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RESUMO

A bactéria Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), agente causal do cancro
bacteriano da actinidea, é responséavel pela doenca considerada mais grave desta
cultura na atualidade, provocando importantes prejuizos nos principais paises
produtores de kiwi, incluindo Portugal. Esta doenca, descrita pela primeira vez no
Japao em 1984, foi detetada em Portugal em 2010, manifestando elevada
agressividade e uma dispersdo muito rapida, tendo, nos dias de hoje, distribuicdo

generalizada nas principais regiées produtoras de Kiwi.

Este trabalho, realizado em 2013 e 2014, teve por objetivo isolar, identificar e
caraterizar isolados de Psa na Regiao do Entre Douro e Minho (EDM), e conhecer
a prevaléncia das populacdes de Psa (Psal, Psa2, Psa3, Psa4) nesta regiao. A
partir de material vegetal com sintomas da doenca proveniente de diferentes
pomares de Actinidia deliciosa, isolou-se 0 agente patogénico e realizou-se a sua
identificacdo, caracterizagdo morfologica, fenotipica, molecular e de

patogenicidade.

A andlise fenotipica de 94 caracteristicas de uma colec¢éo de isolados portugueses
mostrou que a maioria deles se posicionou em dois fena. A maior parte dos isolados
ficou incluido no fenon 1 juntamente com a estirpe italiana CFBP 7286 (Psa3). A
comparacao destes resultados com a identificacdo molecular obtida por PCR (com
0os primers Psa-F1/PsaR2, de Rees-George e colaboradores (2010)) permitiu

identificar as 23 estirpes portuguesas como Pseudomonas syringae pv. actinidiae.

Os resultados da andlise da estrutura genética da populagéo portuguesa de Psa
caracterizada, com a utilizacdo da técnica de multiplex-PCR utilizando os primers
PsaF/PsaR, EuropeF/EuropR, ChinaF/ChinaR e JapanF/JapanR, amplificou os
dois fragmentos de ADN esperados de 311 e 733 pb simultaneamente, em 22
estirpes isoladas na regido EDM e na estirpe italiana CFBP 7286. Estes resultados
indicam que as estirpes portuguesas pertencem a populacéo Psa3, populacdo mais
virulenta de Psa, atualmente responsavel pelo surto da doenca na Europa e na

Nova Zelandia. Apenas para uma estirpe (B65), a caracterizagdo molecular néo foi



conclusiva, indicando os resultados que se podera tratar de uma estirpe da
populacdo Psa4 (P. s. pv. actinidifoliorum pv. nov.). A andlise do polimorfismo
obtido por RFLP e BOX-PCR permitiu confirmar que, com excec¢ao da estirpe B65,
as estirpes portuguesas séo idénticas a populacdo Psa3, pois apresentaram o
mesmo perfil genético das estirpes Psa3 italiana e da Nova Zelandia incluidas neste
estudo. Contudo registou-se a existéncia de variabilidade genética no interior das
estirpes da populacédo portuguesa. Estes resultados foram igualmente confirmados
pela andlise dos alinhamentos das sequéncias dos genes ompP1 e cts das estirpes
portuguesas estudadas, que permitiu observar que existe similaridade entre estas
e as estirpes de Psa da populagcdo Psa3, cujas sequéncias foram obtidas no
GenBank (JX297572) e no artigo publicado por Vanneste e colaboradores (2010),

respetivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram ainda isolar bacteriéfagos
naturalmente presentes em pomares de actinidea do EDM, com a capacidade de
provocar lise celular de estirpes de Psa. Estes resultados promissores, sdo
importantes do ponto de vista do controlo da doenca, sendo necessario a realizacao

de novos estudos.

Palavras-chave: biovar; cancro bacteriano da actinidea; kiwi; popula¢cdes de Psa;
Portugal; Psa3.



ABSTRACT

The bacteria Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), the causal agent of
bacterial canker of kiwifruit, is currently the cause of the most severe disease
affecting this crop, causing significant losses in the main kiwi producing countries,
including Portugal. This disease was described by the first time in Japan in 1984
and it was detected in Portugal in 2010, showing high aggressiveness and very fast
spreading, and at the moment it is present in all the main areas of kiwifruit

production.

This study, accomplished between 2013 and 2014, aims to isolate, identify and
characterize strains of Psa in the Entre Douro e Minho (EDM) region, and to
determine the prevalence of populations of Psa (PSAL, PSA2 Psa3 and PSA4) in
this region.

The pathogen was isolated from plant material with symptoms of the disease from
different Actinidia deliciosa orchards and then was realized its identification and

morphological, phenotypical, molecular and pathogenicity characterization.

The Phenotypic analysis of 94 characteristics of Portuguese isolates collection
showed that the majority of them are positioned in two fena. The majority of the
isolates were included in fenon 1 with the Italian strain CFBP 7286 (Psa3). The
comparison of these results with the molecular identification obtained by PCR (with
the primers Psa-F1/PsaR2, Rees-George et al. (2010)) allowed the identification of
23 Portuguese strains as Pseudomonas syringae pv. actinidiae. The results of the
analysis of the genetic structure of the Portuguese Psa population, obtained trough

the multiplex-PCR technique using the primers PsaF/PsaR, EuropeF/EuropR,

\%



ChinaF/ChinaR and JapanF/JapanR amplified the two expected DNA fragments
with 311 and 733 bp (bar pares) into 22 strains isolated in EDM region and into the
Italian strain CFBP 7286 (Psa3). These results indicate that the Portuguese strains
belong to the Psa3 population, the most virulent Psa population, currently
responsible for the European and New Zealand Psa outbreak. The molecular
characterization was not conclusive in just one strain (B65), with the results showing
the possibility that this strain belongs to the Psa4 population (P. s. pv.
actinidifoliorum pv. nov.). The polymorphism analysis obtained by RFLP and BOX-
PCR allowed to confirm that the Portuguese strains (except the strain B65) are
identical to the Psa3 popultaion, because they exhibited the same genetic profile as
the Italian and New Zealand Psa3 strains included in this study. However, it was
observed that there is genetic variability between Portuguese population strains.
These results were also confirmed by the analyses of the ompP1 and cts gene
sequences of the EDM strains studied, which allowed the observation of similarity
between this Portuguese strains and the Psa strains of the Psa3 population, whose
sequences were obtained respectively from the GenBank (JX297572) and the

article published by Vanneste and Colaborators (2010).

The results of this work allowed the isolation of bacteriophages naturally present in
EDM Actinidia orchads, with the ability to cause cell lysis of Psa strains. These
promising results are important for disease control, being necessary to conduct

further studies.

Keywords: biovar; kiwi; kiwifruit bacterial canker; Portugal; Psa populations; Psa3
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1. Introducao

1.1. A cultura da actinidea

A actinidea pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Ericales, familia Actinidiaceae e género Actinidia (NCBI, 2014). O género Actinidia
compreende mais de setenta espécies e variedades (Garcia et al., 2012), das quais
a Actinidia deliciosa (A. Chev.) e Actinidia chinensis (Planch.) sdo as que tém maior
interesse comercial, havendo no entanto outras como a Actinidia arguta (Siebold &

Zucc.) que tém vindo a ser cada vez mais exploradas.

Segundo Ferguson (2013) a primeira descricéo feita e conhecida da actinidea, na
altura conhecida como “Mihoutao” na China, ocorreu no século XlII pelo autor Song
Dynasty. Este descreveu-a como sendo uma planta com folhas redondas e pilosas,
que crescia subindo pelas arvores em vales de montanhas. Relativamente a forma
e tamanho do fruto, referiu que fazia lembrar um ovo, com pele castanha e que
depois das primeiras geadas se tornava doce e comestivel. Os relatos mais antigos
conhecidos referentes a actinidea no resto do mundo remontam ao século XVIll e
foram feitos por botanicos europeus que viajaram pela China e trouxeram as
primeiras amostras da planta para a Europa. Na época, o fruto ndo tinha interesse
comercial, mas sim para os colecionadores e como decora¢do. A descricao feita
dos frutos referia que tinham o tamanho de uma noz e o sabor de groselha madura
(Ferguson, 2013).

A maior parte das espécies e variedades do género Actinidia encontram-se entre
0s 25° e o0s 30° norte na China (Burdon e Lallu, 2011). Desde que se iniciou a
difusdo desta planta pelo mundo, diversas cultivares tém surgido, como “Abbott”,
“Allison”, “Bruno”, “Hayward”, “Monty”, entre outras. A cultivar dominante é a
“‘Hayward”, pertencente a espécie A. deliciosa, devido as caracteristicas
organoléticas e conservacao pos-colheita do fruto. Outra cultivar que também tem
vindo a crescer comercialmente € a “Hort16A”, obtida na Nova Zelandia pelo
HortResearch, tendo resultado de cruzamentos feitos em 1987. Esta cultivar da

espécie A. chinensis produz um fruto visualmente distinto e com sabor mais
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complexo e “tropical” do que a “Hayward” (Burdon e Lallu, 2011), tendo contribuido

para o aumento do nimero de consumidores de kiwi (Ferguson, 2013).

Atualmente, a espécie A. deliciosa encontra-se distribuida entre os 25° e 0s 45° em
ambos os hemisférios. Os ambientes relativamente humidos e abrigados, frios no
inverno (atingindo até -10°C) e quentes no verdo (sem exceder os 40°C), que
tenham um periodo sem geadas suficientemente longo para permitir a maturagédo

do fruto, séo os ideais para o desenvolvimento da planta (Ferguson, 2013).

O fruto é maioritariamente consumido fresco, mas também tem sido utilizado em
diversos produtos processados, como compotas, sumos, topping, doces, entre
outros. Também lhe sdo atribuidas algumas caracteristicas medicinais, como
ajudando em funcbes digestivas, redutor de irritabilidade, atenuador do
reumatismo, agindo na prevencdo de formacdo de pedras nos rins, entre outras
(Ferguson, 2013).

1.2. Importancia economica da actinidea

A producéao de kiwi € uma importante atividade econdémica em varios paises, tendo
sido a China em 2013 o maior produtor mundial com a producdo de 1 765 847
toneladas (FAOSTAT, 2015). No mundo, a producao de kiwi tem vindo a aumentar
de uma forma geral nos ultimos anos, tanto ao nivel de toneladas produzidas como
em area utilizada. Entre 1992 e 2013, segundo estatisticas disponibilizadas pela
FAOSTAT, a area utilizada aumentou de 64 903 para 243 879 hectares e a
producado de 986 621 para 3 261 474 toneladas.

Em Portugal, foi a partir da década de 1990 que a producéo de kiwi comecou a ter
maior interesse, gragas ao valor interessante que a fruta tinha no mercado, ao baixo
custo de producdo e por se tratar de uma cultura que tinha poucos problemas
fitossanitarios (Félix e Cavaco, 2004). As principais regides produtoras de kiwi sdo
o Entre Douro e Minho e a Beira Litoral, sendo a primeira a que apresenta maior
area e producao do fruto (INE, 2012). Segundo dados disponibilizados pelo Instituto

Nacional de Estatistica (INE), em 2013 foram produzidas 21 306 ton de kiwi em
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Portugal numa é&rea total de 2 127 ha, das quais 16 695 ton foram produzidas
apenas na zona Norte do pais. O aumento da exportacdo de kiwi tem sido notavel
nos ultimos anos, como se pode verificar na Figura 1, tendo sido atingido o valor
maximo em 2013 de 13 261 ton, equivalendo a 11 212 000 €.

Valores de Exportacao (€)
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4000000

2000000 I I I I
0
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Figura 1. Valores de exportacdo portuguesa de kiwi, em euros. (INE, 2007 a 2013)

1.3. Principais doencas que afetam a actinidea

Atualmente, a doenca mais preocupante que afeta a actinidea é o cancro
bacteriano da actinidea, causado pela bactéria Pseudomonas syringae pv.
actinidiae. Outras bactérias que podem igualmente infetar esta cultura sdo

Pseudomonas syringae pv. syringae e P. viridiflava.

Entre as doencas causadas por fungos que podem provocar danos na cultura do
kiwi, referem-se a “podriddao agarica” causada por Armillaria spp., a podridao
radicular causada por Phytophthora spp. e a “esca” provocada por um complexo de
fungos entre os quais Phaeoacremonium spp., Fomitiporia mediterranea e
Fusicoccum spp. (Moreira e Coutinho, 2011; Moreira e Coutinho, 2014). Na Nova

Zelandia, a bactéria Agrobacterium tumefaciens, os fungos Phytophthora cactorum,



P. cinnamomi, Armillaria mellea e Botrytis cinerea estdo também descritos como

organismos que infetam e podem provocar danos em actinidea.

1.4. O cancro bacteriano da actinidea

1.4.1. Historia e distribuicdo geografica da doenca

O cancro bacteriano da actinidea € causado pela bactéria Pseudomonas syringae
pv. actinidiae (também denominada pela sigla Psa), isolada pela primeira vez em
A. deliciosa cv. Hayward em 1984 no Japé&o por Takikawa e seus colaboradores
(Takikawa et al., 1989). Em 1989 foi descrita na China uma doenca semelhante
(Butler et al., 2013), e em 1992 ocorreu o primeiro relato de Psa na Europa, em
Italia (Scortichini, 1994). As referéncias do aparecimento da doenca comecaram
entdo a espalhar-se pelos paises produtores de kiwi, estando oficialmente presente,
tal como esta ilustrado na Figura 2, na Coreia do Sul e Irdo desde 1994 (Mazarei e
Mostofipour, 1994; Butler et al., 2013), em Portugal desde 2010 (Balestra et al.,
2010), desde 2011 no Chile (EPPO, 2011a), na Nova Zelandia (Everett et al., 2011),
em Franca (Vanneste et al., 2011), em Espanha (Abelleira et al., 2011), na Australia
(EPPO, 2011b) e na Suica (EPPO, 2011c) e desde 2012 na Turquia (Bastas e
Karakaya, 2012).

xxxxx
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Figura 2. Distribuicdo do cancro bacteriano da actinidea no mundo (EPPO, 2012)



Resultados publicados recentemente por Khandan e Worner (2013) utilizando
modelos de previsao da dispersédo da doenca, indicam que Portugal, a provincia de
Latin em Italia e a Grécia, sdo previstas como zonas altamente suscetiveis para o
desenvolvimento da doenca. Com base nos dados disponiveis, e utilizando os
modelos CLIMEX e MaxEnt, estes autores apresentam a distribuicao global de Psa
a nivel mundial Figura 3.
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Figura 3. (a) Atual distribuicdo mundial de Psa usando o modelo CLIMEX e MaxEnt. (b) Potencial
distribuicdo de Psa pelo modelo CLIMEX. (c) Potencial distribuicdo de Psa pelo modelo MaxEnt. As
cores vermelho e amarelo indicam a maior suscetibilidade climatica.

Esta doenca € atualmente considerada a maior causa de perdas na producéo de
kiwi dado que tanto afeta a produgdo como também pode levar & morte das plantas
(Abelleira et al., 2014). Foi ja responséavel por perdas econdémicas importantes em
Franca, Espanha, Portugal, Chile, Coreia do Sul e Japao, mas principalmente em

paises como ltalia e Nova Zelandia onde a producao de kiwi é bastante importante
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para a economia nacional (Scortichini et al., 2012). Em 2008 ter4 causado perdas
econOémicas na ordem dos 2 000 000 euros em ltalia e calcula-se que ira causar
prejuizos de 310 a 410 milhdes de euros na Nova Zelandia entre 2013 e 2018
(Khandan e Worner, 2013).

