaggt
11941 ctctgactgg ctcaagacgg ctggcattta aaaaccctca ctgtggctca catggattcg
12001 ttccgtgtgg gectctttge  gttgacttta ggaggacatt atgaaccgtt ccttactgeca
12061 aggcggtttc gacctctgtg agcatctcat tggactggge atcggegega tcatcgetgg
12121 tggctgtgee  cgtgacctgt tettcggggt ggaaccgaaa gacatcgaca tcatttgege
12181 gggcagtgac ccggagacag tttccagagc gctcgatgaa ggtggttatt cctacgagaa
12241 gttccccaag taccacaccg ggtctgactc ggatcggetg caaggggtct ggaagatcga
12301 aggctcgaac atcgacgtga tcctctacga gaccgattgt gtctccgagg cgatccagaa
12361 gttcgactac aacctcaacc agttcgecat cactggeatc caaaggggca tcgaagggge
12421 gaccattcgc ttcatgggtg cgagccattg gagcaacctt gtgagactcc gtgaggatge
12481 tcgtgggtcg cgtgecgaga agatggaage caagtggetg gegetgatcg acaaggcetce
12541 aaacgtggat gagcgggagg tggcetgatgt cgtctcctga agaaagcgaa agegtattce
12601 tgaagcacat cccctgtgag aactgtgggt cttcagatgc caactcgcett ttcagtgacg
12661 gccaccagtt ctgetttgcc tgcgaccact atgtcaaggg tgatggcgag tcatctggtg
12721 agcgegtcca gaaggagcge aactctgact geatcgagtt cgccaagtce caaggtcgat
12781 tccaagacct gccagetcgg ttcattcagg aggctatctg ccgecagtat ggctactggg
12841 tcggcaaggt ctggcacccg atcaagegtg aagtggtcat ggctcaagtg gecaactact
12901 acgatgctca gggcaacctg acaagccaga aggtacggga cgccaccaag gagttctica
12961 ccgctggage acacgacaag gacgctctgt tcggtcgeca getetggtct ggtggtcgea
13021 agatcgtggt caccgagggc gagatcgact gettgacagt ggctcagttg cagggtggcea
13081 agtatccagt ggtctccatt gggcacgget ccaaggcagc gaagaagacc tgcgccagta
13141 actacgaata cttcgacacg ttcgacgaga tcatcctcat gttcgacatg gatgacgctg
13201 gtcgggecagce ctctcaggag gecgetgagg tactcccacc gggcaaggtg aagatcgetg
13261 tccttcectt caaggatgec aacgagtgcg tcaagcaggg caacgccaag gctgtcactg
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13321 acgccatctg gaatgcccag ccgttcgtge ccgatggggt cgtctctgeg aagtcectga
13381 aggccegeet gaaggagaag aaggtgatcc cttcgettce tctggtggece cctcacgaac
13441 tcaagaagat gaccaaggac tgccgtggcg gtgaggtgat cctcgtgacc tctggtagtg
13501 gctcgggeaa gtccaccttc gtgegtcaga acgtctacaa cctgttccac aacgaggeca
13561 tccegtgtgg cgttgecatg ttggaggaag cagttgagga aaccgttcag gacatcgttg
13621 gcctgeacat cggtgetcgt gtcecgtcaga accctgatga gaccactgag gaagtcttcg
13681 accgegcectt cgatgaaatc ttcgagagcg acaagetgtt cctgtatgac gectttgegg
13741 aagccgetga ggatcgtctg ctggcgaage tggectacat ggtcgaggec gaaggttgec
13801 gggtaattgt gctcgaccac atctcgattg tcgtgtctge aatggacgge gatcaggacg
13861 agcgcaagac catcgaccga ctgatgacca agatcaaggc attcgccaag accaagaacy
13921 tcgcagtgtt cgtgatctgc cacctgaaga acccagacaa gggcaagcect cacgaggaag
13981 gccgaccaat cgtggtcacc gatctgegtg getcgggegg tetgegtcaa ctgagegaca
14041 ccatcatcgc gctggagcga aaccagcaag gcgeattccc tcacatcatc ctgttccgeg
14101 ttctcaaatg ccgcettcacg ggcgagacgg gegtggetgg attcatgegt tacgacaaag
14161 caactggtcg cctcgaacca atgccggaag getggaaacc cgaggacaca tccgaagecy
14221 atgaggcgtg gaaagaccag caagaacccg acttttaact gaaggagaac caccacatga
14281 aagcactgaa atcgttcgac atcgttaccg ctctgatcgt tctggetgge cgeatcgeca
14341 agcgtegtca cgagaagetg gtggeccgtg aggecgetct gaaggetgec attgeggceta
14401 cccaagctge ctatcaggac accgtgagca agcgegtaca ggcecgactgg cgtcaccaag
14461 acatcacccg agtgaagtaa ctcaaggggt cctttcgggg accctttcgg ttaactcaca
14521 cgccactcaa taggagatac accatgaacc attccgacat ccgcaaatac ctgaagcaag
14581 gcgagcaggc ggtcgatgtt ctcaagtcgce tgggctacac ctacgtggcc aacggcaaag
14641 agcaccctca ttgggtggec cctgtgaacce ctctcgacce gatcattgag ggcatcaagt
14701 cgatggtctc cgagcaggtc gctgcgacca tcaaggagga aacctcgaag gcatacctca
14761 agggcgaagc tgacgcgatc cgcaacaccg atctgegtgg ccctcaatgg gactccgtga
14821 aggacctcag gggtctgecg ttcagcatca tggtcgccaa gattccgage cactcgaaac
14881 tccacggeta ctcgatgacc cacttcacca atcggcagtt ctcetgectt gaggtgegct
14941 accaccgctc gectgagtac accggctatg cegtgttgtt ctegttceee gtgegtccat
15001 tccaccctga gactgtctgg ctcccactga gegectgegt cttcegtcga taggagggca
15061 accatgctca tctctgacat cgaaacgaac ggcctccttg agaccgtcga taagttccac
15121 tgcgegacca ttcaggactg gttcaccgge cagtacacge gcttcaatga ggcecaccttt
15181 ggggactaca tcaaggccct cgaagctgag getgcgaagc cggatggtct catcgtgttc
15241 cacaacggga tcaagtacga catccctgcg ctggacaaac tgaagegtca atacttcgge
15301 aagcgtctga acatccctcg caagaaggtg ctcgacacge tggtactggt gegactgatc
15361 cactcgaaca tccgtgaccg tgacgctggg cttatgeget ctggeatcct accgggcaag
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15421 atgttcgggt ctcactctct ggaagegtgg ggctatcgec tcggtgagat gaagggtgag
