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RESUMO

O cancro citrico € uma fitopatologia causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citi (X. citri). Durante os ultimos setenta anos, a doenca se disseminou de maneira
expressiva nos pomares brasileiros de citricos e, por consequéncia disso, 0 cancro
representa uma problematica persistente para a citricultura brasileira. A principal
estratégia para o controle dessa fitopatologia reside na utilizacdo de compostos
cupricos em plantagbes contaminadas. Entretanto, as formulagbes de cobre estao
associadas a contaminacdo de corpos de agua e de organismos presentes nas
areas de utilizagcdo, posto que esses compostos podem ser bioacumulativos e
citotoxicos em altas concentragdes. Ademais, existem relatos de isolamento de
linhagens de X. citri resistentes ao cobre. Dessa maneira, torna-se fundamental o
desenvolvimento de métodos menos téxicos e mais eficientes de manejo. Os
bacteriéfagos sdo virus capazes de infectar bactérias e sdo explorados como um
método alternativo de controle de diferentes doencas bacterianas. Isso porque as
interagcdes entre os bacteridéfagos e seus hospedeiros sdo extremamente especificas
e, como consequéncia disso, a utilizacao de bacteriéfagos representa um método de
manejo de baixo risco a saude humana. Essas caracteristicas tornam esses virus
uma alternativa promissora ao manejo de doengas como, por exemplo, 0 cancro
citrico. O presente trabalho caracterizou a estabilidade fisico-quimica dos
bacteriofagos liticos XacP157 e P26 de X. citri e, em decorréncia disso, torna-se
possivel afirmar que os bacteri6fagos demonstram resisténcia a pH entre 4,0e 9,0 e
temperaturas entre -80 °C e 50 °C. Entretanto, a exposicdo a radiacao ultravioleta
resultou na inativagao integral das particulas virais em 160 segundos, ressaltando a
importancia da utilizagcdo de fotoprotetores em futuras formulagdes agricolas com
esses bacteriofagos. A Curva de Crescimento em uma Etapa de XacP157 indica que
o tempo de crescimento do virus € de 240 minutos com um periodo de laténcia de
90 minutos. O periodo de burst size (extrusdo de novos bacteriofagos) esta contido
entre os tempos 90 e 240 da curva. Essas caracteristicas sao imprescindiveis no
estabelecimento de XacP157 e P26 como possiveis principios ativos em defensivos
agricolas alternativos ou auxiliares ao cobre. Ademais, a descricdo desses
parametros permite um entendimento integral sobre o funcionamento da biologia

viral.



Palavras-chave: Cancro citrico; Resisténcia ao Cobre; Controle Alternativo;

Formulagdes Fagicas.



ABSTRACT

Citrus canker is a phytopathology caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp.
citri (X. citri). Over the last seventy years, the disease has spread significantly across
Brazilian citrus orchards and, as a consequence of that, canker has become a
persistent problem for Brazilian citriculture. The main strategy for controlling this
phytopathology relies on the use of copper-based compounds in contaminated
plantations. However, copper formulations are associated with the contamination of
water bodies and organisms present in citrus growing areas, since these compounds
can be bioaccumulative and cytotoxic at high concentrations. Furthermore, there are
reports of the isolation of copper-resistant strains of X. citri. Therefore, the
development of less toxic and more effective management methods becomes
essential. Bacteriophages are viruses capable of infecting bacteria and are explored
as an alternative method for controlling different bacterial diseases. This is because
interactions between bacteriophages and their hosts are highly specific and thus the
use of bacteriophages represents a management method with low risk to human
health. These characteristics make these viruses a promising alternative for the
management of diseases such as citrus canker. The present study characterized the
physicochemical stability of the lytic bacteriophages XacP157 and P26 of X. citri and,
as a result, it is possible to state that the bacteriophages demonstrate resistance to
pH between 4.0 and 9.0 and temperatures between -80 °C and 50 °C. However,
exposure to ultraviolet radiation resulted in the complete inactivation of viral particles
within 160 seconds, highlighting the importance of using photoprotective agents in
future agricultural formulations with these bacteriophages. The One-Step Growth
Curve of XacP157 indicates that the viral growth time is 240 minutes with a latency
period of 90 minutes. The burst size period (release of new bacteriophages) is
between 90 and 240 minutes. These characteristics are essential for the
establishment of XacP157 and P26 as possible active ingredients in agricultural
pesticides, either as alternatives or auxiliaries to copper compounds. Furthermore,
the description of these parameters allows a comprehensive understanding of viral

biology.

Keywords: Citrus canker; Copper resistance; Alternative control; Phage

formulations.