A origem e evolugdo da bactéria Psa, € um tema que ainda néo esta totalmente
esclarecido e que continua a ser alvo de multiplos estudos. Varios autores referem
que Psa tera surgido na Asia, tendo em conta que é a regido de origem do seu

hospedeiro (Marcelletti et al., 2011).

Diversos estudos indicam que, ao contrario do que se poderia supor inicialmente,
a populacdo Psa3 registada pela primeira vez em Italia em 2008 ndo devera
descender da populacdo Psal ja presente no pais, mas ambas terdo evoluido a
partir de um ancestral comum (Marcelletti et al., 2011). Num estudo publicado por
Marcelletti e seus colaboradores (2011), em que foram feitas comparacdes de
sequéncias genéticas de diferentes populacdes de Psa, P. avellanae, P. s. pv. thea
e P. s. pv. tomato, foi verificado que uma importante parte do genoma especifico
da populacdo Psa3 ndo tem homologia com a populacdo Psal, tendo-a com
bactérias de outras patovares. Estes resultados sugerem que uma parte importante
da porcdo de ADN da populacdo Psa3 pode ter sido adquirida através de
transferéncia horizontal de genes (Scortichini et al., 2012). Esta aquisi¢cdo de
material genético exdgeno pode ocorrer quando as bactérias estdo sob condicdes
de stresse e, assim, adquirem genes que podem contribuir para a sua

sobrevivéncia.

A introducdo e dispersdo desta populacdo Psa3 nos paises da Europa, Nova
Zelandia e Chile, parece estar ainda por esclarecer, existindo atualmente duas
posicbes diferentes. Por um lado, Scortichini e seus colaboradores (2012)
defendem que a doenca se propagou pela Europa a partir de material vegetal
infetado e para a Nova Zelandia a partir de polen infetado provenientes de Italia.
Por outro lado, Butler et al. (2013) afirmam que as estirpes de Psa presentes na
Nova Zelandia, Itdlia e Chile ttm um ancestral comum presente na China, sendo

este o pais de origem do surto.



A bactéria pode infetar tanto Actinidia deliciosa como A. chinensis, onde causa
perdas econdmicas consideraveis. Também ja foi isolada a partir de A. arguta e A.
kolomikta (Scortichini et al., 2012) e recentemente foi descrito que a bactéria
também sobrevive em Cryptomeria japonica, uma espécie nao hospedeira
(Vanneste et al., 2012).

Tendo em vista a limitacdo da dispersdo da doenca, a EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) adicionou, em 2009, a doenca na lista
de alerta A2, lista que inclui os organismos recomendados para regulacdo como
organismos de quarentena (EPPO, 2012). J4& em 2012 foram pedidas
recomendacgdes pela Comissédo da Unido Europeia com vista a serem adquiridas
medidas para limitar a propagacdo da doenca nos estados membros. Para esse
efeito, passou a ser necessario um certificado fitossanitario de plantas ou polen que
tenham origem em paises fora da Unido Europeia, bem como a sua inspecéo e
realizacdo de testes laboratoriais para detetar a presenca de Psa, quando
considerado apropriado. Para movimentacdo de plantas entre estados membros,
passou a ser obrigatério um “passaporte fitossanitario” que garanta que as plantas
tém origem num local onde a doenca ndo estd presente e podem também ser

testadas para a presenca de Psa (Cunty et al., 2014).

1.4.2. Sintomatologia e evolucéo da doenca

Os sintomas da doenca variam ao longo do ano. No principio da primavera o
sintoma mais visivel € a producdo de um exsudado avermelhado associado a
cancros e feridas nos troncos e ramos infetados. No caso de ndo haver exsudado,
pode ser observada uma coloracdo vermelha-acastanhada por baixo da casca
(Figura 4e). Embora seja mais dificil de detetar, pode ainda ocorrer a formagéo de
gotas de exsudado branco nos tecidos, o qual é consequéncia da bactéria estar a
ser expelida dos tecidos infetados apdés um periodo de intensa multiplicagédo
bacteriana. A producao deste exsudado ndo acontece sempre associada aos outros
sintomas, podendo ser observada antes da floragcdo e no ver&do. Durante a

primavera podem ainda surgir pintas e necroses nas folhas (Figura 4a), e necroses
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castanhas nos botdes florais (Figura 4c), que podem levar ao abortamento floral,
impedindo assim a formacao de fruto (Vanneste et al., 2011d; Abelleira et al., 2011,
Moura, 2013). Também um importante sinal de que o pomar pode estar infetado
com Psa € a morte repentina de plantas, com a parte aérea da planta a murchar

em poucos dias (Andolfi et al., 2014).

No verdo, o sintoma mais notorio € o aparecimento de pequenas manchas
necroticas angulares nas folhas (podem comecar a formar-se no final da
primavera), podendo apresentar ou ndao, um halo amarelo (Figura 4a). Estas
manchas podem acabar por se juntar, formando necroses castanhas de maiores
dimensdes (Figura 4b) (Moura, 2013). Os ramos podem comecar a secar a partir
do meio, presumivelmente o local onde a bactéria entrou no tecido, secando
posteriormente em ambas as dire¢des (Vanneste et al., 2011d), com a consequente

morte do fruto (Figura 4d).

Na parte final do verdo e durante o outono podem comecar a formar-se cancros
nos troncos e nos ramos. No final do outono a bactéria pode entrar na planta através
das diversas feridas resultantes da colheita do fruto e da queda das folhas. No
entanto, os sintomas das novas infecdes sO aparecerdo na primavera seguinte
(Vanneste et al., 2011d).

Alguns sintomas desta doenca ndo sao especificos, o que dificulta a sua
identificacdo no campo. Por exemplo, a morfologia das manchas nas folhas e as
necroses nas flores causadas pela Psa sdo semelhantes as causadas por outras
bactérias patogénicas da actinidea como Pseudomonas syringae pv. syringae ou
Pseudomonas viridiflava. Entre os restantes sintomas, 0s que parecem ser mais
especificos de Psa sé@o a producdo de exsudados brancos e avermelhados e a

morte dos rebentos no verdo (Vanneste et al., 2011d).



Figura 4. Sintomas caracteristicos de Psa em actinidea (a) Folha de Actinidia deliciosa com
necroses castanhas circundadas por halo amarelo. (b) Folha com necroses castanhas de
maiores dimensdes. (c) Botdes florais com necroses castanhas. (d) Murchiddo e morte de
ramos. (e) Zonas debaixo da casca com tonalidade avermelhada.

A bactéria pode colonizar a planta aparentemente em qualquer altura do ano, no
entanto, as épocas mais favoraveis sdo o fim do inverno, inicio da primavera e o
outono, dado que as condi¢cbes de temperatura e humidade sdo mais favoraveis e
sdo realizadas operacdes culturais que podem promover a sua penetracao
(Vanneste et al., 2011e; Ferrante et al., 2012; Scortichini et al., 2012). No veréo,
quando as temperaturas sobem acima de 27°C, a sua dispersédo e infecdo sdo
totalmente inibidas (Serizawa e Ichikawa, 1993). Relativamente a sua viruléncia,
esta € maior a temperaturas entre os 10°C e os 20°C, em que a temperatura 6tima
parece ser nos 15+3°C (Serizawa e Ichikawa, 1993; Cheng et al., 1995)

No inverno pensa-se que Psa se possa manter nos tecidos doentes, como é
caracteristico da espécie P. syringae que infeta plantas lenhosas (Vanneste et al.,
2011d), podendo mesmo descer até as raizes da planta onde se mantém inativa
(Renzi et al., 2012a). No final do inverno pode iniciar-se a dispersdo da bactéria
através da producdo de exsudados bacterianos a partir dos cancros antigos
(Ferrante et al., 2012). Quando a temperatura comeca a aumentar, com o inicio da

primavera, a bactéria aumenta a sua multiplicacdo, sendo uma época do ano
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preferencial para a disseminacdo dentro da planta e entre plantas no mesmo
pomar. A migracdo dentro da planta hospedeira ocorre atraveés dos vasos xilémicos
e representa uma importante fase do ciclo da doenca, uma vez que pode resultar
na formacdo de cancros que permitem a dispersdo no ambiente através dos
exsudados (Spinelli et al., 2011). Nesta fase podem aparecer necroses nos botdes
florais que podem resultar em necroses nas pétalas ou mesmo na queda em massa

das flores na época de floragédo (Ferrante et al., 2012).

No verdo, a populacédo de Psa pode diminuir, gracas ao aumento da temperatura,
embora a bactéria tenha a capacidade de sobreviver a temperaturas elevadas,
podendo observar-se apenas a diminui¢ao da sua atividade (Vanneste et al., 2011d;
Renzi et al., 2012a). A populacdo e a sua atividade volta a aumentar quando as
temperaturas decrescem com a chegada do outono (Vanneste et al., 2011d).

Vanneste et al., (2011d) apresentam, através da Figura 5, uma proposta possivel

para o ciclo de vida da Psa (Vanneste et al., 2011d). Nesta figura associam-se as

Multiplicagdo da Psa fora da planta
Infegdo ocasional

Verdo

ProdugBo do indculo Morte dos
Novas infecdes rebentos
Ainfecdo ocorre durante a queda

da folha e a colheita
Manchas foliares

Morte dos rebentos

Primavera | Outono

MultiplicagBo da Psa dentro dos

tecidos da planta
Exsudado branco

j |
A planta reage a presenga Exsudado vermelho
da bactéria
Inverno

fases do ciclo de vida da bactéria aos sintomas conhecidos nas plantas.

Figura 5. Ciclo de vida da Psa sugerido por Vanneste e seus colaboradores (adaptado de Vanneste
et al., 2011d).
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1.4.3. Transmissao e disseminacao da doenca

Os mecanismos utilizados por Psa na sua dispersdo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Acredita-se que a propagacdo e disseminacdo da bactéria a
pequenas distancias, como dentro de um pomar ou entre pomares vizinhos, seja
feita pelas populacdes de Psa que se desenvolvem no exterior da planta (populagéo
epifitica), pela producdo de exsudados das plantas infetadas, pela friccdo entre
folhas de plantas infetadas e plantas saudaveis, pelo vento, pela chuva, pelo polen
e ainda por insetos (nomeadamente abelhas) (Stefani e Giovanardi, 2011,
Vanneste et al., 2011d; Ferrante et al., 2012; Pattemore et al., 2013; Tontou et al.,
2014).

No estudo publicado por Vanneste et al., (2011d), na sequéncia do
acompanhamento de pomares de kiwi na regido de Latina (Italia), foi observado
que a propagacdo da doenca a pequenas distancias ocorre de uma forma mais
acelerada quando a temperatura é relativamente baixa (abaixo dos 20°C) e a
humidade relativa é elevada, tendo havido o aumento de focos de infecdo ja
existentes, mesmo com a utilizacdo de medidas de prote¢cdo culturais rigorosas
(Vanneste et al., 2011d). Os mesmos autores, numa monitorizacao feita entre Abril
e Junho de 2010 a um pomar nha mesma regido, observaram que algumas plantas
assintoméaticas no inicio da monitorizacdo acabaram por morrer pela presenca
comprovada da doenca, mostrando a rapidez com que a Psa pode infetar e mover-
se entre plantas e dentro delas. Entre as plantas monitorizadas, observaram
também que as que tinham sido enxertadas mais recentemente (2008) foram mais
suscetiveis a infecao do que as que tinham sido enxertadas em 2004. Embora estes
aspetos resultem de uma simples observacao, correspondente a situagao particular
da regido de Latina, e uma vez que estas plantas ndo foram inoculadas e mantidas
em ambiente controlado, ndo se podem tirar conclusdes seguras, mas parece que
as plantas mais jovens sdo mais suscetiveis a doenca do que as mais antigas
(Vanneste et al., 2011d).

Outros autores como Stefani e Giovanardi (2011) e Tontou et al. (2014), referem
ainda que a humidade relativa, a ocorréncia de geadas e a propria idade da planta

sao igualmente fatores importantes na transmisséo e disseminac¢éo da doenca.
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A geada é considerada um dos fatores que tornam a planta mais suscetivel a
colonizacdo de bactérias ja existentes na planta ou que facilitam a sua entrada na
planta (Ferrante e Scortichini, 2014). No estudo publicado por Ferrante e Scortichini
(2014), foi mostrado que a populagcéo de Psa presente em plantas sujeitas a geadas
aumenta mais do que nas que estao protegidas (Ferrante e Scortichini, 2014). Este
aumento da populacdo pode estar relacionado com o facto das células da planta
danificadas pelo gelo libertarem agua e nutrientes, importantes para a multiplicacao
celular das bactérias. Ainda se verificou que, ap6s uma geada e dois dias de
incubacéo, a populacéo de Psa presente em ramos novos (langamentos de primeiro
ano) aumentou 10 vezes mais, do que a populacao bacteriana presente em ramos
mais antigos. Para além da multiplicacdo da bactéria, estas geadas também
promoveram a penetragéo efetiva do patogéneo nas folhas através dos estomas e
de pequenas feridas. Este estudo mostrou ainda que apds uma geada, durante o
descongelamento dos tecidos, os cristais de gelo que ocupavam 0S espacos
intracelulares comecam a derreter, ocupando menos espaco, e as bactérias
suspensas nas gotas de agua a superficie podem entdo ser absorvidas para os
espacos intracelulares. Assim, sendo um processo que pode ocorrer numerosas
vezes durante o ano, pode-se dizer que este processo pode efetivamente levar a
colonizacdo de porcdes relevantes de ramos com um ano, e consequentemente
permitir a migracdo da bactéria para os ramos e o tronco principal na estacéo

seguinte (Ferrante e Scortichini, 2014).

Para além dos locais suscetiveis de entrada da bactéria na planta deixados pela
ocorréncia de geadas, também os estomas, as lenticelas, os tricomas danificados,
as cicatrizes deixadas pela queda das folhas, as lesdes provocadas por
acontecimentos naturais (vento, granizo, etc.) ou humanos (poda, colheita de frutos,
etc.) sdo importantes pontos de penetracdo na planta (Spinelli et al., 2011; Renzi et
al., 2012a).

Diversos estudos ja mostraram que o polen de Actinidia spp. € um importante vetor
de propagacéo de Psa. Estudos publicados por varios autores em 2011 (Gallelli et

al., 2011b; Stefani e Giovanardi, 2011; Vanneste et al., 2011b) mostraram que o
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pélen pode ser um substrato de sobrevivéncia e colonizacdo de Psa. Mais
recentemente, estudos publicados por Tontou et al., (2014) comprovaram a
presenca de Psa em pdlen proveniente de plantas com sintomas da doenca e,
ainda, a possibilidade do polen naturalmente infetado ser o responsavel pelo inicio
de um novo foco de infegéo, e consequente estabelecimento da doenga no pomar
(Tontou et al., 2014).