15481 tacaagcacg acttcatgcg ccagctcgaa geggacggtg gegtctacac gecgggtcte
15541 gaatgggctg tctgcaacca agcgatggag gactactgcg agcaggacgt tcgegttacc
15601 tcgaagcetee ttcggaaget catggaggac tcccactact tcgtggatgg tcaagccatt
15661 gagtgtgtcc gtatggagca cgctgetgca tggacgetgg cccagatgga gcgcaacggt
15721 ttceegtticg acctcgaagg tgetgagcga ctctatgcgg aactcgcagg gattcgecaa
15781 gacctgctga ccaagctcat caagaccttc gggtcgtggt atcagccgaa aggeggeacc
15841 gagcagttcc gtcacccggt gagcgacaag ccgctggaga cgtggaccaa tgggecgttc
15901 gctggtcaag ccattcctcg tgtgaagtat ccgaaggtcyg gtggtgtgta caacgccaac
15961 ggtaaaacca aggacaagcg cgagaccttc gctggggeac catacaccce ggtcgagttc
16021 gtaaccttca acccaacgtc acgccctcac atcatcaaga tgctcaagaa ggctggetgg
16081 gaaccctctg agttcaccga caacggtgct ccgaaggttg acgatgaggt gctcgaacac
16141 gtccgegtag atgacccaga gaagcaggca gecattgagc tgatccgtga gtacctgatg
16201 atccagaagc gcatcggcat gttggccgaa ggcgacaacg catggatcaa getggtgggt
16261 gaagacggtg cgatgcacgg ttcgatcaac ccgaacggcg ctggtactgg tcgagegacc
16321 cacgcctacc cgaacatggg tcaggtccct tctgegagtg ccacctacgg tcctcactge
16381 cgtgcgetet ttggggcgac ccatgcgaag aagegtaagg getgggagaa ggtcgtccaa
16441 gtgggcaccg atgcgagcgg ccttgagetg cgttgettgg gecactatgg ggcaccecttt
16501 gacgagggtc gttacgctga caccgtgctc aacggtgaca tccactgggt caatggcaag
16561 getgetggcea tcatcaagtt cgacgagcge gataagcaca acgaagaaca tgagegtgtc
16621 cgtggcatcg ccaagacgtt catctatgcg ttcctctatg gegetggtga tgaactcgtg
16681 ggttcctttg tgggtggtgg taagaaggaa ggcaaggecc tgaagaaaga cttcatggag
16741 aacacccegg ccatctctgg cttgcagggt gegattgccg accagetcat caccgageag
16801 aagtggaacc aagcgacccg ccgtttcgac atcaagtgga agcegtcgttg getgegtgat
16861 ctggacggtc gcaagattca tgtccgetcg cctcactctg cgttgaactt cctgetccag
16921 tccgetggeg caatcatctg caagaagtgg gtcgtcgaag tcgaacgaat cctcatggaa
16981 gaacatgggc tttaccacgg ctggtacaag gacgatggca cgcccggtga cttctgetac
17041 atggcgtggg ttcacgacga actccagatc getgcacgta cacccgagat cgctgagate
17101 gtcgctaagg tggcccaaca ggctatccge gaagtgggtg aatctttcca attcegttge
17161 caactcgaca ctgactacaa gatcggtgcg acatggcgcg agtgccacta aggagaaccc
17221 aatggccaag actctgaaac tgaacgtgtc cttcccgaty accatcgtgg ttgcgaccga
17281 caccatcacc gctctgaagg caacccgtga ggaageccgt ttgatcccecg ctgagaagat
17341 tgctgagctg aagggcgaga ccaagttccg cgetgagetg tttcgtggeg acaagtccga
17401 ggaagaactg ctggagctga tctaccgege aggcatccgt gagttcatca ccaaggacat
17461 gcgcaacgag atcgcaggca acgaagccaa gattcgtctg ggcagcegtta aggtctectt
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17521 cgaggacaac tccgtgttgg cccggtcgtg cgactgcaat gectgetacg agtgcaagat
17581 cgccaacggt ggccgggatg aatgagtacc tcgtgaccct ctggggactc aagaaggctg
17641 cccgtgegta ccagagegac ttegttcgtg gtcgeattge getggtcaat gaggcagett
17701 gccgggggea catctegtge ctetcgacty ccggtaagaa catgggette tggtctctca
17761 ccacgagcgg ccageagtic ctcgcacaat atggaggtgc cctatgagca aactgaaagt
17821 gggcctegee cttgacatgg actacctcat cttctcggeg atgtctgeca gtgaggaaga
17881 agtggactgg ggcgaagacg tgtggacgct gaactgcgat cacaagaaag cccgtgacat
17941 tctgttcggc accctcaaga ccatcaagge ggacatcget gggcagctca agcgcaagta
18001 caagctggee cctgaagect acgagttcgt tgacctgtge atcctgtcgg gegacgacaa
18061 ctggcgtaag gaggtcttgg agacctacaa ggccaaccgt aagggcaagc gcaagecagt
18121 cggctacccg cacttctgee aagggatcat ggaccacttc ggtcctgage gttccttcaa
18181 gtggcacggt gtggaaggtg acgacgtttg cggcatcctg atgaccaatc cgggtctcge
18241 tggttgcgac cgggttatct cggtgagetg cgacaaagac ttcaacacgg tccccggtta
18301 cttcttctgg ctgacccaga tggagetggt gaagaacgac gaggcaactg ccgacaagtt
18361 ccacatgatc cagaccatga tgggcgacgt taccgatggc tatggtggea tccceggtgt
18421 gggcaaggag accgctaagg agttcgttga gaaccctgag ttcttctatc aggccaccaa
18481 ggtgatgaag tctggcccce gecaagggtga ggaagtgtcc tactggacct cctgcaagag
18541 cggtgacgag cagttcgatc tgttccaagg tcctgacctc tgggectgea tggegteect
18601 cgcagcgaag caggggatgt ctgaggaaga cctcatcgtc caagctcagg tcgeccgtat
18661 ctgccgegea agegacttcg atatggacac catgaagecg atcctgtgge gtcctcacga
18721 ttcgtctctg cgcagcagag ctgectaaaa accctcacta tggccatagg ggaccgttag
18781 gttatctctg tggecttttc gtttaatgga gggccaatge tcaaagttat ccaacatcac
18841 atccaaaacc ctgatgacat tcctgacatc getccagecg ctgetgagta cctegetgta
18901 cgcctgaacg cctegtacct gatcgecact ggcatcgtgg atgacctgcg caaacaggge
18961 tactccgagg gctacattgc gggcttcctt gacggtgeta acgetgetgt cgagatcacc