Title in english: Characterization of lytic bacteriophages XacP157 and Xac P26

infecting Xanthomonas citri subsp. citri.
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1 INTRODUCAO
1.1 Bacteriéfagos, Fagoterapia e suas utilizagdées contemporaneas

Os bacteriéfagos, também denominados de fagos, sao virus cujas células
hospedeiras sdo as bactérias. A estruturagcédo geral desses virus € caracterizada pela
cabeca icosaédrica proteica na qual esta inserido o material genético representado,
geralmente, por DNA de dupla fita, existindo poucas exce¢des em que a cabeca é
filamentosa (Cuervo; Carrosca, 2012). A maioria dos bacteri6fagos também é
composta pela presenga de uma cauda proteica (contratil ou n&o-contratil/longa ou
curta) relacionada ao reconhecimento da célula hospedeira e a inser¢gdo do material
genético na célula parasitada (Nobrega et al., 2018). Por intermédio da insergéo do
material genético viral na bactéria hospedeira, os bacteriéfagos realizam o ciclo litico
ou o ciclo lisogénico. Durante a transcorréncia do ciclo litico, o metabolismo celular é
direcionado para a produc¢do de novas particulas virais, o que determina a lise da
célula no periodo de extrusdo dos novos bacteriéfagos (Bragg et al., 2014).

Os bacteriéfagos foram primariamente descritos por Twort e d’Herelle durante
a década de 1910 (Maura; Debarbieux, 2011). Em decorréncia do descobrimento, o
potencial de lise de células bacterianas pelos bacteriéfagos também se tornou
conhecido. Em continuidade aos seus estudos, d’Herelle administrou suspensodes de
bacteriéfagos em humanos para analisar os efeitos dessas particulas virais sobre a
célera e a disenteria bacilar, o que caracterizou o inicio da fagoterapia (utilizagéo de
bacteri6fagos ou de suas proteinas para o combate de doencgas) (Cisek et al., 2017).

Contemporaneamente, os bacteriéfagos liticos sdo extensivamente estudados
como um método alternativo de controle do crescimento bacteriano (Nir-paz et al.,
2019), e a fagoterapia representa uma area em desenvolvimento para o tratamento
de doengas humanas e agrondémicas. Isso porque diversas populagdes de bactérias
patogénicas apresentam um aumento continuo da resisténcia aos tratamentos
tradicionais. Nesses cenarios, os bacteriéfagos liticos sao utilizados como
alternativas para o combate dessas bactérias, enquanto também ha a possibilidade
de empregar essas particulas virais em conjungdo com antibioticos tradicionais para

potencializar a redugéo de determinada populagao bacteriana (Valério et al., 2017).
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Em contextos fitossanitarios, os tratamentos fundamentados na utilizacado de
bacteriéfagos liticos podem representar novos métodos de manejo e de controle de
fitopatologias bacterianas como o cancro citrico. Geralmente, em campos de cultura,
a formulagcbes de bacteriéfagos s&o aplicadas no solo ou diretamente nos
organismos vegetais para que seja possivel a agao desses virus sobre as bactérias.
Entretanto, o emprego de bacteriéfagos € preconizado como um tratamento auxiliar
e, por consequéncia disso, € fundamental a continuidade da utilizagcdo de praticas
adequadas de cultivo e de outros métodos de controle (como eliminagdo de

organismos e materiais contaminados).
1.2 Cancro citrico e Xanthomonas citri subsp. citri

As bactérias do género Xanthomonas sao fitopatdgenos de grande
importancia econdmica, posto que as espécies do grupo causam diversas doengas
(Gottwald; Graham; Schubert, 2002). Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) € uma
bactéria Gram-negativa (Schaad et al., 2006) e agente etiolégico do cancro citrico. A
dispersao dessa bactéria é realizada por chuvas, ventos, insetos e pela utilizagao de
equipamentos contaminados nas areas de cultivo de citricos. A infecgao dos tecidos
vegetais deriva da entrada do fitopatoégeno pelos estdmatos ou aberturas acidentais
produzidas por manipulagdo e maquinario agricola (Gottwald; Graham; Schubert,
2002). A patogenicidade é determinada pela expressao de fatores moleculares, os
quais sao representados pela produgdo de exopolissacarideos (EPS, responsavel
pela adesdo da célula bacteriana e pela producédo de biofilme), enzimas
degradadoras da parede celular vegetal e, principalmente, pelo sistema de secregao
do tipo lll (T3SS) (Zhao et al., 2025). Esse sistema esta relacionado a transferéncia
de proteinas efetoras da infeccdo (PthA) para as células vegetais hospedeiras, nas
quais atuam no nucleo como reguladores transcricionais (Li et al.,, 2014). Nos
campos de cultivo, fatores abidticos, como elevacdo da umidade, ventos
persistentes e temperaturas médias, podem beneficiar a instalagdo da doenga em
organismos de citros.