Também as abelhas podem desempenhar um papel importante na propagacao da
doenca, uma vez que ja foram detetadas bactérias viaveis de Psa em abelhas
presentes em pomares com plantas infetadas (Pattemore et al., 2013). Esta
questdo pode ser particularmente importante dado que € habitual haver

movimentacdes de colmeias entre pomares para promover a polinizacao.

Relativamente ao risco de introducdo e propagacdo da doenca pelo fruto, os
resultados de estudos feito por Stefani e Giovanardi (2011) indicam ser um risco
insignificante (Stefani e Giovanardi, 2011).

A bactéria ativa nos tecidos das plantas infetadas pode facilmente ser transmitida
a novas plantas através de préticas utilizadas em viveiros de propagacdo de
plantas, particularmente a enxertia e a poda. Assim, alguns autores referem que a
disseminacdo da bactéria a longas distancias, entre regiées ou paises, € mais
provavelmente o resultado da troca comercial de plantas infetadas, e de pdlen
infetado (Vanneste et al., 2011d; Ferrante et al., 2012;).

1.4.4. Meios de protecéo

Tratando-se de uma doenca que afeta gravemente a producédo de kiwi podendo
levar @ morte das plantas com perdas econOmicas significativas, para a qual nao
existem metodos curativos conhecidos, é particularmente importante evitar a
infecdo dos pomares. No entanto, como ja foi descrito nos pontos anteriores deste

trabalho, € muito dificil conter a disseminacao da bactéria.
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Uma vez a doenca instalada, a utilizacdo de meios de protecdo adequados
revestem-se de fundamental importancia. Devem ser adotadas praticas
fitossanitarias adequadas como a utilizacdo de compostos bacteriostaticos, uso de
indutores que ativem o sistema imunitario da planta e utilizacao de agentes de luta
biologica (Cameron et al., 2014). A nutricdo do pomar e a gestdo da agua sao

igualmente fatores importantes no controlo da doenca.

Recentemente tém sido desenvolvidos varios trabalhos com o objetivo de obter
cultivares resistentes a doenca, agentes de biocontrolo (bacteriéfagos, por
exemplo) e compostos que induzam o sistema de ativagdo dos mecanismos de
defesa da planta para controlar efetivamente a doenca (Scortichini et al., 2012). No
entanto, é importante referir que o sucesso das estratégias de controlo da doenca
dependem das condi¢fes climaticas, o que significa que uma estratégia encontrada
e que funcione num pais ou regido, ndo significa obrigatoriamente que resulte no

territorio portugués (Vanneste, 2013a).

1.4.4.1. Meios de protecao culturais

No plano de acéo nacional para o controlo da Pseudomonas syringae pv. actinidiae
(DGAV, 2013) é aconselhado que todas as plantas com sintomas nitidos da doenca
(nomeadamente o aparecimento de exsudado ferruginoso) sejam cortadas até um
metro abaixo do ponto de infe¢cdo. Aconselha-se ainda que as plantas com sintomas
apenas nos ramos devem ser podadas, cortando os ramos a, pelo menos, 70 cm
abaixo do ponto de infecdo e as plantas que apresentam apenas sintomas nas
folhnas devem ser podadas no final da colheita de uma forma cuidada, sendo o
pomar desinfetado com produtos a base de cobre. Vanneste et al. (2011d), embora
também aconselhem o corte e remocdo de material sintomatico, acrescentam que
esta medida ndo remove todo o in6culo, uma vez que apenas sdo removidas
plantas que foram infetadas e que tiveram tempo para expressar 0s sintomas
(Vanneste et al., 2011d). As plantas ou parte de plantas que tenham sido infetadas
e que ainda nao tenham expressado os sintomas, ou as plantas nas quais a Psa
esteja presente como epifitica ndo sdo removidas, 0 que permite que a doenca

continue a espalhar-se no pomar. Este fendmeno foi demonstrado nos pomares de
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Latina, em It4lia, em que, apesar de se terem cortado as plantas doentes, a doenca

continuou a progredir (Vanneste et al., 2011d).

Na altura de poda e de colheita, deve-se minimizar o tamanho e o niumero de feridas
resultantes destas operacoes, protegendo as feridas com uma cobertura protetora
sempre que possivel. O material de colheita, como as caixas usadas no campo,
devem ser novas ou cuidadosamente desinfetadas, tendo o cuidado de confirmar
gue nédo tém folhas ou varas de outros pomares (Moreira e Coutinho, 2014). Na
altura da poda, deve ser removido todo o material vegetal em excesso e
desordenado das plantas, de forma a evitar que fendbmenos naturais, como o vento,
provoguem danos nas plantas e, consequentemente, abertura de feridas (Cameron
etal., 2014; DGAV, 2013; Vanneste, 2013a). Toda a lenha de poda e plantas mortas
de pomares infetados devem ser retiradas do pomar e queimadas (Moreira et al.,
2014). A desinfecdo do material e equipamento agricola € crucial para prevenir
tanto a introducdo da doenca no pomar, como a transferéncia do inéculo entre
plantas. Todo o material agricola que tenha vindo de outro pomar deve ser
desinfetado, incluindo as alfaias agricola, rodas dos tratores, e os utensilios usados
na poda devem ser regularmente desinfetados ao longo do dia (&lcool a 70°C,
durante 2 minutos) (Cameron e Sarojini, 2014; DGAV, 2013; Moreira et al., 2014;
Vanneste, 2013a). Recomenda-se, assim, o cuidado de verificar que ndo ha
transferéncia de material vegetal ou solo entre pomares, assegurar que o vestuario,
cabelo ou calcado se encontram limpos, que se higienizem as méos e desinfete o
calcado, que se utilizem luvas descartaveis e que se trabalhe primeiro nos pomares

menos infetados (Vanneste, 2013a).

A utilizacdo de plantas sas para instalacdo de pomares é de extrema importancia,
devendo ser acompanhadas de passaporte fitossanitario que comprove que as
plantas estédo isentas de Psa. Deve ser evitado o vigor excessivo das plantas, com
as adubacdes feitas tendo como base analises de solo e foliares (Moreira e
Coutinho, 2014). O excesso de humidade no interior do pomar deve ser evitado,

com técnicas de rega apropriadas e o coberto vegetal do solo controlado.
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1.4.4.2. Meios de protecéao biologica

1.4.4.2.1. Bacteriéfagos

Os bacteriéfagos sdo virus que infetam especificamente uma bactéria e a sua
replicacdo resulta na lise e morte da célula hospedeira e no langamento de mais
particulas virais (Frampton et al., 2014). Como exemplo de produto comercial ja a
ser utilizado, pode-se referir o AgriPhage™ da OmniLytics, utilizado como meio de
luta contra patogéneos do tomateiro como Pseudomonas syringae pv. tomato e

Xanthomonas campestres pv. vesicatoria.

Relativamente a cultura da actinidea, estudos realizados na Nova Zelandia por
Frampton e seus colaboradores (2014), permitiram a obtencéo de bacteriéfagos em
pomares de kiwi. Estes foram testados numa colecao de diferentes estirpes de Psa
e de outras bactérias presentes habitualmente nos pomares, o que permitiu verificar
que os bacteriéfagos isolados tém a capacidade de infetar as duas popula¢fes de
Psa presentes na Nova Zelandia, Psa3 e Psa4 (atualmente descrita como P. s. pv.
actinidifoliorum pv. nov.) (Frampton et al., 2014). A variedade de hospedeiros de
cada fago em particular foi reduzida, sugerindo que o desenvolvimento de um
cocktail de fagos com atividade contra a Psa deve ter um impacto minimo na
restante microflora. Os resultados obtidos mostraram ainda que estes tém a
capacidade de infetar a maioria das estirpes de Psa isoladas na Nova Zelandia e
na Europa, mas ndo as provenientes do Japdo ou Coreia, 0 que sugere que 0
desenvolvimento de um tratamento a base de fagos pode ser aplicavel tanto na
Nova Zelandia como na Europa, embora as condi¢cbes climatéricas possam

provocar alteracdes que tém que ser tidas em conta.

1.4.4.3. Meios de protecédo quimica

N&o havendo tratamentos curativos para o cancro bacteriano da actinidea, os
tratamentos quimicos existentes sdo preventivos, e tém melhores resultados

quando aplicados numa fase inicial do desenvolvimento da doenca. Atualmente os
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tratamentos quimicos baseiam-se na pulverizacdo com compostos de cobre. Os
compostos a base de cobre sdo 0s mais importantes neste momento, dado que na
Europa néo é permitido o uso de antibiéticos na agricultura, e ainda porque o cobre
pode ser utilizado no modo de producdo bioldgico de kiwi. Contudo, ambos
apresentam problemas de fitotoxicidade, resisténcia da bactéria e presenca de
residuos nos frutos (Cameron et al.,, 2014). Os compostos indutores de
mecanismos de resisténcia relatados para o controlo de doencas nas plantas,
incluem proteinas bacterianas como as proteinas Harpin, que ativam a defesa da
planta e induzem a sua resisténcia, e ainda polissacarideos como a quitosana. O
uso de indutores isoladamente ndo € recomendado, e a duragdo da protecéo
fornecida depende do tipo de molécula utilizada, do patogéneo e da cultura
(Cameron et al., 2014).

1.4.4.3.1. Cobre

Embora o cobre seja um micronutriente essencial para os organismos, quando
utilizado em excesso é toxico, sendo amplamente usado na agricultura como meio
de luta contra diferentes agentes patogénicos das plantas. No entanto, estes
compostos usados como bacteriostaticos ja mostraram ser fitotéxicos, provocando
danos tanto em folhas como em caules. Adicionalmente séo ja conhecidos casos
de resisténcia de Psa a estes compostos de cobre (Vanneste et al., 2011d;
Cameron et al., 2014)

As pulverizagbes com compostos a base de cobre devem ser efetuadas em fases
do ciclo vegetativo de maior risco de infegcdo. Assim, recomendam-se tratamentos
realizados o mais proximo possivel do fim da poda de inverno, na fase de quebra
da dorméncia (para a reducdo do in6culo) e duas e 4 semanas depois,
preferencialmente antes dos maiores eventos de chuva, para proteger os tecidos
jovens suscetiveis (Vanneste et al., 2011d; Moreira e Coutinho, 2014). S6 se devem
fazer pulverizagbes apos a floracdo em situacdes de alto risco, como por exemplo
depois de ocorréncia de ventos fortes, chuvas ou granizo. No periodo apdés a

colheita e a queda das folhas sdo novamente recomendadas pulverizacbes para
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prevenir que a bactéria infete a planta através das feridas naturais resultantes
(Vanneste et al., 2011d; Moreira e Coutinho, 2014).

Embora pareca que a actinidea seja relativamente tolerante a novas formulacdes
de cobre, o seu uso excessivo ira conduzir a fenomenos de fitotoxicidade,
acumulacao no solo e selecdo de estirpes da bactéria resistentes ou tolerantes ao

cobre, o que diminuira a sua eficacia (Vanneste et al., 2011d).

1.4.4.3.2. Estreptomicina

A estreptomicina € um antibioético aminoglicosideo (composto por um grupo amino
e um grupo glicosideo) que foi introduzido em 1944 para o controlo clinico da
tuberculose. A partir dos anos 50, este antibiético também tem sido usado no
controlo de doencas de plantas e € considerado o tratamento quimico atualmente
mais efetivo para Psa. A sua capacidade antimicrobiana deve-se ao facto de se
ligar de forma irreversivel & subunidade 30S do ribossoma do 16S sRNA da
bactéria, interferindo na traducdo de mRNA das proteinas e, consequentemente,
conduzindo a morte celular. No entanto, para além de n&o ser permitido o uso de
antibioticos na agricultura na Europa, ja foram reportados casos de resisténcia de
Psa a estreptomicina em pomares frequentemente pulverizados com este

antibiotico (Cameron et al., 2014)

1.4.4.3.3. Terpenos

Terpenos como o geraniol e o citronelol sdo hidrocarbonetos de origem animal ou
vegetal, geralmente encontrados em 6leos essenciais ou nos seus derivados. O
geraniol é o isdmero “E” do composto 3,7-dimetilocta-2,6-dieno-1-ol e acredita-se
que ocorra em quase todos os 6leos essenciais contendo terpenos, como o 6leo de
palmarosa (contendo 70-85% de geraniol), geranio e 6leo de rosas. O citronelol
(3,7-dimetiloct-6-1-0l) ocorre naturalmente em ambos os isémeros (+) e (-) em

muitos Oleos essenciais como os de Boronia citriodora e Eucalyptus citriodora.

De acordo com Cameron e Sarojini (2014) os terpenos geraniol e citronelol, ttm um
efeito inibitorio do crescimento in vitro de Psa quando se utilizam 50 mg/L e 200
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mg/L, respetivamente. Estes dois compostos também inibem o crescimento de
Erwinia amylovora, agente causal do fogo bacteriano em rosaceas. Segundo os
mesmos autores, os resultados obtidos com estas duas bactérias foram idénticos,

sendo o geraniol mais eficaz do que o citronelol (Cameron e Sarojini, 2014).

1.4.4.3.4. Quitosana

A quitosana é obtida a partir de casca de crustaceos, principalmente do camaréo,
e é conhecida pela sua atividade antimicrobiana contra diversos patogéneos de
plantas, tendo ja mostrado boa atividade contra Psa in vitro. A vantagem da
utilizac@o desta substancia em detrimento dos métodos quimicos convencionais é
o facto de possuir uma boa biocompatibilidade com os organismos e
biodegradabilidade. A sua natureza cationica, o grau de acetilacdo e o comprimento
da cadeia do polimero séo cruciais para a sua atividade antimicrobiana (Cameron
e Sarojini, 2014).

A quitosana é a substancia ativa em produtos comerciais como ARMOUR-Zen®, o
qgual esta atualmente sob consideracéo afim de se tornar um produto aprovado na

Nova Zelandia para controlo de Psa.

1.4.4.3.5. Péptidos antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos (AMP) sdo componentes evolutivamente conservados
do sistema imunitario inato do complexo multicelular dos organismos e fornece a
primeira linha de defesa contra muitos patogéneos, incluindo bactérias. No geral os
AMP consistem em menos de 50 aminoacidos, sdo anfipaticos na natureza e
normalmente a sua carga global é positiva (catidnica). A natureza anfipatica permite
aos AMP serem sollveis tanto em meios aquosos como lipidicos, propriedade esta
que é essencial para a sua atividade antimicrobiana (Cameron et al., 2014). Apesar
dos mecanismos de acdo dos AMP ndo estarem bem estabelecidos, é amplamente
aceite que muitos AMP atingem a membrana de bicamada lipidica, promovendo a
sua danificacdo e podendo mesmo levar a lise total. Enquanto que a monocamada
externa da membrana celular das plantas e dos animais é constituida quase na

totalidade por lipidos sem carga e a camada interna possui lipidos com carga
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negativa, nas bactérias Gram-negativas como Psa, tanto a camada externa como
a interna contém grupos anionicos. Assim, as membranas externas celulares das
bactérias fornecem um ponto de ligacao seletivo para os AMP catidnicos (Cameron
et al., 2014).