19021 gagctgatge aggaggctca gttacagaag gaggaatgac catgtgettc aaatccaagg
19081 tcaagacccc aaagaccaat cctgattccc tgaaggcacc cgagecggtt ctcattgagg
19141 aacccaaggg tgtggacttc ggggectcgg aagatgacca atcgaccgag actgggaccg
19201 actctctgaa ggtcaagaag gactccacca gcgacaaggg tgatgggtct accaccgeca
19261 ctgccaagga taccggcatg ggcaagacca tctctgcgec tgtcaagcgg gcaatgaaga
19321 aggtcaccaa gtgataaccc aatggcgtca atgcggggac cgageggtct ttcgtgageg
19381 tctgagggag atcattgagc agttccctga gatgacatgg actcgttect tttacgagge
19441 ccatgcagaa atctgtgcgg ccactgagtc actcgatgag tgggtcgagce tggtcgtgag
19501 agatgcctct gggaagetcg tggggttcge tgtagcgacg gacgacgatg acagtcatgt
19561 gggtgeectt ctgggegtee agtggegeat ggtctticca gaggecccag cgggeacctg
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19621 catgaagctc caacgtggcc tcgttaagct ggcccgtgaa tgcaactaca aggtcatggce
19681 gtatacccac cgagtgggcg aaggacgcta tgagatcaac tacacgaaac tgaaggagaa
19741 acccaatggg caagaagatc aagaaggccg ttaagtcggt caccaagagc gtatcgaagg
19801 tcgctggegt ggcectetggt ggecetgetgg gtggcagtga agacaagecy aaggaagtgg
19861 tccaacaggc cgctcctgtg gaagetcctg cgectgtage gaacgetget getgtggteg
19921 aggcaccgaa ggattccagt gacagtgagg acgattccga caccgaagct gcgaagaagg
19981 ctgctegtge caagggcaag cgtggtetgt cggtagetcg ctetgeecggt actggceatca
20041 acatctgaca aggaggtgac cagtggccga gaccaaacga gaaggtctcg ctgaggaagg
20101 cgcgaaagec gtttacgaac gactgaagaa cgaccgagta ccttacgaga cccgtgctga
20161 aaactgcgec aaggtcacca tcccttcect gttccccaaa gactccgaca acagetcgac
20221 tgactacacg actccgtggc aggcagtggg cgetegtggt ctcaacaacc tgtccgcaaa
20281 ggtgatgctc gctctgttcc cactgcaaag ttggatgaag ctgaaggtct ccgagtggca
20341 ggcaaagcag ctcgttagcg acccctcgeca actggetgtg gtggaacaag gtctgggcat
20401 ggtggagecge atcctgatgt cctacatgga agccaacage taccgagtga cgctctttga
20461 gttgatccgt cagttggecc ttgcaggeac cgetctgatc tacctaccac cacctgacge
20521 ctcgtccaat tcgtacaacc cgatgaagct ctacacgctc cacaaccatg tggtccageg
20581 tgacgccttc gggaacgtct tgcagatcgt gacgetcgac aaggtggect atgceggeact
20641 cccagaggac gttcgcaaca gcctctctgg tggtcaagag tacaagcccg agcaggaget
20701 ggaggtctat acccacattt acatcgacga cgagtctggt gacttcctga gctatcagga
20761 gatcgaaggc gttgaggtcg atgggagtga tggtcagtac cctcaagatg ccctgeegtg
20821 gatcgetgtg cgctggacca agcgagatgg cgagcactac ggacgttcac acgttgagga
20881 atacctcgge gacctgaact ctctggagtc gctcaatgag gccatgatta agttcgecat
20941 gattagctcg aaggtcgtcg gecttgtgaa ccccaacggg atcactcagg ttegtegtet
21001 ggtcaaggct cagactggtg acttcgtggce tggcecgtaag gcagacattg agttcctgca
21061 actggagaag accgctgact tcactgtggc caagtcegtt getgatgeca ttgaggcacg
21121 cctgagctac gtcttcatge tgaactctge cgttcaacgg tcgggtgage gtgtgaccge
21181 tgaggaaatc cgctacgtcg ccagtgaact ggaggacacc cttgggggeg tctattcgat
21241 tctctcgecag gagetgcaac tgecaatcgt gegagtgetg ctcaaccaac tgcaagegac
21301 ccagcagatt ccgaacctgc ctcaagaagc tgtcgagccg accgtaacga ctggtgccga
21361 agcactgggc cgtggtcagg acctcgataa gctgacccag ttcctgaacg ctgtggcaac
21421 cgtgtcgcag ttgaatggtg accctgacct gaacgtgaac aacatcaagc tccgactgge
21481 caacgccatc gggattgaca cggctggtct getgetcacc gaggccgaga aggctcaagce
21541 gcaatcccaa gagatgctca agcagggtgg cctcaacgcet gecgetggta ttggetctgg
21601 ggtcgetget caggetaccg caagtcccga agcaatggag tccgetatgg acaccgetgg
21661 ggttcaaccg gggccaatcg ccactcaggt ttaaaaccct cactatgget gcatggagac
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21721 ttctetgtge ggccttcttt ctgataactc aaggagacct caatgtccga catttatgec
21781 gagttcggcg tcaacggggc agtcatgtcc agcaacaaca tcaccgagca cgagcagaac
21841 atgctggcetc tgccgacctc tgtcegtgat ggcgatgagt ccatcgagac catcgaccca
21901 gagactgaag tcgagctggg caccgagcag gatcaggaga ccgatgtcga ggtcactgac
21961 aacgaagctg gcgatggtga gaacgatgct getgaagaag gcagcgaaac cgagttcacc
22021 ccactgggcg agcectgatge tgagetggtc gaatccagec gtcagatcga cgagtacgec
22081 gaaggcttca gccagatgcg cgagcaggcec atcaaggetg gtctcagtge cgaagtggeg
22141 gaccagatcg aagcagaata cgagcgtgac aaccagctct ccgaggegtc cctgaaggcg
22201 ctcgaagcgg tgggctacag tcgeggtttc gttcgetect tcatcaacgg tcaggaaget
22261 ctggcgaaca cctacgtggc ccagattcag gcttacgetg gtggecctga gaagttccaa
22321 gcgatcctgt cgcaccttaa tgcgacctcg aaggacgecg tggettctct cgaaaaggec
22381 atcgagtcgc aagacctgca cgccatcaag accatcatca acttgggeat ggegagecac
22441 accaagaagt tcggtaagac ccctcaacgt tcggtcacca agegtgeccc agcegtcecca