O principal sintoma do cancro citrico € a formacao de lesdes eruptivas
superficiais nos o6rgédos vegetativos (majoritariamente nas folhas) e nos frutos.
Também torna-se perceptivel a desfolhacdo e a queda de frutos como

consequéncias de infecgdes severas (Naqvi et al., 2022). Em decorréncia desses
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sintomas, a manifestacdo da doencga representa uma problematica expressiva nas
regides de cultivo devido a redugcédo da produtividade nas areas contaminadas, a
perda de safras e de qualidade dos frutos (Gerum et al., 2018). Ademais, a garantia
de eliminagao de arvores infectadas, de limpeza de equipamentos e de compra de
defensivos agricolas com cobre representa um processo financeiramente
dispendioso e ressalta a necessidade do desenvolvimento de controles alternativos
para o cancro.

Sob a perspectiva da producdo brasileira de citricos, o cancro foi
documentado primariamente no estado de S&o Paulo em 1957 (Behlau, 2021).
Contudo, segundo prospec¢cao do Ministério da Agricultura e Pecuaria, a
abrangéncia contemporanea dessa doenga compreende 13 estados brasileiros
(Brasil, 2021). Por consequéncia disso, a citricultura brasileira (maior produtora de
laranja doce do mundo) (Vidal, 2024) esta diretamente ameagada pela disseminagao
do cancro e de outras doengas de citricos como o greening/HLB, que é atualmente a
doencga mais destrutiva das culturas de citricos do mundo (Li et al., 2020).

As principais estratégias de manejo da doenca estao relacionadas a remogao
de organismos infectados da area cultivada, a utilizagcdo de linhagens de citricos
mais resistentes a infeccdo e a aplicagdo de compostos cupricos (como, por
exemplo, o 6xido cuproso) (Ference et al., 2018). Contudo, atualmente, a resisténcia
aos compostos de cobre foi constatada em linhagens de X. citri e de outras espécies
do género Xanthomonas (como X. alfalfae). Essa caracteristica deriva da existéncia
dos grupamentos génicos copLAB e copABCD, cujas presengas estdo conservadas
entre os organismos resistentes (Behlau et al., 2020). Os genes de resisténcia sao
expressados em proteinas constituintes de bombas de efluxo de ions de cobre,
resultando na supressao da atividade bactericida desses compostos. A utilizagao de
substancias compostas por cobre também contamina os solos, os recursos hidricos
€ 0Ss organismos presentes nas regides de aplicagdo. As consequéncias resultantes
do excesso de cobre nos tecidos vegetais sao, por exemplo, a clorose das folhas, a
alteragcdo do crescimento vegetal e a promogdo de citotoxicidade (Kumar et al.,
2021).

A conjuncao desses fatores torna imprescindivel o desenvolvimento de
meétodos alternativos de combate a bactéria X. citri, uma vez que a doenga esta

presente nas principais regides produtoras do pais e infecta todas as espécies de
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citricos cultivados nessas localidades, conforme exposto pelo Fundo de Defesa da

Citricultura.
1.3 Caracterizagao de bacteriéfagos de Xanthomonas citri subsp. citri

Os bacteriéfagos reconhecem e infectam Ilinhagens especificas de
determinadas bactérias, o que produz uma limitagdo da abrangéncia de hospedeiros
existentes para cada linhagem de bacteriéfago (Singh et al., 2020). Atualmente, a
diversidade de fagos infectantes de bactérias fitopatogénicas, como as integrantes
do género Xanthomonas, € muito inexpressiva, com apenas poucos estudos
relacionados a tematica (Yoshikawa et al., 2018; Nakayinga et al., 2021; Marquioni et
al., 2022).

Apesar disso, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e agéncias
internacionais de vigilancia sanitaria (como FDA) ja tém emitido aprovagdes para a
utilizacdo de produtos fundamentados na fagoterapia para o controle de doencgas
bacterianas de gado e de plantagdes (Housby; Mann, 2009). Nesse contexto, o
desenvolvimento de cocktails de fagos (conjuncado de dois ou mais bacteriéfagos
distintos) também pode ser utilizado para garantir que a especificidade de infecgao
seja superada, reduzindo a proliferagdo de cepas resistentes. Isso demonstra a
importancia sanitaria e econbmica da identificacdo e da caracterizacdo da
diversidade de bacteriéfagos. De maneira geral, o processo de caracterizagao esta
relacionado a descricdo genética, morfolégica e bioquimica ou ao estudo dos
parametros de resisténcia fisico-quimica e de padrdes de infecgcao de hospedeiros

Em vista disso, o presente trabalho pretende caracterizar os bacteriéfagos
XacP157 e P26 de Xanthomonas citri subsp. citri para que seja descrita a viabilidade

desses virus em futuras formulagdes de defensivos agricolas.
1.4 Objetivo geral

Avaliar a estabilidade fisico-quimica e a cinética de infecgdo dos bacteriéfagos liticos
XacP157 e P26 (Autographiviridae) de Xanthomonas citri subsp. citri da colegéo do
Laboratério de Genética de Microrganismos (Departamento de Biologia Geral e