Estudos recentes realizados por Cameron e seus colaboradores (2014), mostraram
que a Psa é suscetivel a pequenos AMPs catiénicos, no entanto, ainda € necessario
realizar-se experiéncias de campo, testes de toxicidade e otimizacdo da sequéncia
peptidica. Contrariamente ao que se passa com 0s antibiéticos convencionais, a
resisténcia de microrganismos aos AMPs sera altamente improvavel, o que leva a
pensar que poderdo ser um meio de luta interessante a utilizar para Psa (Cameron
et al., 2014).

1.4.4.3.6. Indutores de defesa das plantas

Os indutores sdo compostos que ativam o sistema natural de defesa da planta. Um
dos indutores com melhores resultados em ensaios em estufa com A. chinensis e
A. deliciosa é o acibenzolar-S-metil (ASM), vendido com o nome Bion® ou Actigard®
(Syngenta) (Reglinski et al., 2013).

O ASM pertence ao grupo quimico benzotiadiazol e atua como analogo funcional
do &cido salicilico, tendo ja& mostrado boa eficacia contra outras doencas
bacterianas. Contudo, sabe-se que estes compostos podem ser muito eficazes em
condicBes controladas, mas a resposta do hospedeiro pode ser altamente variavel
no campo, 0 que aumenta as questdes sobre a sua potencial utilizacdo como meio
de luta & doenca. Além disso, ha evidéncias de que a resisténcia induzida das
plantas pode ser acompanhada pela reducao de producéo ou de qualidade do fruto
(Reglinski et al., 2013).

No que respeita a Psa, a utilizacdo de ASM em aplicagéo foliar em plantas de
A. chinensis diminuiu significativamente a incidéncia da doenca, existindo
evidéncias histologicas que sugerem que a bactéria € menos capaz de colonizar

folhas tratadas com ASM do que folhas néo tratadas (Reglinski et al., 2013).
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1.5. A bactéria Pseudomonas syringae pv. actinidiae

1.5.1.Taxonomia

A bactéria Pseudomonas syringae pv. actinidiae pertence ao super-reino Bactéria,
filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales,
familia Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, espécie Pseudomonas
syringae e patovar actinidiae, (EPPO, 2012). Esta incluida na genomospecies 8
sensu Gardan et al. (1999) juntamente com P. avellanae e P. s. pv. theae (Ferrante
e Scortichini, 2011; Scortichini et al., 2012; Koh et al., 2014).

Ao nivel da patovar, diferentes populacbes de Psa apresentam distintas
caracteristicas fenotipicas, genéticas e de patogenicidade, caracterizadas por
diferencas na sequéncia de ADN de diversos genes, bem como pela presenca ou
auséncia de genes codificadores de faseolotoxina, coronatina e proteinas efetoras
(Cunty et al., 2014; EPPO, 2014). Assim, até novembro de 2014, as estipes de Psa
foram divididas em 4 populacdes diferentes (Quadro 1). Recentemente, a
populacdo Psa4 foi reclassificada numa nova patovar de P. syringae, tal como se
descrevera seguidamente (Cunty et al., 2014).

Como ja foi referido, a primeira publicacdo com a caracterizacéo de Psa foi feita em
1989 por Takikawa e seus colaboradores (1989), estando também presente desde
1992 em ltalia (Takikawa et al., 1989). Estas estirpes pertencem a populacao
“Psa1” (Chapman et al., 2012), também conhecida por “biovar 1” (Vanneste et al.,
2013b), “cts haplotipo A” (Vanneste et al., 2010), “J-Psa” (Marcelletti et al., 2011)
ou “linhagem Coreana/Japonesa” (Mazzaglia et al., 2012). As estirpes de Psa
pertencentes a populacdo Psal sao caracterizadas por produzirem faseolotoxina e
ndo produzirem coronatina (Vanneste et al., 2013b). Relativamente a sua viruléncia,
parece variar com a regido geografica em que se encontra, uma vez que 0 seu
impacto nos pomares foi bastante diferente no Jap&do e em Italia. Embora as
populacdes sejam bastante semelhantes geneticamente, no Japao causou
importantes perdas econdémicas ao contrario do que aconteceu em Italia, onde nao
provocou grande impacto na producao de kiwi. Esta situacéo pode sugerir que as

condicOes climaticas ou as técnicas de producao utilizadas nos dois paises podem

21



ter influéncia na agressividade com que a bactéria infeta a planta. (Scortichini et al.,
2012). As estirpes isoladas na Coreia do Sul pertencem a populacdo “Psa2”
(Chapman et al., 2012) ou “biovar 2” (Vanneste et al., 2013b) e caracterizam-se por
nao produzirem faseolotoxina e possuirem um gene presumivelmente transmitido
por plasmideos que permite a producdo de coronatina (Scortichini et al., 2012).
Estas estirpes tém sido responsaveis por importantes perdas econdmicas na Coreia
do Sul, tanto em A. deliciona cv. Hayward como em A. chinensis Hortl16A
(Scortichini et al., 2012).

A populacdo Psa3 (Chapman et al.,, 2012), também conhecida por biovar 3
(Vanneste et al., 2013b), Psa-V (Vanneste, 2013b), “cts haplotipo I” (Vanneste et
al., 2010), 12-Psa (Marcelletti e Scortichini, 2011) ou “linhagem Chinesa/Europeia”
(Mazzaglia et al., 2012) é a responséavel pelo atual surto nos principais paises
produtores de kiwi, nomeadamente na Nova Zelandia e Italia, estando a causar
importantes perdas econémicas. As bactérias desta populacdo ndo produzem
faseolotoxina ou coronatina (Scortichini et al., 2012) estando oficialmente presentes
no Chile, China, Espanha, Franca, Itdlia, Portugal e Nova Zelandia (Chapman et
al., 2012; Moura et al., 2013).

Estudos recentes sobre as carateristicas fenotipicas, moleculares e de
patogenicidade de Psa, realizados por Cunty e seus colaboradores (2014),
permitiram reclassificar a populacdo Psa4 (ou biovar 4, ou Psa-LV), como uma nova
patovar, designada Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum pv. nov. (Cunty et
al., 2014; EPPO, 2014), que é caracterizada por causar sintomas apenas nas
folhas, ndo conduzindo a morte das plantas (Scortichini et al., 2012; Cunty et al.,
2014).

As estirpes utilizadas para a descricdo desta nova patovar foram isoladas na Nova
Zelandia, Austrdlia e Franca, mas pensa-se que esta nova patovar possa estar

presente em todos os paises produtores de kiwi da Europa (Cunty et al., 2014)
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Quadro 1. Classificacdes das populactes de Psa, distribuicdo geogréfica e viruléncia.

POPULACAO LOCALIZACAO VIRULENCIA
Psal ~ . Moderada
Biovar 1 Japdo (1984), Italia (1992) Elevada
.P sa2 Coreia Moderada
Biovar 2
Psa3 : .
Biovar 3 Cf}ll_e, China, Espanha, FrAan(;.a, Elevada
P Itélia, Portugal, Nova Zelandia
sa-V
Psa4
Biovar 4 . T
Psa-LV Australia, Nova Zelandia, Franca Pouca
P. s. pv. actinidifoliorum pv nov.
1.5.1.1. Pseudomonas syringae pv. actinidifoliorum pv. nov.

(anterior populacéo Psa4)

As estirpes que constituem esta patovar, anteriormente descrita como sendo a
populacdo Psa4, foram isoladas desde 1992 na Australia e podem estar presentes
nos restantes paises produtores de kiwi h4 muitos anos sem ter sido detetada, ja
gue nunca foi associada a outros sintomas para além de manchas nas folhas, ndo
conduzindo a perdas econémicas importantes (Vanneste et al., 2013b). Num estudo
publicado por Cunty et al. (2014) é admitida a possibilidade destas estirpes estarem
presentes na Europa muito antes de ter surgido a patovar actinidiae, havendo
portanto a possibilidade de existir uma maior variabilidade genética dentro desta
patovar do que a registada até agora, e admitindo-se que possa mesmo ter outros

hospedeiros para além da actinidea (Cunty et al., 2014).

A importancia em distinguir as estirpes de P. s. pv. actinidiae das estirpes P. s. pv.
actinidifoliorum prende-se principalmente com o facto das medidas exigidas para
controlar o cancro da actinidea causado por Psa serem desadequadas as perdas

induzidas pelas estirpes da patovar actinidifoliorum (Cunty et al., 2014).
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Existem importantes diferengcas genéticas, bioquimicas e patogénicas entre as
duas patovares. Analises filogenéticas de genes housekeeping (gapA, gltA, gyrB,
rpoD) mostram que as populacbes de Psal, Psa2 e Psa3 apresentam maior
proximidade com P. s. pv. theae do que com estirpes de P. s. pv. actinidifoliorum
pv. nov., existindo assim uma clara distingdo genética entre as duas patovares em
questdo (Chapman et al., 2012; Vanneste et al.,, 2013b; Cunty et al., 2014).
Adicionalmente, trabalhos publicados por Chapman et al. (2012) mostraram que
enguanto nas estirpes de P. s. pv. actinidifoliorum pv. nov. (ex. Psa4) o gene avrD1
nao esta presente e o gene hopAFL1 esta, nas biovares de Psa acontece o contrario
(Chapman et al., 2012). As diferencas genéticas sdo também evidenciadas pelo
facto da utilizacdo de duas técnicas moleculares recentes de detecao especifica de
Psa, descritas por Gallelli et al (2011a) e Balestra et al. (2013), ndo produzirem
qualquer fragmento para estirpes de P. s. pv. actinidifoliorum. Adicionalmente, o
padrao de bandas obtido por rep-PCR de estirpes de ambas as patovares sao
claramente distintos (Cunty et al., 2014).

Ao nivel da sintomatologia, as estirpes de P. s. pv. actinidifoliorum pv. nov causam
manchas pequenas nas folhas de actinidea e n&o originam cancros ou a morte das
plantas (Vanneste et al., 2013b; Cunty et al., 2014). Contrariamente a Psa que
apenas causa infecdo em actinidea, esta patovar parece infetar Prunus cerasus e
causar necroses em frutos de Capsicum annuum (Cunty et al., 2014; Ferrante e
Scortichini, 2014).

1.5.2.Caracterizacao morfoldgica, cultural e bioquimica

P. s. pv. actinidiae €, como todas as Pseudomonas, uma bactéria Gram negativa,
em forma de bastonete, mével e é oxidase negativa (Scortichini et al., 2012). E
estritamente aerdbica, produz coldnias tipo levana positivo em meio Nutrient
Sacarose Agar (NSA), ndo € pectinolitica, ndo hidrolisa a arginina e produz uma
reagao de hipersensibilidade em folhas de tabaco, sendo incluida no grupo LOPAT
la de Lelliott et al. (1966) (Ferrante e Scortichini, 2010; Koh et al., 2010; Gallelli et
al., 2011a; Chapman et al.,, 2012). Reage positivamente ao teste da urease e
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negativamente ao teste da tirosina e nitratos (Mazzaglia et al., 2011; Renzi et al.,
2012b). No entanto, em estirpes isoladas em Italia durante o surto de 1992 o teste
da tirosina era negativo (Ferrante e Scortichini, 2010; Scortichini, 1994). Em meio
B de King (King et al., 1954), forma coldénias de uma cor esbranquicada,
translicidas e redondas (Scortichini, 1994; Everett et al.,, 2011; Moura, 2013;
Abelleira et al., 2014). A fluorescéncia em meio B de King parece ser uma
caracteristica variavel para Psa. No primeiro artigo publicado sobre a bactéria, esta
nao produzia fluorescéncia neste meio de cultura quando observada sob luz
ultravioleta (Takikawa et al., 1989). O mesmo se verificou com os isolados obtidos
mais tarde por outros autores (Mazzaglia et al., 2011; Yan et al., 2013). Estudos de
Ferrante e Scortichini (2010) indicam gque enquanto as estirpes isoladas em Italia
durante o surto de 1992 ndo apresentavam fluorescéncia, as estirpes isoladas em
2009 ja apresentavam esta carateristica. Também Vanneste et al. (2011a)
obtiveram resultados positivos quanto a fluorescéncia para as estirpes isoladas em

Franca e Italia apos 2008.

A caracterizacdo com base no estudo das caracteristicas fisiologicas, bioquimicas
ou nutricionais (assimilacdo de diferentes fontes de carbono e producédo de
enzimas), é atualmente facilitada pela utilizacao de Kits comerciais. Assim, o perfil
de assimilacdo de 94 substratos de carbono (incluindo agucares, aminoacidos, e
alcoois) podem ser avaliados pela utilizacdo do sistema Biolog GN MicroPlate®
(Biolog, 2011), que complementados pelo estudo de outros caracteres, como a
fluorescéncia em meio B de King, actividade pectinolitica, produgédo de levana,
hidrélise da arginina e teste de hipersensibilidade no tabaco, constituem um meio
de caracterizacdo de uma estirpe muito completo e rapido, fornecendo resultados
entre 24 a 48 horas apds a sua realizacdo. O sistema Biolog tem vindo a ser
utilizado para organismos em diversos estudos, incluindo Pseudomonas (Grimont
et al., 1996; Gormez e Sahin, 2012), e Pseudomonas syringae pv. actinidiae
(Chapman et al., 2012).
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1.5.3.Caraterizacao dos acidos gordos

A composicao em acidos gordos das bactérias é altamente conservada ao nivel da
espécie, o que faz com que a sua analise seja utilizada para a sua identificacéo e

caracterizacao (Slabbinck et al., 2009).

A maioria dos protocolos de extraccdo dos acidos gordos € idéntico ao utilizado no
MIDI Microbial Identification System (MIDI, 2012), descrito por Stead (1992). A
analise do perfil de acidos gordos das bactérias habitualmente é feita de acordo
com o protocolo descrito por (Stead, 1992), o qual se baseia na analise de ésteres
metilados dos acidos gordos (FAMES) extraidos das células por cromatografia
gasosa. Os dados obtidos dos tempos de retencdo sdo comparados com uma
solucédo padrao utilizada, o que permite qualificar e quantificar os acidos gordos
presentes na amostra (Kunitsky et al., 2006). Os dados obtidos sdo analisados e
comparados com uma base de dados contendo perfis de &cidos gordos ja

conhecidos.

Embora alguns autores reconhecam este método como util para a identificacdo e
caracterizacao de espécies e patovares dentro do género Pseudomonas (Abelleira
et al., 2014), outros reconhecem algumas limitacdes no que se refere a distincdo
de espécies deste género (Slabbinck et al., 2009). De qualquer forma é um método
amplamente utilizado e com interesse para o conhecimento aprofundado das

bactérias.

O perfil dos &cidos gordos de Psa ainda ndo esté incluido no sistema MIDI para
comparacao, no entanto, existem ja trabalhos publicados por Abelleira et al. (2014)
em gue numerosas estirpes de Psa foram analisadas, tendo sido identificado um

“pico” distintivo para o acido gordo monosaturado 18:1 w7c (Abelleira et al., 2014).
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1.5.4.Caracterizacao molecular

1.5.4.1. Reacao em cadeia da polimerase

A reacgdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase chain reaction) consiste na
amplificacdo enzimatica de sequéncias especificas de acidos nucleicos do ADN,
para que seja produzida uma quantidade de produto amplificado que possa ser
analisado (Coleman, 2007). O conceito surgiu pela primeira vez em 1985 e a
técnica foi publicada em 1988 por Saiki e seus colaboradores que envolve a
amplificacdo enzimatica in vitro de milhdes de cépias de segmentos especificos de
ADN na presenca da enzima termoestavel ADN polimerase (Taq), isolada de
Thermus aquaticus. E um procedimento facil, rapido, versatil, sensivel e especifico,

amplamente utilizado em fitopatologia (Moura, 2005).