22501 gcggcetgecc gtaagagcac cgtcgaggge ttcgettcge aacgegagat gatcgetgeg
22561 atgtccgata agcgttacca agatgacgct tcctaccgtg ctcaagttga ggeccgagtg
22621 ggcgcettcga gctggtaagg cactgattta aaaaccctca ctatggetgc atgagagttc
22681 tttgggatga ccccaaggac tccatgtgee tatcaattct gcaaaggaga actacacatg
22741 gcaaacgcaa ctggcggtca acaaatcggt gccaaccaag gcaagggeca atcggetget
22801 gacaaactgg ctctgttcct gaaagtcttc ggtggcgaag ttctgaccge attcgtgegt
22861 cgttccgtca ctatggacaa acacatggtc cgtaccatcc agaatggtaa gtcggecage
22921 ttcceggtca tgggtcgecac caagggcetac tacctcgetc cgggtgagaa cctcgacgac
22981 aaacgcaagg acatcaagca ttccgagaag gtcatccaga tcgacggect getgacttcc
23041 gacgttctga tctacgacat cgaagatgcc atgaaccact acgacgttcg tgccgagtac
23101 agcgcccaac tgggtgaage tctggecatc gecgetgacg gtgetgttct ggetgaaatg
23161 gccaagcetgt gcaacctgec tgetgegtcg aacgaaaaca ttgecggtct gggecaagec
23221 gttgttctga acatcggtge tgetgetgat ctggtcgatg tcgaagetcg tggtaaageg
23281 atcctgaagg gectgactct ggctegtget cgectgacca agaactacgt ccctgetggt
23341 gatcgtcget tctactgege cccagaagac tacagegega tcctgtcege tctgatgecg
23401 aacgctgcga actacgetge getgatcgac ccagaaaccg gcaacatccg caacgtcatg
23461 ggcttcgagg ttatcgaagt tcctcacctg accgtgggtg gegetggcga caacaaccca
23521 geecgatggeg  tggetccgac caaccagaag cacatcttce cggetaccge tactggegat
23581 gaccgtgttg ctcagaacaa cgtggtcggc ctgttcaacc accgttcgge tgtcggcacc
23641 gtcaagctga aagacatggc tctggagcgce gcetcgtcgec ctgagttcca agctgaccag
23701 atcatcggca agtacgcgat gggtcacgge ggtctgegtc ctgaagetge tggtgegetg
23761 gtcttcaccc cagecgecta acggcaaccc aaaccccttg aggeccttac ggctttgagg
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23821 gottttttca ttaggaggat caacatgcgc tcttacgaag caacactcga aacagatgac
23881 gaactcgcag ccatcaacga catgctcgca gcaatcggtg agtcccctgt gagtteectt
23941 gagggggacc ctaacgctga cgtggcgaac gcetcgecgea tcctcaacca agtcaaccge
24001 gaagtccaat cgegtggetg gacgttcaac attgaggaag gegeagtget ctceeceggac
24061 tccttcagtg gactcattga gtacctctcg gactaccttc ggatcaccac ctcgggtgge
24121 accgtttacg taaaccgtgg cgggtacgtc tatgaccget cgaccaagac cgacgtttac
24181 accaacgaca tcacggtcga tctgatccge ttcaagacct tctctgagat gectgagtgt
24241 tttcgetegt acatcgtgge gaaggcettct cgacgettca acatcegctt cttcggtgct
24301 ggtgagatcg aagggtctct gcaagagcag gagtcggaag cgtggcaaca gtgccaagad
24361 tacgaactgg actacggcgg tttcaacatg atcgacggtg actcttacgt cggtggcatc
24421 gcatctcgat aaggagggcc tatgggactc gtttcgcaat ccgtcaagaa cctcaaggga
24481 ggtatctcgc aacaaccaga catccttcgg ttctccaacc aaggegetct gcaaatcaac
24541 gggtggtcct cggagactca gggtcttcag aagcgtccac cgaccacctt caccaagega
24601 ctccagaaca agggtttcct cggcaccaag ccgetggttc acctcatcaa ccgggacgec
24661 caagagcaat acttcgtggg cttctctggg actggtctgg cagtctggga cctgaaggge
24721 aacaactaca ccgtgcgtgg ctacaacggt tacgccaact gcgecaaccc tcgcaccgac
24781 ctgcgectca tcactgtgge cgactacacc ttcgtggtaa accggaacac cgtgtgecag
24841 atgggatcga ccctgaccaa tgeggectac ccacggetgg atggtcgage getcatcaac
24901 gtgcgtggtg gtcagtacgg tcgaaccctg tcgatcacca tcaacggtga cggcactggg
24961 tccagtcctc aagcgtccat taagatgccc aacggttctg ccgagaaggt gectgetggt
25021 gatccctatg cgggcatgaa ccaagtggac atgacggacg cctcatggat cgecgetgag
25081 ctggctcgge aactgacagt ctctctggga ggcetctgggt ggtegttcca agcaggeacc
25141 gggtggattc tcatcaatgc ccctgccaac gacaacgtgc gecagatcgc caccaaggac
25201 ggttacgctg acaccctact cagtgggttc atctatcagg tccagacctt cacgaagctc
25261 cctgcgaacg cccctgeggg ctacctcgtg gagatcactg gggagtctge acggtctggt
25321 gacaactact gggtccaata cgacgcectct gggaaggtct ggaaggagac agcgaagecc
25381 aagatcatcg cagggttcaa caacgcaacg cttccacacg cgctcgtgag ggecgetgac
25441 gggcagttcg actggactcc cctgacgtgg gatggacgca acgctggtga cgatgacacg
25501 aacccaatgc cgtccttcat cggegcettcg atcaacgacg tgttcttctt caggaaccgt
25561 ttgggtttcc tctcgggega gaacgtcgtg atgtctcgga cctcgaagta tttcaactte
25621 ttcccgagea gegtggegac cctgagegat gacgatccaa tcgacgtgge catctcgeac
25681 aaccgtatct cgatcctgaa gtacgctgtg ccattctccg agcagetect getgtggtee
25741 gaccaagctc agttcgttct gtcgagcaac ggcatcctgt cgagcaagac catcgagetg
25801 gacctgacca ctgagttcga cgtgagcgat ggtgcccgtc cctatgggat tggtcgeggg
25861 gtttacttcg cagctccacg ggectecttc acgtcectca aacggtacta cgegattcag
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25921 gatgtctctg acgtgaagtc cgctgaggat gtctctgcge acgttccgag ctacatcacg
25981 aacaccgtcc acgctatcca cgggtcetggt acggagaact ttgtgagcat cctttcggac