Aplicada, Instituto de Biociéncias - Unesp Rio Claro).
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1.5 Objetivos especificos

a) Caracterizar a estabilidade em diferentes valores de pH e de temperatura e
em exposicao a luz ultravioleta;

b) Realizar o experimento de Curva de Crescimento em uma Etapa para
caracterizacgao do ciclo de reproducao litico de XacP157;

c) Avaliar a viabilidade dos fagos XacP157 e P26 por intermédio da contagem
de Unidades Formadoras de Lise (PFU) por mL para determinacdo da

Viabilidade Relativa (%) em cada tratamento.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Condigoes de crescimento da linhagem bacteriana e das particulas virais

Durante a transcorréncia dos experimentos de caracterizagdo, a linhagem de
Xanthomonas citri FDC 102 (Ragupathy et al., 2023) foi utilizada. Como meio de
cultura para o crescimento, foi utilizado NYG (peptona 5 g/L; extrato de levedura 3
g/L; glicerol 20 g/L) com ou sem adi¢ao de agar (15 g/L). O crescimento foi realizado
a 29 °C com ou sem agitacao (200 rpm).

Para a propagacédo dos bacteriofagos XacP157 e P26, 100 yL de uma
suspensao de bacteriéfagos purificados foram misturados com 100 pL de uma
cultura de X. citri em D.Osoonm = 0,4. A essa suspensao, foram adicionados 5 mL de
NYG soft-agar (5 g/L de peptona; 3 g/L de extrato de levedura; 20 g/L de glicerol e
0,65% de agar), o qual foi vertido em uma placa com um pequeno filme de NYG
sélido com 1,5% de agar. O crescimento foi feito a 29°C por 24 horas. Apos a
verificacdo da formagao de placas de lise, foram adicionados 5 mL de Tamp&o-SM
(100 mM NaCl; 10 mM MgSO4; 50 mM Tris-HCI; pH 7.,4; 0,01% agar), e as placas
foram incubadas a 12°C por 24 horas.

Em seguida, essa solucgdo foi filtrada em filtro 0,45 um para a retirada de
quaisquer contaminantes e, em sequéncia, foi realizada uma quantificagédo por meio
de uma diluicdo seriada para o calculo da PFU/mL (Unidades Formadoras de Lise
por mL). Os lisados fagicos foram mantidos a 12 °C e as propagacgdes foram feitas

de maneira continua para a perpetuacao da viabilidade dos bacteriéfagos.
2.2 Caracterizagao fisico-quimica dos bacteriéfagos XacP157 e P26
2.2.1 Avaliagao da estabilidade em diferentes pH

A avaliacdo da estabilidade em diferentes pH foi conduzida conforme
Santos-junior (2020), com modificacbes. Para esse processo, sete suspensdes de
bacteriéfagos foram preparadas em Tampao-SM (sem adi¢ao de agar), cujos valores
de pH variaram entre 2,5 e 11. Para ajuste do pH das solugdes, foram utilizadas
solugdes concentradas de acido cloridrico e hidroxido de sédio.

Os tratamentos foram incubados por uma hora a 29 °C. Apds cada

tratamento, 200 pL de cada solugao foram adicionados a 200 pl de uma suspensao
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de X. citri (D.O.s0onm = 0,4). Essa suspenséo foi adicionada sobre uma placa de Petri
contendo NYG-agar. Posteriormente, foram vertidos 5 mL de NYG soft-agar as
placas. As placas foram incubadas por 24 horas a 29 °C e a formagao de Unidades
Formadoras de Lise foi avaliada (método food plate). A viabilidade relativa foi
calculada em comparagao com o numero de PFU/mL obtido nos tratamentos em pH

7,4 conforme demonstra a férmula:

Viabilidade Relativa (%) = {(Média PFU/mL em pH 7,4 — Média PFU/mL
tratamentos) / Média PFU/mL em pH 7,4} x 100

2.2.2 Avaliacao da estabilidade em diferentes temperaturas

Os ensaios de estabilidade térmica foram estabelecidos conforme Marquioni
et al. (2022), com modificacbes. As suspensdes de bacteri6fagos em uma
concentragdo de 1x10°® PFU/mL foram mantidas em pH 7,4 e foram expostas a
temperaturas, variando entre -80 °C a 60 °C por uma hora. Apds os tratamentos, as
amostras foram plaqueadas pelo método food plate (conforme descricdo exposta no
item 2.2.1).

A viabilidade relativa foi obtida pela comparagao de PFU/mL nos tratamentos

em relagdo ao numero de PFU/mL dos lisados fagicos mantidos a 29 °C:

Viabilidade Relativa (%) = {(Média PFU/mL a 29 °C — Média PFU/mL
tratamentos) / Média PFU/mL a 29 °C} x 100

2.2.3 Avaliagéo da estabilidade em luz ultravioleta

A estabilidade dos bacteriéfagos em luz UV foi determinada conforme
Marquioni et al. (2022), com modificagdes. Para o experimento, suspensdes de 100
Ml de bacteriofagos foram expostas a luz UV (254 nm) de uma cabine de
biosseguranga por 0, 20, 40, 80 e 160 s a uma distancia de 60 cm da fonte de luz.
Apds a exposicado, as suspensdes foram plaqueadas pelo método food plate
(descrito em 2.2.1) para avaliagdo da formacéao de placas de lise.