Para implementar este procedimento é necessario incluir na mistura de reaccéo
ndo s6 o ADN a estudar, mas também os oligonucleotidos especificos (primers),
desoxinucleétidos trifosfatados (dNTP), e uma polimerase do ADN termoestavel
(para resistir as flutuacfes de temperatura necessarias para realizar as varias fases
da reacdo). Na pratica, outros componentes sdo também adicionados, para que as

condicBes de reacdo sejam as ideais para a enzima utilizada, como é o MgCl2.

A primeira fase do processo de PCR é denominada por “desnaturagcao” e consiste
na desnaturacéo da cadeia dupla de ADN por temperatura elevada (normalmente
aproximada a 95°C), tornando assim a regido a amplificar disponivel para os
primers. Na segunda fase a temperatura diminui e ocorre a “hibridac&o dos primers”
nos locais de complementaridade que delimitam a sequéncia de ADN alvo. Durante
a terceira etapa ocorre a “extensao dos primers” em que € sintetizado ADN a partir
dos primers, e formam-se novas cadeias de ADN. Com a repeticao do ciclo descrito,
a sequéncia de ADN de interesse é amplificada exponencialmente, uma vez que a
sequéncia formada numa etapa serve de molde para a seguinte (Walker e Rapley,
2009)

As técnicas moleculares por PCR, assumem um papel central na detecéo de Psa

devido, por um lado, a importancia da rapida detecdo da bactéria, para
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implementac&o de medidas fitossanitarias, no caso de serem identificadas plantas
provenientes de pomares infetados, como pela necessidade de controlar a
disseminacao da doenca. Por outro lado, os métodos fisioldégicos e bioquimicos
parecem ser insuficientes e lentos para uma identificacdo inequivoca, facto que é
agravado por coexistirem frequentemente varias espécies e patovares de
Pseudomonas em actinidea com caracteristicas e sintomas semelhantes aos
causados por Psa, mas que ndo necessitam das mesmas intervencdes exigidas e

necessérias para Psa (Koh e Nou, 2002; Balestra et al., 2013).

1.5.4.2. Identificacdo molecular de P. syringae pv. actinidiae

Tendo em vista a identificacdo de Psa, Koh e Nou (2002) desenharam um par de
primers designados KN-F e KN-R, com as sequéncias 5-
CACGATACATGGGCTTATGC-3 e 5-CTTTTCATCCACACACTCCG-3
respetivamente. Este par de primers produz um fragmento de 492 pares de bases
(Koh e Nou, 2002) e constituiu um grande passo para a identificacdo de Psa. No
entanto, este método ndo é especifico para Psa, pois amplifica o0 mesmo fragmento
em estirpes de Pseudomonas syringae pv. syringae, de P. s. pv. theae (Rees-
George et al., 2010) e de P. s. pv. tomato (Biondi et al., 2013).

Trabalhos desenvolvidos por Rees-George et al. (2010) permitiram, mais tarde,
publicar 3 pares de primers desenhados com base na regido variavel 16S-23S
rRNA ITS que podem ser utilizados para o estudo de Psa:

P.s. ITSF1/R2 (5-GTGATTCATGACTGGGGTGA-3’ e 5-ATAACCCCAAGCAATCTGGT-3');
PsaF1/R2 (5-TTTTGCTTTGCACACCCGATTTT-3 e 5-CACGCACCCTTCAATCAGGATG-3’);
PsaF3/R4 (5-ACCTGGTGAAGTTGGTCAGAGC-3’ e 5-CGCACCCTTCAATCAGGATG-3'. O par
de primers “PsaF1/R2” produz um fragmento de 280 pares de bases e o par de
primers “PsaF3/R4” um fragmento de 175 pb para estirpes de Psa e P. s. pv. theae.
Enquanto véarios autores reportaram resultados positivos na identificacdo de Psa
utilizando estes pares de primers (Vanneste et al., 2010; Abelleira et al., 2014),
outros autores (Rees-George et al., 2010) encontraram problemas em amplificar

algumas estirpes isoladas na Coreia, nos Estados Unidos da América e em Italia
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(estripes isoladas durante o surto de 1992). Recentemente, Vanneste (2013b)
descreve que desde 2010 estes primers amplificam fragmentos de igual tamanho
em outras patovares como P. s. pv. avellanea, P. s. pv. passiflorae e P. s. pv.
morsprunorum. Apesar destes resultados, € um protocolo bastante utilizado na
identificacdo de Psa (Everett et al.,, 2011; Vanneste et al., 2011a; Renzi et al.,
2012b; Vanneste et al., 2012; Vanneste et al., 2013a; Abelleira et al., 2014; Cunty
et al., 2014), e indicado pela EPPO (2014) para a sua detecao, tendo em conta que
as patovares também detetadas com este par de primers provavelmente ndo

estardo presentes em actinidea.

As tentativas para melhorar a especificidade do PCR na identificacdo de Psa
continuaram, e em 2011 Gallelli e seus colaboradores desenvolveram um protocolo
de Duplex-PCR que utiizara o par de primers AvrDdpx-F/R
(5-TTTCGGTGGTAACGTTGGCA-3' e 5-TTCCGCTAGGTGAAAAATGGG-3’ respetivamente)
e um segundo par de primers (KN-F e KN-R) ja anteriormente desenhado por Koh
e Nou em 2002. Com estes primers, é obtida a amplificacdo simultanea de 2
fragmentos de 226 pb e 492 pb apenas para estirpes de Psa. No caso de estirpes
de P. s. pv. theae e P. s. pv. tomato apenas € amplificado o fragmentos de 492 pb,
e no caso de P. avellanae apenas se obtém o fragmento de 226 pb (Gallelli et al.,
2011a). Este método, ja testado por diversos autores (Abelleira et al., 2014; Cunty
et al., 2014; Ferrante e Scortichini, 2014), consta também nos protocolos de
detecdo de Psa recomendados pela EPPO (EPPO, 2014). Apresenta ainda as
vantagens de poder ser utilizado diretamente em tecidos de actinidea infetados com
sintomas da doenca ou assintomaticos. Para tal, o ADN é extraido recorrendo a um
kit comercial de extracdo de ADN (Gallelli et al., 2011a). Adicionalmente, Cunty e
seus colaboradores referem, recentemente, que nas estirpes da patovar P. s. pv.
actinidifoliorum apenas é amplificado o fragmento de 492 pb, permitindo assim a

sua distin¢éo das estirpes de Psa (Cunty et al., 2014).

Um protocolo de Multiplex-PCR descrito por Balestra et al. (2013) permite detetar
estirpes de Psa e simultaneamente identificar a sua origem geogréfica. Para tal

utilizam-se 4 pares de primers:

Psa-F/R (5- CAGAGGCGCTAACGAGGAAA-3’ e 5'- CGAGCATACATCAACAGGTCA-3’), Europe-
F/IR (5’- TGGTGATCGTCTGGATGTGT-3 e 5- ATTATGCTCCTGGCTCATGG-3),
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JIK-FIR (5- AGCAACGGTGGTTTGTTTTC-3’ e 5- AAATGTTTGCCAGCCAAGTC-3') e

China-F/R (5- GGAGTTCCAGCAACTGACG-3’ e 5- CGCTCAAGATCCTTTTCCAT-3'). O par de
primers Psa-F/R foi desenhado para amplificar uma por¢cdo do gene hopZ3
conservada para todas as estirpes de Psa completamente sequenciadas até entao,
e distinta das outras patovares relacionadas, amplificando um fragmento de 311 pb
apenas para estas estirpes de Psa. Os restantes primers foram desenhados para
amplificar uma regido dentro da ilha gendomica PPHGI-1, identificada como distinta
nas estirpes de diferentes origens. O par de primers Europe-F/R foi descrito pela
primeira vez por Mazzaglia e colaboradores em 2012 e permite a amplificacao de
uma regido apenas presente em estirpes de Psa associadas ao atual surto da
doenca na Europa, originando um fragmento com 733pb (Mazzaglia et al., 2012).
Para a amplificacdo de uma regido do genoma presente apenas nos genomas
sequenciados de estirpes de Psa isoladas no Japéo e na Coreia, foi desenhado o
par de primers J/K-F e J/K-R que amplifica um fragmento de 254 pb. Por ultimo, o
par de primers China-F e China-R foi desenhado para amplificar um fragmento de
609pb apenas para estirpes de Psa isoladas na China. Este método também pode
ser utilizado para detecédo de Psa e identificacdo da sua origem diretamente a partir
de tecidos sintoméaticos de actinidea, fazendo com que possa ser (til na detecdo
do patogéneo (Balestra, et al., 2013).
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Com o objetivo de desenvolver um método de PCR especifico para detecéo de Psa
e suficientemente sensivel para o fazer diretamente a partir de material vegetal
sintomatico e assintomatico, Biondi et al. (2013) desenharam o par de primers B1
e B2 (5-GTGATTATCGGCACTGACGG-3’ € 5
CAAGCACACCATTGGTCATTGA-3) que amplifica uma parte do gene ompPl que
codifica a proteina membranar Pl. Com este par de primers é amplificado um
fragmento de ADN com 631pb apenas para estirpes de Psa, podendo no entanto

amplificar fragmentos com cerca de 500 pb para outras patovares relacionadas.

Mais recentemente, um outro protocolo de multiplex PCR foi desenvolvido por Koh
e colaboradores (2014) com o objetivo de identificar e distinguir uma populacéao de
Psa recentemente isolada na Coreia, geneticamente distinta das ja identificadas
neste pais, que se aproxima da populacdo Psa 3 presente em Itélia. Assim, foi
desenvolvido um par de primers TacF/R que apenas amplifica um fragmento de
545 pb para estirpes italianas (Psa 3) e para as novas estirpes detetadas na Coreia.
Este novo par de primers em conjunto com o par de primers PsaF/PsaR (Balestra
et al., 2013), permitem nédo s6 identificar estirpes de Psa (com a amplificacdo de
um fragmento de 311 pb), como também distinguir as duas populacbes que se
encontram na Coreia, apresentando simultaneamente 2 fragmentos de 545 e
311 pb apenas para a populagéo mais recentemente identificada e para estirpes de
Psa 3 italianas (Koh et al., 2014).

1.5.4.3. Amplificacdo multipla definida (rep-PCR)

Na técnica rep-PCR recorre-se a primers complementares de sequéncias de ADN
altamente conservadas, repetidas e dispersas no genoma de bactérias. Podem ser
referidas 3 familias destas sequéncias, a sequéncia REP (“Repetitive Extragenic
Palindromic”) de 35-40 pb, a sequéncia ERIC (“Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus”) e o elemento BOX 154 pb (Louws et al., 1994). Com esta técnica sdo
obtidos perfis de fragmentos de ADN caracteristicos, em que as diferencas dos
tamanhos das bandas obtidas representam polimorfismo nos genomas

bacterianos, sendo bastante Util na identificacdo e classificagdo de bactérias,
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permitindo distinguir espécies, patovares ou biovares (Moura, 2005; Marques et al.,
2008).

A amplificacdo multipla definida por BOX-PCR, tem sido bastante utilizada na
caracterizagdo e comparacdo entre estirpes de Psa (Ferrante et al.,, 2012;
Marcelletti et al., 2011; Stefani et al., 2011; Vanneste et al., 2010; Vanneste, et al.,
2011a), constando inclusivamente no documento publicado pela EPPO em 2014

para identificacdo do patogéneo (EPPO, 2014).

1.5.5.Sequenciacao de ADN

A sequenciacdo de ADN de genes € uma ferramenta bastante importante tanto para
a elaboracéo de primers especificos que poderéo ser Uteis para a identificacéo e
caracterizagcdo das bactérias fitopatogénicas, como para estudos mais
aprofundados de diversidade genética entre espécies, patovares, biovares ou
mesmo entre estirpes. Como exemplo referem-se os primers desenhados por
Balestra e seus colaboradores a partir de uma parte do gene hopZ3. Por
comparacao com o mesmo gene de outras estirpes relacionadas com Psa concluiu-
se que a sua sequéncia de ADN é distinta, permitindo assim identificar as estirpes

de Psa.

No estudo evolutivo das bactérias sdo considerados especialmente dois grupos de
genoma: o chamado genoma “core”, que consiste em genes que geralmente
codificam proteinas essenciais para a sobrevivéncia da bactéria, pouco variaveis
dentro de estirpes da mesma espécie, e ndo sendo por isso normalmente alvo de
transferéncia horizontal de genes; e o chamado genoma “flexivel” que
habitualmente codifica proteinas responsaveis por adapta¢cdes ao meio, incluindo
genes associados a viruléncia ou a resisténcia, que variam com frequéncia dentro
de estirpes da mesma espécie e sao alvo de transferéncia horizontal de genes
(Sarkar e Guttman, 2004). No estudo de Psa, foram ja sequenciados varios genes
gue mostram diferencas entre estirpes da mesma patovar, permitindo assim

distinguir diferentes populagbes, nomeadamente o gene cts e o0 gene ompP1. Para

32



além destes, também genes envolvidos na resisténcia das bactérias a tratamentos

a base de cobre e a estreptomicina foram estudados (Mellano e Cooksey, 2004).

1.6. Objetivos

Atualmente s&o conhecidas trés populacbes de Pseudomonas syringae pv.
actinidiae (Psal, Psa2 e Psa3). A populacao anteriormente designada por Psa4 foi
recentemente reclassificada como uma nova patovar, denominada P. s. pv.
actinidifoliorum pv. nov., sendo no entanto referida como “Psa4” no decorrer deste
trabalho. Estas populacdes estdo presentes em diferentes paises produtores de
kiwi e tém agressividades distintas, causando prejuizos também distintos, pelo que
€ importante conhecer a prevaléncia das popula¢cées de Psa numa regido ou pais.
Este trabalho tem por objetivo identificar e estudar a estrutura de populacdes de
Psa na Regido do Entre Douro e Minho (EDM) onde a producéo de kiwi tem grande

importancia econémica.
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2. Material e Métodos

2.1. Obtencao da umacolecao de Pseudomonas syringae

pv. actinidiae

A obtencéo da colecédo de bactérias de Psa foi feita através da analise de amostras
de folhas, ramos, flores e caules evidenciando sintomas tipicos da doenca, obtidas
a partir de plantas masculinas e femininas de diferentes cultivares de actinidea. As
amostragens foram realizadas durante os anos de 2013 e 2014 em pomares de
diferentes idades, localizados em varios concelhos da regido do Entre Douro e
Minho. A analise do material vegetal e os isolamentos foram realizados nos
laboratérios da Escola Superior Agraria/IPVC e da Estacion Fitopatol6xica do
Areeiro, Pontevedra.