26041 ggctcgccaa acaaggtatt catctacaag ttcctgtacc tcgacgagat tctccagcag
26101 cagtccttca gtcactggga gttcggcgat geggcetacca ccegtgtect cgeagecteg
26161 tgcattggct cctactgcta cctgatgatc gaccgtccag agggectgtg ccttgagege
26221 atggagttca cgcaacacac catcgactat tccatcgagc cttaccggac ctacatggac
26281 atgaagaaga ccatcgttct cggtgcttac aacatcgaca cgaacctgac ttcgttcgac
26341 gttcggactg cctacggtgg aacgcecgggg cctgagtcca cgttctacac catcgaccaa
26401 caaggggttc tcatcgaaca cgaggcgcgg gactgggcga ccaatccgta catctegttc
26461 gtgggcaacc gagetggtga geagatggtg atcggcaagc agtacacgtt ccagtacgag
26521 ttcagcaagt tcctcatcaa gcagaccgct gacgatgggt ccacctcgac cgaggacatt
26581 ggacgcttge agetcegtcg tgegtggetg aactacgagg aatctggtge cttcgagate
26641 aacgtcaaca acggctccag tgagttcgtc tacgtgatga ctggtggtcg cctcgggatt
26701 caacgagtcc tcggtgagtt gtcegtgggt actggtcagt tcaagttccc tgtgaccgge
26761 aatgccgtca accaacgagt caccattacc agcetccaacc cgaacccact caacgtgatc
26821 ggatgcggct gggaaggtaa ctacatccge cgttcttccg geatctaaca gtgaccaagt
26881 gggggcctca aaaaccctca ctatggcacc ctatgagggt ttctttatga tcttgacaca
26941 agcaaccaag cgtgaccttg aggaagcagc aggcaatctt tcgttcgetg atcttcaaga
27001 attccattcc cacaccagtg ggcgegatce atccgagaca cttectgect gecttgacga
27061 gaccacgatg gtcatcaagg tgggegettt ggttctggec gttggtgget ccaagaatty
27121 cctgtggttc gtgacgacca atgtggtcca gtcgetgacc aagggacaac ggatgegcett
27181 ctacaagctc ctgcatggac acctcaaggg tctccgtgac agtgggcacc aatacctgac
27241 caacttcgtg tcggtcgata actgggacca tatccgectt ctcaactcac tcggggetgt
27301 cttcgctaag gagcacacca tgagtccagc cggatgtcgg ttccgtcaat tctggctata
27361 ggaggtgagc tatgtgcgaa ccagtatcca tcggcatggc cgcetgtcgec ctegtggotg
27421 gcactatggc tgcgcacgat aagtcgaagg ctgagggtge cgetgaggac geccaacgte
27481 gatctgcccg tgagcaggtc aagcagatga acatggccaa tgccaacctg aacctcaacg
27541 ctcaggacaa ggcagacgag gcccgtaagc agcetcgetga ggtcaacaty caggecectge
27601 gaaaccaagg gaccatccgc accgctatcg gtgagtcggg tctctcaggg aactccatga
27661 agcgcattgc gaactccgtc gagaacgaag cgagccagca gcgcatgtcc atcactgaca
27721 actaccaccg cgactaccag tcgatctttg cgaaccagat tgccaacacc gagaacacca
27781 agagcgcect caagggtcaa gcgeaggtca tcaagacctc gggectgtcg aacgctetgg
27841 gcatcatctc gtcgggtgec aatgggtacg tccaagggtc gaacctttcg agtgccatga
27901 agggcagcetc ggeggotggt tctaacggea caccagcagg aggtaagace taatggcaaa
27961 cgatatttcc agagcggtag accagtcceg cttcggtgge actgagcage tccacgggtc
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28021 cactgcgacc actcagttcc aagcgtccat ccaacgggca cctgtgggtt ccacgggtct
28081 cgctgaggec atgcagcagt tcgtcaagtc gggcagtgca gecttcggga cgtacaccga
28141 gcagcgccaa aagacagecg atgagaggtc caacgagatc atccgcaagc tgacccctga
28201 gcagcgeegt gaggcaatcg ccaacggcac cttgetgtat caggatgacc cgtatgcgat
28261 gaacatgctg cgccagaagt cgggtcgetc tgeggectac gatgtcgagg atgaaatcca
28321 gaccaagctc aacaatggtg agttcgatgg gaaggaccgt aagtacctcg aagaataccg
28381 ccagcagegt ttggctcagt ctgcgaagtc ctatgcggaa tctgegggcea tcgacgagaa
28441 cgaccctgag taccaagcgg ggttcaactc ggacatcgtt cagcggaacg cgggtatcta
28501 cgacctgecac getegtegte getctgegtg gttccagtct caacaggetg tgaacacccg
28561 tggcgatctg geteegttge tggacgatce caatgtgatg cactcgectt cgggeggtga
28621 ggtcatctcg ggctacttca acaacggctt gcagaacggt tccttcccca gcgacaagca
28681 ggccattgat tccctctcga tgetcgttaa ggacgtgcaa cagaaggacg gtggcaccaa
28741 cctgctgege tetectgegtg accagacgat caacgttctg ggtggtccca agaaggtcge
28801 tgacctgatt gaccctgaca tctacgagaa cgccatcgcg caatccgagg cgaacgagta
28861 caagcgctat cagagccgca cccgtgagtt cgagetggge atcactacgg ccatcaatca
28921 ggagaaccct gagaccggcet ggeggatget ccaagacctg cgggcgaaga acggetggcet
28981 ccaaggttcg gacaacatga cccctcagaa gcagaagetg attgacgetg agcagcacat
29041 gatcggcatg gttcgccage aatcccaage gaccgecaag gagacccaaa aggecatcca
29101 aggggacgct cgtgttggct acctgaagca gcagtacgag gctcgaatca gtggccagaa
29161 cgtgtctgtc gatcccaagt tccaaccgga catcggtgecg ggcgagtgga aaggegtgga
29221 cgcaatgacc gctgccaacg agatcatgtc tgacatctcc aagtcgaatc tccctgacaa
29281 cgtgaaggac gccaagegtg ctgcatacct tcgtgctgac tatcagggcg gtccattcca
29341 gacctactac caagcgctca tcactgacgc ccagcgggaa tggaacaact cggtgcgetc
29401 tggcgagecg ggtgacatga ctcgaatcac tgagetgcaa cgtgectatg cggetgacce
29461 agcgaccatc ggttcggtct acccagagca ggctgacttc ctcgaaaaga tgaaggacat
29521 ggctgactca ggegetgace cgagegtgtt gattgecget gagaaggeca ccaagaacat