A concentragdo final de cada tratamento em PFU/mL foi calculada para

avaliar a viabilidade dos bacteriéfagos tratados:
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Viabilidade Relativa (%) = {(Média PFU/mL em Os — Média PFU/mL
tratamentos) / Média PFU/mL em 0s} x 100

2.3 Cinética de infeccao do bacteriéfago
2.3.1 Curva de Crescimento em uma Etapa

A Curva de Crescimento em uma Etapa foi realizada conforme Clokie et al.
(2018), com modificagdes. Inicialmente, 1 mL de suspensdo do bacteriéfago
XacP157 (titulo de particulas virais entre 1 a 3 . 10* PFU/ml) foi adicionado a um
pré-inoculo liquido de X. citri D.O.e0onm = 0,5 (10° células por mL). Posteriormente, a
suspensao integrada por bacteriéfagos e bactérias foi mantida em 29 °C por 5
minutos (agitacdo a 200 rpm), permitindo que os bacteriéfagos adsorvam as células
bacterianas. Para remogao de bacteriéfagos nao-adsorvidos, o conteudo foi
centrifugado e a suspensdo sobrenadante foi descartada, enquanto o pellet foi
ressuspendido em 10 mL de meio NYG liquido.

As aliquotas da cultura de célula foram coletadas em intervalos de 30 min por
um periodo de 120 minutos. Entretanto, em coletas posteriores, o intervalo de tempo
estabelecido foi de 15 minutos e o tempo maximo de coleta foi 270 minutos. O
calculo da PFU/mL foi feito pela contagem de Unidades Formadoras de Lise em

cada uma das coletas, as quais foram crescidas em placas pelo método food plate.



18

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizagao fisico-quimica dos bacteriofagos XacP157 e P26

Por intermédio da caracterizacdo de estabilidade em pH, torna-se notavel que
o potencial litico dos bacteriofagos XacP157 e P26 é reduzido em pHs altamente
acidos, posto que ha uma redugao de 37% da viabilidade (SD = 10) em pH 3,0 para
XacP157 e sao integralmente inviaveis em pH 2,5.

Para os valores de pH levemente acidos (pH 4), neutros e alcalinos, os
bacteriéfagos permanecem viaveis: 75% dos virions se mantém ativos a partir do pH
4,0 até o pH 11,0 (Figura 1). Entretanto, para P26, ha uma pequena redugdo em
situacdes de alta alcalinidade, com uma queda de 23,55% (SD = 17,41) na
viabilidade em pH 11,0. Em vista disso, os pH otimos para estabilidade das

particulas virais foram considerados entre 4,0 e 9,0.

Figura 1 - Sobrevivéncia relativa dos fagos XacP157 (A) e P26 (B) em diferentes pH.
Barras verticais representam os desvios padrdes.
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Os bacteriofagos sdo caracterizados por uma resisténcia térmica contida no
intervalo de temperatura de -80 °C e 55 °C e, em contraposi¢cao, sdo completamente
inativos em 60 °C. Entretanto, a viabilidade relativa é alterada em exposicdo a
temperaturas equivalentes ou maiores que 50 °C para XacP157 e iguais ou maiores
que 55 °C para P26 (Figura 2). Nesse contexto, existe uma redugao de 89,54% (SD
= 5,4) da estabilidade em 55 °C para o XacP157, enquanto ha quase inativagao
integral de P26 em 55 °C.
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Figura 2 - Sobrevivéncia relativa dos fagos XacP157 (A) e P26 (B) em diferentes

temperaturas. Barras verticais representam os desvios padrdes.
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A exposicdo a luz ultravioleta resultou na inativagdo de mais de 50% dos
bacteriéfagos em exposi¢cées equivalentes ou superiores a 40 segundos para
XacP157. A inativagao integral das particulas virais € constatada em um periodo de

160 segundos de exposicao, conforme exposto na Figura 3.

Figura 3 - Sobrevivéncia relativa dos fagos XacP157 (A) e P26 (B) apds exposi¢ao a
luz UV. Barras verticais representam desvios padrdes. As linhas pontilhadas
representam o intervalo de confianga de 95% da regressao nao-linear adequada a
curva de estabilidade.
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3. 2 Cinética de infecgao do bacteriéfago

Em curvas de crescimento em uma etapa, o periodo de laténcia configura-se
como o momento no qual as particulas virais estdo adsorvendo as células
hospedeiras e estdo realizando o ciclo litico no ambiente intracelular. Para o
bacteriéfago XacP157, esse periodo esta contido entre 0 a 90 minutos (Figura 4). A

finalizagdo desse periodo representa o momento de burst size no qual as particulas
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virais, adsorvidas as células hospedeiras, completam o ciclo litico e ocorre a
extrusdao de novos fagos e, para XacP157, esse momento € observado entre 90 e
240 minutos. Para além disso, o burst size também é representado pelo numero de
bacteriéfagos produzidos para cada célula bacteriana lisada. A curva estabelecida
permite inferir que esse numero é préximo de 27 bacteriofagos para cada célula
infectada. O ciclo de reproducéo litico é finalizado em cerca de 240 min e, nesse
sentido, o crescimento é reduzido em tempos de coleta superiores a 225 min, o que
caracteriza um periodo de estabilizagcdo da curva e a finalizagdo da extrusdo de

novos bacteriéfagos, os quais infectardo outras células disponiveis.