Dos isolados obtidos, e considerando o ano do isolamento, a cultivar, a localizacéo
geografica dos pomares e a parte da planta utilizada, foram selecionados para este
estudo 23 isolados (Quadro 2). Adicionalmente, incluiram-se neste estudo a estirpe
tipo de Psa CFBP 4909", e as estirpes K-Psa2, CFBP 7286, 10627 e 10880,

descritas no Quadro 3.
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Quadro 2 - Origem dos isolados portugueses obtidos a partir de material vegetal com sintomas do
cancro da actinidea.

Isolado Origem Cultivar Zona da Planta . Ano de
isolamento

AL 9 Tsechelidis (?) Caule
AL 13 Tsechelidis (?) Folha 2013

AL 14 Chieftain (&) Folha

AL 114a Amares, Lago Chieftain (&) Folha

AL 114b Chieftain (&) Folha
2014

AL 115 Tsechelidis (?) Folha

AL 116b Tsechelidis (?) Folha
Am 63 Amares - Folha 2013
B 65 Braga - Caule 2013
F12 Famalicao Hayward () Folha 2013

Fv 46 Chieftain (&) Ramos
Felgueiras - Varzea 2013

Fv 62 Matua () Folha

P18 i Caule (sistema
vascular)

P 84 - Folha
Prado 2013

P 93 - Folha

P 85 - Folha
Pn 16 Penafiel Hayward () Botbes Florais 2013
VC 104b Vila do Conde Hayward () Folha 2013

vV 112 Hayward (9) Folha
Vila Verde- Coucieiro 2014

VV 113 Tomuri (&) Folha

VM 568.1 - Folha
Valenca do Minho 2014

VM 538.2 Erica (?) Folha
MC 589 Marco de Canavezes Hayward (9) Folha 2014

- : sem informacéo; 9 : planta feminina; & : planta masculina
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Quadro 3. Origem das estirpes de Psa isoladas noutros paises produtores de kiwi.

Estirpe Hospedeiro Origem Ano  Populagéo Referéncia
CFBP 49097 (’_th."?'d'a Japéo 1984 Psal Le Saux, 2006a
eliciosa
K-Psa2 Actinidia sp. Coreia - Psa2 Vanneste et al., 2013
10627 A. chinensis Nova Zelandia 2010 Psa3 Vanneste et al., 2013
(Te Puke)
Actinidia
CFBP 7286 chinensis cv. Italia 2008 Psa3 Le Saux, 2006b
HORT16A
10880 A. chinensis Nova Zelandia 2010 Psa4 Vanneste et al., 2013

(Motueka)

CFBP = CIRM-Collection Francaise de Bactéries associées aux Plantes / CIRM-CFBP, UMR 1345 IRHS (Institut de
Recherche en Horticulture et Semences), 49071 Angers, France. ICMP = International Collection of Microorganisms from
Plants, Landcare Research, Private Bag 92170, Auckland 1142, New Zealand; NCPPB = National Collection of Plant
Pathogenic Bacteria, Central Science Laboratory, Ministry of Agriculture, Fisheries and Food, Sand Hutton, York, YO4 1LW,
United Kingdom;

T Estirpe tipo da patovar

* designagdo noutras colec¢des de culturas: ICMP 9617 e NCPPB 3739

2.1.1.Extracao e isolamento de bactérias

Foram selecionadas pequenas porcdes de tecidos de folhas, ramos ou flores,
apresentando sintomas da doenca (Figura 6-A). Os tecidos foram desinfetados
externamente com etanol a 95%, macerados em 5 ml de agua destilada esterilizada
e, posteriormente, cerca de 50 pl da suspenséo bacteriana obtida foi inoculada em
meio B de King modificado (Mohan e Schaad, 1987) (Anexo I-1). As placas foram
incubadas a 28°C e observadas apds 24, 48 e 72 horas de incubacao (Figura 6-B).
As colonias que apresentaram morfologia idéntica a descrita para Psa foram
repicadas em meio B de King (King et al., 1954) (Anexo I-2), até se obterem culturas

puras.
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Figura 6. Folha com sintomas de Psa (A) e coldnias de Psa apds 72 horas de incubacéo a 28°C
em meio B de King modificado.

2.1.2.Preservacao de culturas bacterianas

A preservacdo das culturas bacterianas foi feita recorrendo a trés métodos
diferentes, de acordo com o periodo de conservacéao pretendido. Assim, a colecdo
de trabalho foi mantida em tubos com meio B de King inclinado, e as culturas foram
repicadas sempre que necessario. Os tubos foram incubados a 28°C durante 48
horas e posteriormente conservados a 4°C. Para a preservacdo das culturas a
médio prazo, foram inoculadas em tubos com meio GYCA (Anexo 1-3) e incubadas
durante 48 horas a 28°C. Os tubos foram preenchidos com 6éleo de parafina
esterilizado e conservados a 4°C. Para a preservacgao das bactérias a longo prazo
utilizaram-se tubos estéreis com anéis porosos para preservacdo de estirpes
microbianas “Cryoinstant Mixed” (VWR® - We Enable Science) que foram

armazenados a -70°C.

2.2. Caracterizacao morfologica e cultural

As caracteristicas morfoldgicas e culturais das col6nias foram analisadas ao fim de
48 horas do seu crescimento a 28°C em meio B de King (King, et al., 1954), no que
respeita a sua forma, consisténcia, tamanho, relevo, contornos das colénias, cor,

transparéncia, brilho e presenca/auséncia de pigmentos difusiveis.
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Na caracterizagdo da parede celular utilizou-se o0 método do KOH a 3% (Suslow,
1982) (Anexo 1-4), em alternativa ao método de coloracédo de Gram.

2.3. Caracterizacao bioquimica dos isolados

Caracterizaram-se as 23 estirpes descritas no Quadro 2, a estirpe tipo de Psa
(CFBP 49097) e a estirpe italiana CFBP 7286 (populacdo Psa3). Para tal, foram
efetuados os testes LOPAT (Lelliott et al., 1966) (Anexo I-5 a 8): producdo de
levana, oxidase, dihidrélise da arginina, atividade pectinolitica e reacdo de

hipersensibilidade em folhas de tabaco.

Analisou-se a capacidade para a utilizacéo de fontes de carbono (acUcares, alcoois,
aminoacidos e acidos organicos), determinaram-se propriedades fisioldgicas (sais,
pH e tolerancia ao acido lactico), o poder redutor e a sensibilidade quimica através
do Sistema Biolog (Biolog, 2011). O sistema Biolog permite identificar
microrganismos com base nas suas caracteristicas bioquimicas. O sistema de
identificacdo microbiana (Biolog Microbial ID System) permite a identificacdo de
mais de 2500 espécies de bactérias aerdbicas e anaerdbicas, leveduras e fungos.
Este sistema baseia-se em 94 diferentes testes fenotipicos que, em conjunto,
formam como que uma “impressado digital” metabdlica do organismo. Neste
momento, o teste “GEN III”, para além de analisar a capacidade das células
metabolizarem as principais classes de produtos bioquimicos, determina outras
importantes propriedades fisioldgicas como o pH, tolerancia ao acido latico, poder

de reducéo e sensibilidade quimica (Biolog, 2011).

Este sistema compreende microplacas que ja vém preparados com todos 0s
componentes necessarios e com um indicador redox tetrazdlico usado para indicar
colorimetricamente a utilizacdo de fontes de carbono ou resisténcia aos quimicos
inibitérios. Depois de inoculadas com a suspensao do microrganismo de interesse,
estas vao a incubar para que ocorra 0 aumento de respiracdo nos poc¢os onde as
células podem utilizar a fonte de carbono e/ou crescer. Caso o microrganismo utilize

a fonte de carbono disponivel e, assim, ocorra respiragdo, ocorre a reducdo do
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indicador redox tetrazoélio, aparecendo uma cor puarpura. Por outro lado, 0s pocos
com resultado negativo e o controlo negativo (sem fonte de carbono) permanecem
incolores (Anexo Il). Existe também o controlo positivo, localizado no pogo A-10,
que é usado como uma referéncia para os ensaios de sensibilidade quimica nas
colunas 10 a 12. Assim, apds a incubacéo, é feita a leitura dos resultados dos pocos
com coloragdo purpura utilizando um leitor de placas automatico e esta é
comparada com as presentes na base de dados do sistema Biolog. Caso seja
encontrada uma correspondéncia, € feita uma dentificagcdo ao nivel da espécie
(Biolog, 2008).

As amostras presentes no Quadro 2 foram analisadas utilizando microplacas “GEN
[II”. Estas foram inoculadas utilizando o fluido de inoculagdo “IF-A”, no qual se
incorporou previamente uma suspensao bacteriana, seguindo as recomendacfes
do fabricante. As microplacas inoculadas foram incubadas a 28°C e a absorvéancia
(590 nm) lida e registada apds 24, 48 e 72 horas utilizando a Micro Estacéo ID
System e o software MicroLog™. Os resultados obtidos foram analisados
recorrendo ao software Past 3.04. A comparacdo dos isolados bacterianos
estudados utilizou o coeficiente de Correlacéo (Bartko, 1966), e uma classificacédo
hierarquica ascendente pelo método UPGMA (Unweigted Pair-Group Method using
arithmetic Averages) (Sneath e Sokal, 1973).

2.4. Caracterizacao dos acidos gordos

Para a caracterizacao bacteriana utilizando a analise dos acidos gordos seguiu-se
0 método descrito por Stead (1992) para espécies de Pseudomonas. As culturas
bacterianas utilizadas neste processo foram repicadas duas vezes no meio TSBA
(trypticase soy broth agar) (Anexo 1-9), incubadas durante 48 horas a 28°C, e
aproximadamente 50 mg de células foram transferidas para tubos de ensaio
tapados. Os lipidos celulares foram saponificados e os acidos gordos foram

metilados, extraidos e purificados (Figura 7).
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A etapa de saponificacdo iniciou-se com a adicdo de 1 ml do reagente de
saponificacao (Anexo I-10), seguido de agitacdo e incubacéo a 95-100°C durante 5
minutos. Os tubos de ensaio foram arrefecidos, agitados e novamente incubados a
95-100°C durante 25 minutos. Na etapa de metilacdo, a cada tubo de ensaio foram
adicionados 2 ml do reagente de metilagdo (Anexo 1-11), agitados e aquecidos a
80°C durante 1 minuto, seguido de arrefecimento a temperatura ambiente. O
procedimento de extracdo consistiu em colocar 1,25 ml de solvente de extracao
(Anexo 1-12) em cada tubo, agitacdo durante 10 minutos, recolhendo-sea fase
aquosa inferior. Para a purificacdo dos acidos gordos, foram adicionados 3 ml da
base de lavagem (Anexo I-13), colocaram-se os tubos no agitador rotativo durante
5 minutos, centrifugaram-se durante 3 minutos e a fase organica (superior) foi

transferida para um frasco de amostragem.

=/ 4-0-84)0-4-

JAdicionar  Agitar 1002C Agitar 100eC |Adicionar Agitar 80°C
reagente 5 mint 25 mint |reagente 1 mint
Colheita de bactérias Saponificagdo Metilacdo
f
¢ T 7 Lo
|/ \ |/ \ '
— ./ g b — — —
JAdicionar 10 mint Extrair \dicionar 10 mint Extrair  Transferir
reagente reagente
Extragdo Purificagdo

Figura 7. Esquema representativos etapas seguidas na preparacdo das amostras para a anélise
de &acidos gordos por cromatografia de fase gasosa. (adaptado de MIDI Inc., 2012).

A quantificagdo foi feita recorrendo a um cromatégrafo de fase gasosa Hewlett
Packard 6890 e a identificagéo dos picos obtidos foi feita usando o Sistema MIDI v.
5 (System for Microbiolofgical Identification Sherlock (MIDI, 2012).
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2.5. Identificacao e caracterizacao molecular

2.5.1.Extracao de ADN

A lise bacteriana para a realizacdo das amplificacdes por PCR foi feita utilizando
culturas bacterianas em meio B de King incubadas durante 48 horas a 28°C.
Prepararam-se suspensdes bacterianas com uma concentracdo de 1082 UFC ml*t
(DO600=0,5) numa solucdo de 10% de NaOH a 0,5M. As suspensdes foram
colocadas a 95°C durante 15 minutos, e de seguida colocadas no frigorifico a 4°C

até utilizacdo nas reacdes de amplificacéo.

2.5.2.Amplificacdo por PCR

2.5.2.1. Identificacdo molecular de Pseudomonas syringae pv.

actinidiae

Para a identificacdo molecular de Psa foi utilizado o par de primers PsaF1/PsaR2
descrito por Rees-George et al. (2010) e o protocolo Duplex-PCR descrito por

Gallelli e seus colaboradores (2011a).

2.5.2.1.1. Amplificac&o por PCR utilizando os primers PsaF1/PsaR2

O par de primers utilizado PsaFl (5°-TTTTGCTTTGCACACCCGATTTT-3) e
PsaR2 (5-CACGCACCCTTCAATCAGGATG-3’), descritos por Rees-George e
colaboradores (2010), permite a amplificacdo do gene ITS, conduzindo a

amplificagéo de um fragmento de 280 pb.

A reacdo de amplificacéo de cada isolado decorreu num volume final de 25 pL,
constituida por 2,5 pl de KAPA Taq Buffer (1,5mM), 2,5 ul de dNTPs (2mM), 0,1 pl
Tag DNA polimerase (Kapa Biosystems, Inc.), 1,3 ul de cada primer a 10 puM, 1 pl
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de suspensao contendo ADN e 16,3 pl de agua ultrapura estéril. Como controlo
positivo da reacdo PCR foram incluidas sistematicamente em cada série de
amplificacfes as estirpes de referéncia isoladas em Italia (CFBP7286), e no Japao
(CFBP 4909"). Uma testemunha negativa, em que o ADN foi substituido por agua
ultrapura esterilizada, esteve sempre contemplada, tendo por objetivo verificar a
auséncia de contaminacdes por ADN exdgeno. As amplificacbes foram feitas
utilizando um amplificador Biometra ou um amplificador Perkin Elmer 2400. O
programa utilizado consistiu num ciclo inicial de 95°C durante 2 minutos, seguido
de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 65°C e 30 segundos a 72°C,

terminando com um ciclo de 5 minutos a 72°C (Rees-George et al., 2010).

2.5.2.1.2. Amplificacdo por Duplex-PCR utilizando os primers KN-F/
KN-R e AvrDdpx-F/ AvrDdpx-R

A amplificacdo por Duplex-PCR foi realizada utilizando os dois pares de primers

KN-F (5-CACGATACATGGGCTTATGC-3'), KN-R
(5-CTTTTCATCCACACACTCCG-3’) desenhados por Koh e Nou (2002) e
AvrDdpx-F (5-TTTCGGTGGTAACGTTGGCA-3), AvrDdpx-R

(5-TTCCGCTAGGTGAAAAATGGG-3’) descritos por Gallelli e colaboradores
(2011a), que conduzem a amplificacdo de dois fragmentos de 492 e 226 pb,

respetivamente.