29581 gagcatcgac gagcgcaagt tccgtgacca agegtggget gatctgaaga acgattccag
29641 cgccaaggac ctgacctctc taccgggtce ccttgagegg atcgetcgga ctctctacga
29701 cggttacaac gagcgcactg gcaacgccaa gcaggceccaa cagaaggtct ctgagtggct
29761 ccagaagaac accgttgcgt tcaccgagga tcaaggtggg gtcttctcag gaccagacca
29821 agggacgctc cgtggeegtc tctcgaagaa agecctcaty getgacccag cggacgttaa
29881 ctcgtggcag ggcggtcaga geatcgtcga ggacaccttg aagggectcg ctgagaaccc
29941 tcaatgggcec gacaccggga tgaccgtgga aggcaccgac tctggggaca tegttatcag
30001 ctcgetcaac ggcaageggg tacgeattac ccagcagcag atgcaactga tctacaagge
30061 tcgccaagca gcageggcetg agcagaagtt caacgagaag aaggaatcgg tgaagaccgg
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30121 ccagcttctc tacaacgacg taatccgagg gggecgtgge cctctctaac aggaggtcta
30181 catgaaccgc aaagacgaat acgccaagct ggtagcagaa ggcaccccat acgacgacgc
30241 aattcgtcag gcagcagatg ccaatggggt cccctatgag tacctgcaca agaagatttt
30301 catcgagtcc agcttcaacc ctgacgccaa gtcgccaacc ggacctctgg gtctgggeca
30361 gttcaccaag gcgaccggca aggcttacgg getgatgacc gatgaggatc gectggaccc
30421 aatcaagtcc atcaacgctt ccgctcagta cacccgtgac ctcatgggca cctacaaggg
30481 cgacatgctg aaggtcgetc tggectacaa ccaaggcaac ggtcgtcetgg gtgetcecca
30541 gttggccgeg ctggatcgtg gggacttctc caagatcage catgagggtg cccagtacat
30601 ggcgaacctt ctggacgtag cgggcgactc tccgaaccgt aagtggttcg atgggaatce
30661 ccaagcecca aagcetcaact ctgacttcga gcaaaacacc aacggggtca gacaccagec
30721 aaagggtgtg ccggaacttc ccgagtcgca gggcttcaac cttgecctcg gggatgetce
30781 taaagtccaa ccaacgttcc gcgagatgga gatcgaccag aacggtccag agaagggege
30841 atgggacaac acatgggatg ccgttaagtc gtccctattg accagegtcc cggetcagat
30901 cgctcggaac atcaccgtcg aggaccatga cccgttggac tgggtgaage ccggtgacac
30961 ctcgaactgg aacgatcagg acttcgagaa catccgcaag gaagggatcg accctcaata
31021 cttcggcttc atcttcgact acaccaaggg cagccgtgac aagctcccag aggcaatcge
31081 cttggcgaag gagaacgctg attatgatcg tcggatcgge aaagcetgget gggctggtca
31141 actgaccget ggeatcgetg gtgetgetct ggaccctetg acctacgtte ctgttceegg
31201 tggtgctggt gectegttcg ctgecegtgt tggcaagecag gcetgecttca gttcggecat
31261 gtcggtcgge tctgaggetc tgegegagea ggecactggt atcgaaggec actatgegge
31321 tgctgetgta ggtggtgeecg tgatcggtgg tgeggetget getgetctgg acaagttcat
31381 tgccaagget getgtetctg gecgtgetga tatggecgat geggacatgg aagetgtact
31441 ggetegecac ggcgaagetg gtctgectaa ccgtgacgtg gagttgectg aaggtatgge
31501 acctgtccaa cgcaagccgg aagatggtga gatggacgat gactatctgg agaagattct
31561 gggtctccac ggtgagcgeca gecacaagca ggaaggcettc aagacaatgg ccgacgattc
31621 cgttgagtcc atccttgege gecacgetga gtegtctgag ccgaacgagt tetatggecc
31681 gaccagtcgc ctgcaagecc gtgaggetge tcgecaaget ggtgtggacg atccaacccg
31741 tatgccgatc aactccgatg atgeccttga ggacttcaat ggggtgctct atgcggacaa
31801 cccecggegag cgtggttcgg ttegtetgcg agatggetcg atcctgtcty gtagcaacce
31861 gctcaatccg aagaccaaca agctggecge tgagatcggt cctgatcgtt ccgecaaagg
31921 gttctcectt ggggcgatca ctgagatcgg ctacaagcety aatcgetcty aggacgcetga
31981 cgtgctggac atcggetcga agcetgticcg ttccacggtg cagaccgaga gtggctccaa
32041 tggacgcttc gecggctaccg cttcggacat cattgagcge ctgegtggtg aggacaacct
32101 gtcttatggg aagctcaacg acctcactga gagectccty aagaacgacc cgaagtatge

32161 cggtatggat ggttcgagge tggecctgat ggagegtgeg tatcgtcgeg tggeggaage
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32221 tatcgaggac tcaacgaacg ccaagaaggc catgctgagc aagcaggagc gtgagctgat
32281 ggaccacatc aacgagcact tcactcgcaa gcaggacgtg ttggaaaacc ctgeccagtt
32341 cggcaacgct caggcgaccg ctgtgctgga ccagagecga cacgcetggec actacgtgec
32401 taacgtctat gacgatgctg cccgtgeget gtacctgaag aagttcggtg gtgetgacgg
32461 cctgcaacaa ggcatcaagt cgagctggct ggegtcctac gettcccgeg ctactgtcaa
32521 ggctcgggtg gacaagttca tcaaggaagc aatcgagaag gaaggcaagg tggcaacgcc
32581 tgagctgatc geccagegtg tcgagegeta cgeccatgac aaggeatacg geatctcgea
32641 cactcaggac ttcaaccgtt cgacactgat cgacgatggt cttgattcgc tggtgggtge
32701 tgagaacaac aacttcctcg aagcccgtaa cctgttcgac tcggacgtgt cggtgectet
32761 gagcgatggc tegtegtict cggtcaacga cctgegeatg tatgacttca ccaagctgat
32821 gecatcctat gaccgecgta tcaacggtga cgtggggatc atggctgcga ctggtgaagg
32881 cactgatgcg ctcaaggctc gtatcctgaa gctcaagacc accaagggca acagctctga
32941 cgtggaggcc cttgagtctg ccgttaaget getcactggt cgegetegtc gtaacccaga
33001 tgacgccttt gggactgetc tgcgatcecct caacgacctg tccttcttca ccaagaacge
33061 ctacatgggc gtgcagaact tcaccgagat cgccgggatg gtgaccaatg ggcatcttcg