Figura 4 - Curva de crescimento em uma etapa de XacP157. Barras verticais
representam os desvios padrdes.
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4 DISCUSSAO

A determinacdo da estabilidade em diferentes valores de pH configura-se
como uma métrica importante na avaliagdo da viabilidade de bacteriéfagos em
diferentes ambientes. Os solos de cultivo de citros e o citoplasma de X. citri sdo
exemplificacbes de espacos com variagdes de pH nos quais os bacteriéfagos
deverao ser ativos. Sob essa perspectiva, é desejavel que os principios ativos de
formulagcbes agricolas sejam resistentes a variagdbes de pH. A condugdo dos
experimentos de estabilidade de XacP157 e P26 permite concluir que os valores de
pH levemente alcalinos (pH entre 7,0 e 7,5) devem ser utilizados em solugdes de
estoque (como o Tampao-SM) ou em possiveis formulagdes. Intervalos de pH
levemente alcalinos sao ideais para manutencao integra de diversos bacteriéfagos
de familias distintas. Nesse sentido, torna-se cabivel mencionar que esses valores
também sao descritos como intervalos adequados para a perpetuacido de ZCO1
(Siphoviridae) e ZCO03 (Podoviridae) de Pseudomonas aeruginosa e
vB_XciM_LucasX (Myoviridae) de X. citri (Santos-junior, 2020; Marquioni et al.,
2022).

A perpetuacido da estabilidade em pH préximo do neutro é previsivel, posto
que o citoplasma de X. citri, ambiente no qual a replicagao viral acontece, possui pH
proximo de 7,0. Para além disso, o ciclo de vida de X. citri ocorre de maneira ideal
entre os valores de pH de 6,0 a 8,0. Consequentemente, € compreensivel que esses
virus sejam estaveis e funcionais nesse intervalo. Também & fundamental destacar
que os métodos utilizados consideram sobrevivéncias relativas, utilizando pH 7,4
como referéncia para o calculo comparativo, 0 que resulta em um viés para valores
6timos nesse intervalo. Contudo, os valores brutos de PFU/mL estabelecidos
corroboram a tendéncia observada e indicam que o intervalo no qual a viabilidade é
mantida esta entre pH 4 e 11. Ademais, esse resultado esta condizente com
parametros de outros bacteriéfagos de Xanthomonas os quais sao, geralmente,
estaveis no intervalo de pH de 5 a 11 com diversos exemplares resistentes a pH 4
(Nakayinga et al., 2021).

Em contraposi¢céo, condigbes de acidez extrema devem ser evitadas para a
manutencdo dos fagos XacP157 e P26 devido a redugdo expressiva das suas
estabilidades em valores de pH menores ou iguais a 2,9 (menos de 50% de

bacteriéfagos viaveis). A perda de atividade litica em valores de pH altamente acidos
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(menores que 4) também sao perceptiveis nos bacteriéfagos ZC01, ZC03 e
vB_XciM_LucasX de X. citri (Santos-junior, 2020; Marquioni et al., 2022). Para o fago
vB_EcoM_XAM237 de Escherichia coli, valores de pH menores ou iguais a 2
resultam na perda de atividade litica, ressaltando a perda de viabilidade em
condi¢cdes extremamente acidas entre bacteriofagos distintos (Chai et al., 2025). Em
condigdes de acidez extrema, ha a danificacdo de estruturas essenciais (como o
capsideo proteico e a cauda proteica) e de outros componentes (como a destruicao
do material genético e de lipidios) (Raza et al., 2023; Yuan et al., 2017; Moyer;
Nemerow, 2011). O capsideo fagico € integrado por uma conjungdo de proteinas
ligadas por diferentes interagdes moleculares. Em contextos de redugao do pH, pode
ocorrer a degradacao dessas estruturas por intermédio da ionizagao de residuos de
aminoacidos, por exemplo. Para 12 fagos de Acinetobacter baumanii (patégeno
oportunista causador de infec¢gdes supurativas em humanos), a atividade litica foi
expressivamente reduzida em valores de pH entre 3 e 4 devido a provavel
degradacao de proteinas essenciais (Baginska et al., 2024).