Para um volume final da reacédo de 25 pl, foi utilizado 2,5 ul de KAPA Taq Buffer
(1,5mM), 2,5 pl de dNTPs (2mM), 1,25 pl de cada primer KN-F e KN-R, 1 pl de cada
primer AvrDdpx-F e AvrDdpx-R, 0,25 ul de Tag DNA polimerase (Kapa Biosystems,
Inc.), 1 ul de suspensao contendo ADN e 14,25 ul de agua ultrapura estéril. Como
controlo positivo e negativo da reacdo PCR, seguiu-se o procedimento descrito no

ponto anterior.

As amplificagbes foram feitas utilizando um amplificador Biometra ou um
amplificador Perkin Elmer 2400, com o programa de amplificagdo consistindo num

ciclo inicial de 3 minutos a 95°C, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos a
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63°C e 50 segundos a 72°C, terminando com um ciclo final de 5 minutos a 72°C
(Gallelli et al.,2011a).

2.5.2.2. Caracterizacdo molecular de isolados de Psa

A caracterizagdo molecular dos isolados (Quadro 2) foram realizados utilizando os
pares de primers e os protocolos referidos seguidamente nos Quadro 4 a 6. Foram
caracterizadas molecularmente as 23 estirpes referidas anteriormente, tendo sido
utilizados os protocolos publicado por Balestra e colaboradores (2013), Biondi e
colaboradores (2013), Ferrante e Scortichini (2010), Ferrante e Scortichini (2009),
Louws e colaboradores (1994), Rees-George e colaboradores (2010); Sarkar e
Guttman (2004) e Templeton e colaboradores (2005).
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Quadro 4. Sequéncia dos primers utilizados, regido amplificada e tamanho dos fragmentos

amplificados.
Gene/ o toN
Primer Re_g!ao amplificado Sequéncia (5’-3’) Referéncia
amplificada
(pb)
Psa F CAGAGGCGCTAACGAGGAAA
hopz3 311
PsaR CGAGCATACATCAACAGGTCA
TGGTGATCGTCTGGATGTGT
E”mpe E PPHGI-1 733
urope ATTATGCTCCTGGCTCATGG Balestra et
China F GGAGTTCCAGCAACTGACG al., 2013
. PPHGI-1 609
China R CGCTCAAGATCCTTTTCCAT
JKE AGCAACGGTGGTTTGTTTTC
PPHGI-1 254
JKR AAATGTTTGCCAGCCAAGTC
Psa F3 16-23S ACCTGGTGAAGTTGGTCAGAGC
bea R4 rRNA gene 175
sa ITS CGCACCCTTCAATCAGGATG Rees_George
P.s. ITSF1 16S-23S 880 GTGATTCATGACTGGGGTGA etal, 2010
P.s. ITSR2  rRNA ATAACCCCAAGCAATCTGGT
GTGATTATCGGCACTGACGG iondi
B1 ompP1 631 Biondi et al.,
B2 CAAGCACACCATTGGTCATTGA 2013
i AGTTGATCATCGAGGGCGCWGCC Sarkar e
cts-Fp
cts 530 Guttman,
cts-Rp TGATCGGTTTGATCTCGCACGG 2004
TCCCCCCGGGAGGAAATTCAATGAA
ArgK-F3 ) GATTA Templeton et
ArgK-R tox-argk 800 AACTGCAGTCAGGGGACGACTGTCT  al., 2005
C
CFLF cfl 650 GGCGCTCCCTCGCACTT Bereswill et
CFLR GGTATTGGCGGGGGTGC al., 1994
avID1-F CGATGGTTTCAAACATGTGG Ferrante e
avrD1 581 Scortichini,
avrD1-R TGTGCGTGACTGACAAGTGA 2010
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Quadro 5. Condic8es quimicas das reacdes de amplificacdo num volume total de 25 pl

Primers Reagentes Volume (pl) Referéncia
Master Mix 12,5
psa FIR PsaF / R (10uM) 0,375 (x2)
Europe F/R Eu-ropeF /R (10uM) 102) Balestra et al., 2013
China F/IR ChinaF / R (10pM) 0,75 (x2)
Japan/Korea F/R JK-F /R (10pM) 0,75 (x2)
ADN 1
H20 16,3
KAPA Taq Buffer 2,5
Psa F3 dNTPs (2mM) 2,5 Rees-George et al.,
Psa R4 PsaF3/ R4 (10pM) 1,3 (x2) 2010
Taq 0,1
ADN 1
H20 16,3
KAPA Taq Buffer 2,5
P.s. ITSF1 dNTPs 2,5 Rees-George et al.,
P.s. ITSR2 P.s. ITSFL/R2 1,3 (x2) 2010
Taq 0,1
ADN 1
H20 11,5
KAPA Taq Buffer 5
Bl dNTPs 5 . .
Biondi et al., 2013
B2 B1/B2 1 (x2)
Taq 0,5
ADN 1
H20* 23
g:zg% ots-Fp / Rp 0,5 (x2) gg(r)lzar e Guttman,
ADN 1
H20* 23
2;3&53 ArgK-F3/R 0,5 (x2) Templeton et al., 2005
ADN 1
H20** 38,8
KAPA Taq Buffer 5
CFLF MgCl2 (S0mM) 13 Bereswill et al., 1994
CFLR dNTPs (10mM) 0,5
CFLF/R 2 (x2)
Taq 0,2
H20* 18 o
ingig avrD1-F / R 0.5 (x2) g(e);rgnte e Scortichini,
ADN 1

* Utilizacdo da mistura de reagentes comercial “puReTaqg Ready-To-Go PCR Beads”.

** \Volume total da reacdo: 50 pl



Quadro 6. Condicdes fisicas das reacfes de amplificacéo

Reacéo Temr(Joeé)atura Tempo Ciclos Referéncia
Psa F/R 32 ;8:,
e R 60 30" 40 Balestra etal.,
Japan/Korea 72 75" 2013
F/R 72 5
95 2
Psa F3 % 30
Psa R4 65 30” 30
72 30”
72 5 Rees-George et
95 3 al., 2010
P.s. ITSF1 o4 "
P.s. ITSR2 55 v 40
72 2
72 10°
94 5
B1 o4 20° Biondi et al
72 30”
72 10
94 5
cts-F % 2 Sarkar e
cts—Rg 56 T 30 Guttman, 2004
72 1
72 10
95 2
ArgK-F3 % 30 Templeton et
ArgK—R 65 30° 30 al., 2%05
72 30”
72 5
93 2
CFLF %3 i Bereswill et al
CFLR 67 2 37 19e964’1S o
72 2
72 10
95 5
avrD1-F % " F t
avrD1-R 58 307 Sigr&':ir;r?irﬁ, 2010
72 1
72 5

‘: minutos; © : segundos



2.5.3. Eletroforese de fragmentos de ADN

As amplificacdes obtidas por PCR realizadas no laboratorio da ESAPL, foram
observadas através da migracdo de 8 ul de produto PCR adicionados de 2 pl de
tampdo de carga (Anexo I-14). A eletroforese decorreu em gel de agarose a
1,5% (w/v) (Anexo 1-15), preparado em tampao TBE 0,5x (Tris-Borato-EDTA
(Sambrook et al., 1989) ao qual se adicionou uma solucéo de “GelRed Nucleic Acid
Stain, 3x in water”. Em cada gel incluiu-se uma escala de tamanho molecular 1 kb
DNA Ladder (Anexo 1-21).

A migracgéo realizou-se a corrente constante (75V) durante aproximadamente 90
minutos. Os produtos de amplificacdo foram visualizados com luz ultra violeta

(Sambrook et al., 1989) e as imagens fotografadas e guardadas para anélise.

Nas electroforeses realizadas no laboratério da EFA, utilizou-se um gel de agarose
a 2% (w/v) (Anexo 1-16), tendo sido depositado em cada pogo SuL de produto de
PCR e 2,5uL de tampéo de carga (Anexo I-18). Como escala de tamanho molecular
foi utilizado “100 bp DNA Ladder RTU” (Anexo |-22). A eletroforese realizou-se a
corrente constante de 130V durante aproximadamente 35 minutos numa tina da
marca “Wide Mini-Sub Cell GT Cell” da marca Bio Rad ligada a fonte de energia
“VWR® Power Supplies 300V”. Os produtos de amplificagdo foram corados por
imersdo do gel numa solucao “GelRed Nucleic Acid Stain, 3x in water” (Anexo 1-24)
durante 30, e visualizados com luz ultra violeta (Sambrook et al., 1989). As imagens

foram fotografadas e guardadas para analise.
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2.6. Andlise da diversidade genética

2.6.1. Analise de sequéncias repetitivas de ADN por BOX-PCR

Foi utilizado o primer BOXA1R (5- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’), de
acordo com o protocolo adaptado de Louws e seus colaboradores (1994). A reacéo
de amplificacdo decorreu num volume final de 25 pl, tendo sido utilizada a mistura
de reagentes comercial “puReTaq Ready-To-Go PCR Beads” (GE Healthcare) com
a adicao de 15 pl de 4gua ultrapura estéril, 5 ul de primer a uma concentracao de
10 uM e 5 pl de cada suspensdo das estirpes bacterianas em estudo. Foram
incluidas na analise da diversidade genética 5 estirpes representativas das 4
populacdes de Psa: CFBP 4909 (populacdo Psal), K-Psa2 (populacdo Psa2),
CFBP 7286 e 10627 (Populacdo Psa3), e 10880 (populacdo Psa4). Foi também
utilizado um controle negativo, utilizando agua ultra pura estéril no lugar da
suspensao bacteriana, de forma a garantir a auséncia de contaminagdes por ADN

exdgeno.

As amplificacdes decorreram num amplificador Perkin EImer 2400, com o programa
gue consistiu num ciclo inicial de 7 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 53°C e 8 minutos a 65°C, terminando com um ciclo de 15 minutos
a 65°C (Louws et al., 1994).

A eletroforese ocorreu em gel de agarose a 2%, utilizando 5 pl de produto de PCR
e 2,5 ul de tampéao de carga. Como escala de tamanho molecular em cada gel
incluiu-se o marcador “100 bp DNA Ladder H3 RTU” (NIPPON Genetics). A
eletroforese realizou-se a corrente constante de 100V durante 1 hora e 35 minutos.
Os produtos amplificados foram observados apds imersdao do gel numa solucao
“GelRed Nucleic Acid Stain, 3x in water” durante cerca de 30 minutos e visualizados
sob luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989). As imagens foram fotografadas e

guardadas para analise.
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2.6.2. Analise do polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorfism)

O polimorfismo analisado por RFLP utilizou 10 yl do produto PCR amplificado com
os primers B1-B2 descrito no ponto 2.5.2.2, ao qual foi adicionado 0,5 ul da enzima
Alul. Apés 48 horas de incubagdo, os produtos foram separados por eletroforese
em gel de agarose a 3% (w/v) (Anexo 1-17) utilizando 5 pl de produto de PCR e 2,5
Ml de tampéo de carga. Como escala de tamanho molecular em cada gel incluiram-
se 0s marcadores 100 bp DNA Ladder H3 RTU” (NIPPON Genetics) e
HyperLadder™ 25bp (Bioline Reagents Ltd) (Anexo 1-23). A eletroforese realizou-
se a corrente constante de 90 V durante 1 hora e 30 minutos. Os produtos
amplificados foram observados e registados como descrito anteriormente no ponto
2.5.3.

2.6.3.Sequenciacdo de ADN amplificado e analise filogenética

Para o estudo de analise filogenética selecionaram-se estirpes representativas das
populacdes em estudo e sequenciaram-se 0s genes cts e ompP1. O gene cts foi
amplificado com os primers cts-Fp e cts-Rp, o produto do PCR foi purificado e
sequenciado com o primer cts-Fs, como descrito por Sarkar e Guttman (2004).
Foram sequenciadas todas as estirpes presentes no Quadro 2, com excec¢ao das
estirpes AL9, Am63, Fv46 e MC589. No caso do gene ompP1, procedeu-se a sua
amplificacdo com o par de primers B1 e B2, o produto de PCR foi purificado e
sequenciado com o primer Bl, segundo a descricdo de Biondi e colaboradores
(2013). Entre as estirpes presentes no Quadro 2, foram sequenciadas as estirpes
AL13, AL14, ALl1l4a, AL115, Am63, P84, Pnl6, VC104b, VV112 e VV113. As
reacoes de purificacdo e sequenciacao foram feitas de acordo com condi¢cbes
indicadas nos Quadros 7 e 8.

50



Quadro 7. Condicdes de reacao para purificacdo e sequenciagcéo de ADN

Reacéo Temperatura (°C) Tempo Ciclos
o 37 15°
Purificagéo
80 15°
96 1
- 96 10°
Sequenciagao
50 5 24
60 4

Quadro 8. Preparacéo das reacdes de purificacdo e sequenciagéo.

Reacéo Reagentes Quantidade (ul)
L Produto da reagéo de PCR 10
Purificagéo
Us77702V 2 ul
BigDye Terminator 0,8
L KAPA Taq Buffer 1,7
Sequenciagao i
Primer (5 pM) 0,5
Produto purificado 7,5

Ao produto da reacdo de sequenciacdo adicionaram-se 80 pl de etanol a 76%

deixou-se repousar durante 15 minutos e centrifugou-se a 12000 rpm durante 20

minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 180 ul de etanol a 70%,

seguido de centrifugacdo a 12000 rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi

excluido e as amostras foram colocadas a 37°C. As amostras foram depois re-

suspendidas em 10 pl de foramida e foram colocadas na microplaca a ser lida no

sequenciador.

A anaélise foi feita no sequenciador “3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®)”

com o programa “Foundation Data Collection Version 3.0” e os resultados foram

posteriormente analisados com o programa “Sequencing Analysis 5.3.1”.
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2.6.4. Andlise das sequéncias, alinhamento e arvore filogenética

As sequéncias obtidas foram comparadas por BLAST nucleotidico no site NCBI
(National Center for Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com
sequéncias ja existentes na base de dados “Genebank” com o objetivo de averiguar

0 seu nivel de similaridade.

Foram selecionadas sequéncias semelhantes dos genes em estudo de estirpes de
Psa com diferentes origens geograficas e de diferentes popula¢cbes, bem como de
outras Pseudomonas existentes no GenGank (http://www.ncbi.nim.nih.gov),
presentes no Quadro 9. O alinhamento das sequéncias foi feito utilizando o
programa “BioEdit version 7.0.0” e a conversao para formato FASTA utilizando o
programa “ClustalX2”. As arvores filogenéticas foram obtidas através da utilizacao
do método Neighbor-Joining e parametro Kimura-2 no programa MEGA6 (1000

replicacoes).
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Quadro 9. Estirpes bacterianas utilizadas na andlise filogenética, origem geogréafica, hospedeiro,

ano de isolamento e nimero de acesso GenBank.