33121 gatgctgatg cacggtgtgc cttacctgcg tgagatgacc acttggggaa ccaagatcaa
33181 accagagcag ctcaaggaga tgcacaacct gatcttcggg cgagaactgg atgacaccat
33241 ccggectegt cgggetgaca tcgtggaccg tctgeggace caaggetcga acaacttegt
33301 tgcccagace gtaggetctg ccaagttcge cactcaggaa ctggecgcetc geagteegtt
33361 caccaagctg ctcactgaga cttccaacta catcgetgac getggtcgtc aaggtgetct
33421 gatggacatg atccgagctg ctcatgggga cactccgaga atcctcacty acaaggagct
33481 gcatcgectg tcgatcacca agcaacagtt cggtgacatc aagcaagcga tcaaggaaca
33541 catcgtcect gacggtgatg gettcaagat caaggacccg getgecctge geagtgacce
33601 acggacaatg gatatgtggc ggatcggtga caagatcget gacgagtcga tcctgegtec
33661 acacaagctg tcctctcagg actctegtge tctgggtget ggetggcaca tggeattgca
33721 gttcaagaag ttcgtcttca ggtcecttaa cggtcgectc atgegeggea tetacgacte
33781 caccaagaat ggccggggcea tcgacttcge tattcaaggg gtcgtcgcaa ctggectcge
33841 aacgggcttc ttcgtggege aacgctacgt geaggetcag ggtatgecac cagagcaacq
33901 caaggacttc ctcaagaact ccttcacgcc agagatgctg ggctgggcag cgatgtcecg
33961 taacaacatc ctcggtgctc caatcggagt ggccaacttc gtgetcgetc cactgggceta
34021 cgaccegget getgetgtge gtacctcggt cctcccacga ggeectgagt tegtcgetaa
34081 ggatcgtcca gtgegttact cgectetceg ttcggatgge gttcagegtc cactgagegg
34141 ccttctggag cagattccgg gtgecggtat ccteggttca gectaccaag taggtgcgaa
34201 cgctgaaggt atctggaagg acactcgecg ctcccaagag ctgggetaca tgaccggeat
34261 ttacaatgga ctgcgtggee tcgtgeccaaa cgatccagtc tcgcaacgtg ctcttagegce
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34321 catgatgcag gaagcaggta tggaataccg cacccgctaa aacccctcac tatggcacce
34381 tcaacggctc acttcggtgg gccatttttt taaggagacg atatggctac tacaccaaag
34441 acggtgcgga cctacgcetct cgatggcacc aagaaagact tcacgatcce cttcgagtat
34501 ctcgetcgga agttegttgt ggtcaccttg atcggtgcaa ctcgacgtga getgateetg
34561 aacaccgagt accgcttcac taccaacacg accatcacca cgaccaaggc atggggaccg
34621 gctgacaact tcgacctgat cgagattcgc cgactgacct ctgcaactga gegtctggtg
34681 gacttcgetg atggttcgat ccttcgggec tacgacctga acatctcgea ggttcaatce
34741 ctgcacatcg ctgaggaagc ccgtgacctg accgetgaca caatcggcgt gaacaacgat
34801 ggtgacctcg atgecegtge ccgtaagatc gtcaacctcg ccgatggegt gaacgatggt
34861 gatgcggtca acctgcgeca gcagaaacaa tgggcaggcet ctgegttgaa ctctgegace
34921 geccagtgcgg ccagtgegge tgectetgag gegtceegtc aggettectt ggcetcaggec
34981 aatgcgagcg ctacatctge tgttcaatcc tctcagttca aggatcagtc cttctacttc
35041 aggaatgagg ccgagggttt ccgcaaccaa getgetgcat ctcgggactc tgcttccgea
35101 agcgagacca atgcttccca atgggetgec aaaccggaag accaagtggt ctctgggagt
35161 ctctattcgt cctaccacta cagccgaaag agtgetgcga gtgectctge gagtgcaacc
35221 tctgegggea acgetgegaa ctetgtgacc caagetgeca atcaggtaac tctggegacc
35281 gctcaggetg accgtgcgaa gaccgagget gacaagetgg gcaacttcaa cggtctcget
35341 ggagcetttgg attctgtatc gggaaccact gtgacgtgga aaggtaacca gatcagcaag
35401 actggggtat tcatctcccg gtctgactct gaggcgaact tcacgttcca gaaggctgac
35461 ggctecgate ctatcegtct tgtccgtaca gcagaccgeg cagttcatct ctatggtgac
35521 gcatcgggtg acggtgatcg aatcgtcctg tactccactg gegtgacgat tccgaagacc
35581 ctgactatca gcggcacgac gttcactcag gctatctcca cctctggaaa tatcatcctg
35641 acaggtagcg tacttgcgge tggcaacgtg caggccaaag geggcaacct tcaggtctac
35701 gctgcetgctt ccaacgcaaa ctcccacgtc tggttctaca actctgatgg ggcgacccga
35761 ggoattctct acggtggtac tgacaacgca atgcggctcc aagcgggcaa cagtgtatgt
35821 gcgacgttta ctgctgatgg tggctcgaac ttcaacaaca tcaacgcaaa cgccatcgga
35881 atcacccgtg gtggegtcca gtcgatcatg tacgaaggtt ctggcatctc tgetggetcc
35941 tacggccaat gecagttgca gctccaagge actggtggtg gtgtggecaa getgggette
36001 cacaacgctg gccgagtgge tctgaccctt tggctgaccg acaacaacga actccagatc
36061 atgaagaact ctggggcgaa caccgagatc atccacaacg gcaacctcgg ggcatggaac
36121 gtgtccgega tgtccgetga agtgattgge caactgtegt tccttcagaa cgtetctggg
36181 tcgaacctcg attccaactc gcagetcget ggeggcaacc ttcggaagtc cactcacaac
36241 aacgtgagcg gggcaccggg tggtacttgg cgctctatgg getggtccaa caacggegge
36301 gtttccatct ggcaacgtgt cgcttaacca ataggagacc ttatggaatt cccgaagact
36361 tacgactcgg gcctgaccat cgtgggegtt cattcgeect catggacaga cgctgagaaa
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36421 atccgcatca actgcgtcat caaggtggaa ctcaaggatg cctctgggga accagtggta
36481 gaagaatggc ccttcacgge ctgeecttgg gacaccttcg gtccgeactg tcctgaaatc
36541 ttccgtcace tcgetgaagg tggtgetggt ccggtagetg agtgggtccg ccctgaagtg