A analise dos intervalos de resisténcia térmica € empregada com o propadsito
de delimitar os intervalos ideais de estocagem e de aplicagdo nas condi¢cdes de
temperatura do campo. Para os bacteriéfagos XacP157 e P26, a atividade litica &
perpetuada em temperaturas entre -80 °C e 55 °C. Todavia, a resisténcia térmica é
reduzida em temperaturas superiores a 55 °C, resultando na supressao integral de
unidades liticas em 60 °C. Esse parametro representa uma caracteristica altamente
variavel entre bacteriéfagos distintos. Para Xanthomonas, existem fagos de X.
phaseoli que permanecem ativos entre 2 e 28 °C, fagos de X. pruni e X. oryzae
ativos entre 20 e 50 °C e fagos de X. euvesicatoria com atividade entre 35 e 70 °C
(Nakayinga et al., 2021). Da mesma maneira que os valores de pH extremamente
acidos resultam na inativagcdo, temperaturas elevadas sao responsaveis pela
desnaturagao de proteinas essenciais e de estruturas essenciais. Para RSJ2 de
Ralstonia solanacearum, exposicao a 40 °C por periodos prolongados (5 horas e 10
horas) resultou em inativacdo devido ao provavel extravasamento do material
genético durante a desagregacgado entre cauda e capsideo (evento observado por
Microscopia Eletronica de Transmissédo e Microscopia de Forga Atdmica) (Sae-ueng
et al., 2024). Entretanto, os fagos XacP157 e P26 sao caracterizados por um
intervalo abrangente de resisténcia térmica, caracteristica a qual possibilita sua

manutengdo em condigdes variaveis. A perpetuacdo dos bacteriofagos em baixas
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temperaturas permite, por exemplo, que os estoques sejam mantidos em
ultracongeladores (também utilizados para estoques de bactérias). Em caso de
utilizagcado para a producao de formulagdes, a estocagem dos produtos podera ser
realizada em temperatura ambiente (cerca de 25 °C a 30 °C) sem o risco de
inativagdo do bacteriéfago.

Para o cenario da fagoterapia como método alternativo de controle de
doengas bacterianas agronémicas, € imprescindivel que o potencial litico seja
mensurado em relacdo a exposicdo a radiacdo UV. Isso porque, em campos de
cultura, a incidéncia de raios solares representa um risco de inativacdo das
particulas virais por esse tipo de radiacdo. Para XacP157 e P26, a radiacao
ultravioleta representa um fator altamente inativador, posto que a incidéncia direta
dos raios UV resultou em inativagéo integral em exposigao igual ou superior a 160
segundos. Existem diversas caracteristicas da biologia viral as quais podem estar
relacionadas a esse comportamento. Como exemplificagdo, a auséncia de um
envelope lipidico pode representar uma das causas de alta inativacédo por exposi¢cao
a luz ultravioleta devido a auséncia dessa protegdo de lipideos. Os principais
mecanismos de degradacdo gerados pela radiagdo residem na destruicdo ou na
mutacgao do material genético (Vechtomova et al., 2021) e, portanto, € compreensivel
que a exposicao a luz UV resulte na perda de atividade litica.

Devido a sensibilidade expressiva dos bacteriéfagos caracterizados, é
necessario que uma aplicagao futura em campo esteja conciliada com um método
de atenuagéo da incidéncia de radiagdo ultravioleta. Para que isso seja possivel, a
utilizacao de fotoprotetores é altamente recomendada na producédo de formulagdes.
Compostos organicos, como extratos de Aloe vera, sao atualmente estudados como
fatores de protecdo a radiagdo ultravioleta em contextos distintos (em produtos
farmacéuticos e cosméticos, por exemplo) (Misawa et al., 2017; Resende et al.,
2022; Reis-mansur et al., 2023). Os extratos de A. vera sao integrados por diversos
polissacarideos (acemanana, aloe-emodina, aloina e aloesina, por exemplo) com
fungbes distintas de imunorreguladores, antioxidantes, anti-inflamatorios e
fotoprotetores (Kumar et al., 2024; Hes et al., 2019). Ademais, devido aos baixos
riscos que esses compostos apresentam a saude humana e ambiental, o seu
emprego desponta como uma promessa para a protecdo contra a radiagao
ultravioleta em formulagbes agricolas contendo XacP157 e P26. A utilizacdo de

outros extratos naturais derivados de cenoura, pimentdo-vermelho e beterraba
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também garantem fotoprotecdo aos bacteriofagos de Erwinia amylovora (agente
etiolégico do fogo bacteriano) (Born et al., 2015)

Os resultados derivados da caracterizagao fisico-quimica deste trabalho sao
congruentes com os parametros de tolerancia de outros bacteriéfagos de X. citri da
nossa colegcdo. Como exemplificacdo, P27 e XacP77 permanecem estaveis em
exposicao a valores de pH entre 4 e 11 e em temperaturas entre -80 °C e 50 °C e
sdo altamente sensiveis a exposicdo em ultravioleta. (Zamunér, 2024).