36601 accgtggccg atctgcaagc cgagtttgac cgtatctgge ccgacgtgge gcetgggtetg
36661 gccgatcagg caaccatcga cctcgctaag aatctgecgeg ttcagatcaa ggegatgage
36721 tgatggctgg ccttgagatc gacttcacca acggggtggt tcgegetgee cctatcgecg
36781 ctggagetgg tgctgaagta gcaagccaag tggcaggcat gagectgage gattggttct
36841 acgccaccat catcctctac accatcgtgc aaacgttcgt getggtcttc aagaccgtca
36901 tggacgagaa gcgcaagaac aaaggagacc caccatgagt gacaacgttc tggaaaagct
36961 gctggaggca atcgacaccg agaccggtcg tgecctcctg agegaccttc gtgatgacga
37021 ccgtcgttca cctcaactgt acaacgecat cggcaagtac cttgagegtc acaagttcac
37081 catcgccaag ctgaageccg atgagtcect tetgggegat ctggecgetg ccctcaacga
37141 gttcectgag ctgggtgagg atgagetgta cggtgacgga gtgegecact aatgggectc
37201 aaggagatcg cattggcagt cgttctgget getggtgecc tcggtctgge ctacacaaag
37261 ggtcactccg atgcgaccga caccctgaca atcaaacacc aagcggaact actggecgcet
37321 aacagacaac tggaggttga acgtgaacaa gcccaacaaa ccatcgcagc catctccaag
37381 gagtggcaag gctatctcgg ttcgagcaag gcatctgetg atcgegttgt ggctgatctg
37441 cgeagtcgea atatcggget gtcagtccaa ctcgeagatg cgaccgtceg gtgegtcaca
37501 agcgacggta gaccccteee tgatggtcga gecgaactac gaagegactt tgcttcaget
37561 cttatcgagc aagcccagcg agcagacgec caagtgaagg gccttcagaa aaccgtaaga
37621 gcactgcaag gaggtaagta atgtcgaaac cccgcaatgg ggecgacgat ctggagetga
37681 ttaaaaggtc attcgtggec ftttetttttg tcctgtggag ggcactgaac ctacccaaac
37741 cgactaaatg ccagatcgac atggccaaga aactgagcge cggtgacgag cgcecgtttta
37801 ttcttcaagc attccgaggt atcgggaagt ccttcatcac ctgtgecttc gtggtgtgga
37861 agttgtggaa caacccagac ctcaagttta tgatcgtgtc cgcttccaag gaacgggcag
37921 acgccaacag cgtgttcatc aagcgaatca tcgacctget cccattectt cacgagcetga
37981 agccgggtcc gggtcaacgt gacagctctc tcgecttcga cgtgggtect gecaagectg
38041 accactcgee ctetgtgaag tctgtaggta tcaccggtca gttgactggt agecgtgetg
38101 acatcctcat tgcggacgac gttgaggttc ccaacaactc tgccactcag accgeccgag
38161 atcacctcgg agagctggtg aaggagttcg atgcgatcct gaagecgggt ggtacgatca
38221 tctatctggg aacccctcag accgagatga ccctctaccg cgagetggaa ggecgtggat
38281 acgtcacaac gatctggcct gcgagatacc ctaaagacca agctgactgg gactcctatg
38341 gececacgget ggetectatg ctggetgetg agctacagge agatggttec  ctgttctggg
38401 caccgactga cgaggttcge ttcgatgaca aggaccttcg tgagcgggaa ctgtcctacg
38461 gcaagggtgg cttcgeactt cagttcatgc tcaacccgaa cctctccgac atggagaagt
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38521 accctctcaa getgegtgac ttcatcgtag ggacgtttge tcaggacaag ggaccaacca
38581 ccctcatctg gatgccaaac getgccaacg agtgcaaggg cgttectgtg gtgggtctga
38641 aaggtgaccg cttccaccge tacgaatccg ttggtcaage cactgcgagce tacgctcaga
38701 aaatccttgt gatcgaccce tcgggecgtg gtaaggatga gaccggetac getgtgetgt
38761 accaactcaa cggctacatc ttcctgatgg acgcetggtgg tttcegtggt ggcetacgagg
38821 acactgttct ccaagcgctg gecaacatcg ccaagattca caaggtcaat gagatcgtcg
38881 ttgagggcaa cttcggtgac ggtatgtaca tcaagetgct ggeccctgtg gtcaccgeta
38941 cqttcecttg tgegatcact gaggttaagt ccaagggtca gaaggaactg cgceatctgeg
39001 acgttctgga gectgtactg ggcagecaca agcetggtcat ccaagagage ctcattgaga
39061 aggactaccg gacagctctc aacgctgacg gcaccactga cacgtcctac agectectgt
39121 accagctcac tcggatcacc cgtgagagag ggtcactggc tcacgacgac cgtctcgatg
39181 ccctegecat tggegttcag ttettcactg aggeccttga gagagactcg aaggtgggtg
39241 agtcggagat gctgcaagag ttccttgaga gccacatgga ggacgcecttg atgggtcacg
39301 accggctget ggagatgtcg atcagcgaag gtgtgtcgat ccagtacgag gacgatggct
39361 caatgaccaa ttacatgggc tggtaaggac tctgcaagat cgcagcaaga tcgacgaaga
39421 tttaaaaacc ctcactatgg cccagagagg ggggttatct catagataaa cttagagact
39481 ctgcacgatc cctacaaggt aggttcttcg tgcagtgctt ctccctcgac caattcaaca
39541 gtgattatca acaaaggagg taaggccatg accgtggaga gagegactgt getgetcgte
39601 ttaaagcgcece ttgecctcte tcggtccace tacaagctca tcggtetcct getcgtcacc
39661 ttcggggtgg caagtggtag tgatgttatg agetgggtct ccaccctegt gtgegtggec
39721 tctggcggat geggtgactg acgctcaatt tcggcagggt taacacccta cctcattgag
39781 ccataagagc aaggcttaac gtttccctaa ctggtctcca taggatgccc tttagggtat
39841 cgttaggtct acccgataga tggcacttgc atgaaccgtt gggttaccat aggatgacct
39901 ttaagaatct gacagaaaaa tctgaaaggg cacctctcaa ggacaacagc cgagagttcc
39961 cccgtagggg cctctcaagg atgatccata ggaacctctc cccggtgacc tctgagtgag
40021 atcgectegg ttcectcaag ggcatctcat ggggatcatt atgggctact caaggagggt
40081 tggccaattg ggaatctcaa tgggttctca tggggat
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