A curva de crescimento em uma etapa € semelhante a curva do fago CP2 de
X. citri, cuja composigao genética € cerca de 95% idéntica aos fagos XacP157 e P26
(Ahmad et al., 2014; Zamunér, 2024). Conforme mencionado previamente, o periodo
de laténcia possui 90 minutos de duragdo. Esse padrao temporal também €& notado
na curva de crescimento do fago CP2 (Ahmad et al., 2014). Entretanto, as curvas de
crescimento em uma etapa s&do bastante distintas para diferentes bacteri6fagos e
representam diferentes padrdes de replicacido viral. Para XacP157, o numero de
novas particulas virais liberadas para cada célula lisada & préximo de 27, porém
esse padrao pode ser alterado por alguns fatores como, por exemplo, a linhagem
utilizada como hospedeira, a composicdo e as condicbes do ambiente de cultura
(Hadas et al., 1997).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Em decorréncia do desenvolvimento expressivo da fagoterapia, agéncias
internacionais de vigilancia sanitaria, como o FDA (Food and Drug Administration), e
o0 Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), por exemplo, tém
emitido pareceres favoraveis a utilizagado de produtos baseados em bacteriéfagos na
agricultura. Diversas empresas (AdaptivePhage, BigDNA, Ellis Day Skin Sciences,
Hexal Genentech, entre muitas outras) tém utilizado os bacteriéfagos integralmente
ou parcialmente na producdo de patentes ou produtos comerciais para contextos
veterinarios e clinicos com a aprovacao da FDA (KARN et al., 2023). A BioPhage
Pharma Inc. possui uma patente relativa a producdo de uma vacina fundamentada
na expressao de proteinas imunizantes por bacteriéfagos (MARCH et al., 2002).
Para o cancro citrico, a AgriPhage desenvolveu uma formulagdo cuja manutengao
pode ocorrer em temperatura de 4 °C e em um intervalo de pH entre 6,0 e 8,5
(AGRIPHAGE, 2022). Sob essa perspectiva, os bacteriéfagos despontam como uma
alternativa viavel para a elaboragao de novas formulagdes agricolas para manejo e
controle de fitopatologias. Todavia, o conhecimento prévio sobre a dinamica de
infeccdo do bacteriéfago e sobre os seus intervalos de resisténcia fisico-quimica sédo
requeridos para a producido desses produtos. A caracterizagao estabelecida nesse
trabalho ¢é, portanto, imprescindivel para a elucidagdo da estabilidade dos
bacteriéfagos em diferentes condicbes. Os parametros de resisténcia fisico-quimica
também sao determinantes para estocagem correta e para avaliagdo das condigbes
necessarias de aplicagao dos fagos em testes de manejo em campo.

A caracterizagao da resisténcia fisico-quimica realizada para XacP157 e P26
nesse trabalho estabelece diretrizes e parametros condizentes com outros
bacteriéfagos avaliados dentro do contexto da fagoterapia contemporénea. XacP157
e P26 sao, portanto, viaveis em intervalos de pH e temperatura utilizados em
formulagdes existentes, contudo a avaliacdo da resisténcia a luz ultravioleta
demonstra a necessidade de fotoproteg¢ao para a aplicagdo em campos de cultivo.

Ademais, o estudo da cinética de infecgdo permite conhecer o tempo no qual
o bacteriéfago completa seu ciclo de reprodugao litico. O conhecimento dessa
caracteristica é fundamental para estabelecer parametros de tratamento como, por
exemplo, o tempo necessario para a lise da célula hospedeira e 0 numero de novos

bacteriéfagos produzidos por ciclo. Os tempos de ciclo descritos para XacP157 sao
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importantes para que o tempo de tratamento em campo possa ser delineado,
garantindo uma eficiéncia maior em futuras aplicagdes. Como continuidade ao
trabalho realizado, torna-se possivel a realizagdo da curva de crescimento em uma
etapa de P26 e de outros bacteriofagos integrantes da colegdo do Laboratério de
Genética de Microrganismos. Entretanto, as curvas de outros bacteriofagos, como
XacP157, P27 e XacP77, ressaltam que os padroes de reproducdo dos
bacteriéfagos da colegcdo sdao muito similares e os tempos de ciclo podem ser
extrapolados em futuras utilizagdes.

Em sintese, € necessaria a continuidade do estudo das caracteristicas virais
propostas neste trabalho para que exista uma avaliagdo da longevidade dos
estoques em exposicdo a diferentes temperaturas e valores de pH por longos
periodos de tempo e a diferentes niveis de radiacdo ultravioleta. A avaliagao
continua desses parametros em diferentes condicdes também é requerida para uma
compreensao integral sobre a biologia dos bacteriéfagos. Para além disso, a
descricdo da abrangéncia de hospedeiros para os bacteriéfagos (parametro
estabelecido para XacP157 e P26 com linhagens de X. citri presentes na cole¢ao do
Laboratério de Genética de Microrganismos) deve ser continuamente testada para

novas cepas de X. citri.
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