Espécie / :
. Origem . Ano do N° de acesso
Estirpe Patovar { geografica Hospedeiro isolamento GenBank
Populacado
10627 Psa3 NZ (Te Puke) A. chinensis 2010 JQ934458.1
10880 Psa4 NZ (Motueka) A. chinensis 2010 JQ934451.1
10988 Psa4 gazy()HaWke S A chinensis 2010 JQ934477.1
- . A. chinensis -
CRA-FRU 3.1 Psa3 Itélia (Latina) Hort16A 2009 JX297572
CRA-FRU . . A. chinensis -
10.22 Psa3 Latina (Italia) Hort16A 2008 FN651804.1
EFA100.2  Psa3 Espanha A. deliciosa - - KC210878.1
(Galiza) Hayward
EFA103.1  Psa3 Espanha A. deliciosa - - KC210879
(Galiza) Summer
CFBP 4909™ Psal Japéo - 1989 FN651801.1
KACC 10584 Psa2 Coreia A. chinensis 1997 JN683505.1
Korea 2 Psa2 Coreia Actinidia sp. - JQ934486.1
NCPPB 3871 Psal Italia A. deliciosa 1992 FN651799.1
ISPave 019  Psal Italia A. deliciosa - 19092 JX297574
Hayward
53785-? Psa3 ltalia A. chinensis 2000  JX297573
VannesteP Psa3 - - - -
NCPPB 635¢  P. viridiflava Suica Phaseolus sp. 1927 FN565210.1
P.s. pv.
UMAF 0158 syringae Espanha 1993 JX878892.1
NCPPB 1437¢ F-camabina ., i Cannabis 1957 FN565208.1
sativa
NCPPB 1873¢ P, . Brasil Carica papaya 1966 FN565209.1
caricapapayae
NCPPB 3487/ P.avellanae  Grécia Corylus 1987 FN565203.1
avellana
P.s. pv. . . .
NCPPB 6009 coronafaciens Reino Unido Avena sativa 1958 FN565202.1
K 93001 P.s. pv. theae - - 1993 AY610752.1
CFBP 4097"  P.s.pv.theae Japéo Camellia i IX297575
sinensis
NCPPB 25631 - S: PV Reino Unido  -ycopersicon 1973 FR863686.1
tomato esculentum

- : Sem informac¢&o; NZ: Nova Zelandia.
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Designacdo noutras cole¢Bes de culturas: @ ATCC 700536, ICMP 9617, NCPPB 3739; ¢:ATCC
13223, CFBP 2107, ICMP 2827, KACC 10391; ¢: CFBP 2341, ICMP 2823; ¢:CFBP 3204, ICMP 2855;
. CFBP 10963, CFBP 4060, ICMP 9746; 9: CFBP 2216, ICMP 3113, KACC 10678; " ICMP 3934; i:
ICMP 4933.

b: sequéncia de ADN do gene cts presente no artigo publicado por Vanneste e colaboradores (2010)

2.7. Caracterizacédo da patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi testada em plantas de actinidea da cultivar
Hayward com dois anos, durante o més de Outubro de 2014. As plantas foram
inoculadas com trés isolados portugueses do EDM, com diferentes origens
geograficas, e com a estirpe italiana CFBP 7286.

As culturas bacterianas a inocular foram obtidas a partir de colénias puras,
inoculadas em meio B de King e postas a crescer durante 24 horas, em estufa de
incubacdo a 28°C. Prepararam-se suspensdes bacterianas, ajustando-se a
concentracdo do inéculo a 108 ufc mlt recorrendo a utilizacdo de um

espectrofotometro e efetuando as leituras da densidade 6tica a 660 nm.

Para cada estirpe estudada, inocularam-se 3 plantas (uma planta por vaso) por
estirpe, pulverizando as folhas com uma suspensao bacteriana. Trés plantas
inoculados com agua destilada esterilizada, mantidos nas mesmas condi¢des das

plantas inoculadas, constituiram o controlo negativo.

As plantas foram observadas 15 dias e um més ap6s inoculacéo e foram anotados

0S sintomas observados.
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2.8. Extracao de bacteriofagos a partir de material vegetal

Infetado

Com o intuito de extrair bacteri6fagos com a capacidade de provocar lise em
estirpes de Psa, foram colhidas amostras de folhas de dois pomares infetados com
a doenca. Apos a analise das folhas e comprovada a presenca de sintomas de Psa,
procedeu-se ao isolamento e purificacdo das bactérias, seguindo a metodologia

descrita anteriormente no ponto 2.1.1.

Para isolamento de bacteriéfagos, cada amostra de folhas foi macerada em 30 ml
de A&gua ultrapura esterilizada recorrendo a um Stomacher®. O macerado foi depois
decantado e filtrado com um filtro de 0,2 um. Para a obtencao de placas fagicas e
confirmagdo da existéncia de bacteriofagos nas amostras, misturou-se 1 ml do
macerado filtrado e 0,3 ml de suspensao bacteriana, que foram inoculados em meio
Tryptophan Soy Broth (TSB) (Anexo 1-19). O meio com o fago e hospedeiro foi
depois distribuido em placas com meio Tryptophan Soy Agar (TSA) (Anexo [-20),
incubadas a 28°C. As placas foram analisadas apés 5 dias.

A capacidade dos fagos isolados infetarem estirpes bacterianas isoladas em
Portugal, em Italia e no Japédo foram testadas utilizando a estirpe portuguesa P84,

a estirpe italiana CFBP 7286 e a estirpe tipo japonesa CFBP 4909".
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3. Resultados

3.1. Caracterizacao morfoldgica e cultural

As bactérias identificadas como Psa apresentaram colonias com morfologia
bastante semelhante entre si. Apés 48 horas de incubacéo a 28°C em meio B de
King, as colénias tém cor esbranquicada com transparéncia, lisas e margens
circulares. A maior parte das colénias apresenta brilho e dimensdes que variam
entre 4 e 6 mm de diametro (Figura 8A). Apenas a estirpe B65 (Figura 8B)
apresentou caracteristicas mucoides, dimens@es superiores (7 a 8 mm de diametro)
e uma aparéncia mais baca e amarelada. Relativamente a formacao de pigmentos

fluorescentes visiveis sob luz ultravioleta (A = 560 nm), verificou-se que esta € uma

caracteristica variavel entre as estirpes estudadas.

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas de colonias de Pseudomonas syringae pv. actinidiae.

3.2. Caracterizacdo bioquimica e fisiologica dos isolados

As provas bioquimicas convencionais e os sistemas de biotipificagdo sdo métodos
de identificacdo que se baseiam nas caracteristicas fenotipicas dos
microrganismos isto €, o0s caracteres fisiolégicos e bioquimicos que o

microrganismo apresenta.

De acordo com a classificacdo das bactérias fitopatogénicas fluorescentes proposta
por Lelliot et al. (1966), todos os isolados estudados pertencem ao grupo LOPAT
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la, (positivo para a producao de levana e a reacao de hipersensibilidade em folhas
de tabaco; negativo para oxidase, dihidrélise da arginina e atividade pectinilitica).

O resultado da anélise de 56 caracteristicas fisioloégicas e bioquimicas de 25
estirpes testadas, utilizando o sistema BIOLOG GENIII (Biolog, 2011) deu origem
ao dendrograma apresentado na Figura 9. Da andlise desta figura pode constatar-
se que para um valor de similaridade de 0,972 se obtém 2 fena e 3 estirpes néo
agrupadas. O fenon 1 agrupa 15 estirpes portuguesas e a estirpe italiana
CFBP 7286 pertencente a populacdo Psa3. O fenon 2 agrupa 6 estirpes
portuguesas. As estirpes B65, AL14 e CFBP 4909" encontram-se isoladas.

Todas as 25 estirpes testadas apresentaram a capacidade de utilizar sacarose,
mio-inositol, glicerol, L-alanina, acido L-aspartico, acido L-glutamico, L-serina, acido
D-gluconico, acido D-glucurdnico, acido mucico, acido quinico, acido D-sacarico,
acido citrico, 4cido D-madlico, acido L-malico, acido gama-aminoburitico e &cido
acético. Estas apresentaram ainda sensibilidade quimica quando expostas a
NaCl 8%, minociclina, cloreto de litio, butirato de sodio e bromato de sodio. Os
substratos para 0s quais a capacidade de utilizacdo por parte das estirpes
estudadas foi varidvel foram: a-D-glucose, D-manose, D-fucose, inosina, D-sorbitol,
D-manitol, D-arabitol, Mio-inositol, D-serina, acido L-piroglutdmico, pectina, acido
D-galacturonico, acido D-glucurénico, metil-piruvato, acido bromo-succinico e acido

acetoacético.
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Figura 9. Dendrograma das distancias fenotipicas entre 25 estirpes testadas para 56
caracteristicas fenotipicas.

3.3. Caracterizacdo dos acidos gordos

Os perfis de acidos gordos das 21 estirpes estudadas com este método foram
comparados com os perfis conhecidos de microrganismos existentes na base de
dados do sistema MIDI. O resultado desta comparacéo é apresentado pelo indice
de Similaridade (IS), que representa a proximidade do perfil de acidos gordos da

amostra estudada com os perfis existentes na base de dados.

Com a excecdo da estirpe B65, que apresentou IS inferior a 0,500, todas as
restantes estirpes estudadas apresentaram um IS superior a 0,700 quando
comparadas com os perfis de Psa existentes no sistema, o que permite identificar

estas estirpes como P. syringae pv. actinidiae.
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A andlise dos perfis de acidos gordos das estirpes portuguesas isoladas na regido
EDM e de uma estirpe representante da populacdo de Psa3 isolada em Italia
mostrou que existem 3 acidos gordos que distinguem a estirpe italiana Psa3 da
estirpe portuguesa P85. Sdo eles os acidos gordos 17-0, Sum In Feature 7
(correspondente ao acido gordo 18-1 w7c, 18-1 w9t e/ou 18-1 wl2t) e Summed
Feature 7 (correspondente ao acido gordo C(18-1) w7c, C(18-1) w9t e/ou C(18-1)
w12t). As estirpes estudadas apresentaram dois picos distintivos para os acidos
gordos 16:0 e Sum In Feature 3 (que corresponde ao acido gordo 16-1 w7c e/ou
16-1 wec).
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3.4. ldentificacéo e caracterizacao molecular

3.4.1.Identificac&o por PCR utilizando os primers PsaFl-PsaR2

Os resultados das amplificagbes por PCR com os primers PsaF1-PsaR2 e por
duplex-PCR das estirpes estudadas estao apresentados nas Figura 10 e Figura 11,
respetivamente. Para os primers PsaF1-PsaR2, a reacdo de PCR amplificou o
fragmento esperado de 280 pb em todas as estirpes portuguesas estudadas, na
estipe CFBP 49097 e na estirpe italiana CFBP 7286.

280 pb

Figura 10. Fragmentos de amplifica¢&@o obtidos com os primers PsaF1/R2 numa reagéo de PCR,
obtidos com as estirpes de P.s. pv. actinidiae. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 4909T; 3:
CFBP 7286; 4 a 15: Estirpes EDM. M: Marcador molecular (100 bp DNA Ladder, Bioron).
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3.4.2.Identificacdo por Duplex-PCR utilizando o0s primers
KN-F/KN-R e avrdDpx-F/R

Na reacdo de duplex-PCR, com os 2 pares de primers KN-F/R e avrdDpx-F/R,
verificou-se a amplificacdo dos dois fragmentos esperados de 226 e 492 pb para o
conjunto das estirpes estudadas. Foi excecao a estirpe B65 para a qual ndo houve

amplificacdo de qualquer fragmento quando se utilizaram estes primers.

: éh"h~—--_hc. H-v » e Ganl 492 pb

Bet et cocam et e D ee: e 226 ob

Figura 11. Fragmentos de amplificacdo obtidos com os primers KN-F/R e AvrdDpx-F/R numa
reacdo de Duplex-PCR, obtidos com as estirpes de P.s. pv. actinidiae. Coluna 1: CFBP 4909T;
2:CFBP 7286; 3 a 15: estirpes EDM.; 16: controlo negativo. M: Marcador molecular (100 pb DNA
Ladder, NIPPON Genetics).

3.4.3.Caracterizacdo molecular de Psa com os primers avrD1-
FlavrD1-R, B1/B2, cts-Fp/cts-Rp, PSITSF1/PsITSR2

A caracterizacdo molecular das 23 estirpes referidas anteriormente no Quadro 2
foram realizadas utilizando os pares de primers indicados no Quadro 4, tendo sido
utilizados os protocolos publicados por Balestra e colaboradores (2013), Biondi e
colaboradores (2013), Ferrante e Scortichini (2010), Ferrante e Scortichini (2009),
Louws e colaboradores (1994), Rees-George e colaboradores (2010); Sarkar e
Guttman (2004) Templeton e colaboradores (2005). Os resultados das
amplificagbes por PCR obtidos para o conjunto das estirpes estudadas estao

apresentados no Quadro 10 e Figura 12 Figura 18.
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A estirpe italiana CFBP 7286 e todas as estirpes portuguesas isoladas da regido
EDM estudadas, a excecdo da estirpe B65, caracterizaram-se pela amplificacao
dos fragmentos esperados de 600 pb (primers avrD1-F/avrD1-R), 631 pb (primers
B1/B2), 650 pb (primers cts-Fp/cts-Rp), 175 pb (primers PsaF3/PsaR4) e 680 pb
(primers PsITSF1/PsITSR2). A reacdo multiplex-PCR (Balestra et al., 2013)
resultou na amplificacdo dos dois fragmentos esperados de 311 pb e 733 pb
simultaneamente, permitindo caracterizar as estirpes portuguesas isoladas na

regido EDM como pertencendo a populacao Psa3.

A reacdo de PCR com o par de primers ArgK-F3/ArgK-R amplificou um fragmento
esperado de 800 pb apenas para a estirpe tipo japonesa CFBP 49097, como se
pode ver na Figura 12. Este resultado mostra que as estirpes isoladas na regido
EDM ndo possuem o gene tox-argK, presumivelmente responsavel pela producao
de faseolotoxina. Tal como se pode observar na Figura 18, a reagdo multiplex-PCR
(com os primers PsaF/PsaR, EuropeF/EuropR, ChinaF/ChinaR e JapanF/JapanR)
amplificou os dois fragmentos esperados de 311 e 733 pb para as estirpes
portuguesas estudadas e para a estirpe italiana CFBP 7286, caracterizando-as
como pertencentes a populacdo Psa3. No caso da estirpe tipo japonesa, foram
amplificados os 2 fragmentos esperados com 254 e 311 pb, caracterizando-a como
Psal.

A estirpe B65 apenas amplificou os fragmentos de ADN esperado com as reacdes
de PCR com os primers Cts-Fp/cts-Rp (Figura 15) e PsITS-F1/PsITS-R2 (Figura
17), tendo apresentado também um fragmento ténue de 631 pb com o par de
primers B1/B2 (Figura 14).
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Quadro 10. Resultados das amplificagdes obtidas por PCR utilizando os primers ArgK-F3, ArgK-R;

avrD1-F, avrD1-R; B1, B2; Cts-Fp, Cts-Rp; PsaF3, PsaR4; PsITS-F1, PsITS-R2.

Primers ArgK-F3 avrD1-F Bl Cts-Fp PsaF3 PsITS-F1

ArgK-R avrD1-R B2 Cts-Rp PsaR4 PsITS-R2
Fragmento 800 581 631 530 175 680
(pb)
CFBP
49097 + + + + + +
CFBP
7286 - + + + + +
Estirpes
EDM - + + + + +
B65 - - ? + - +

&4 —> 800 pb
Figura 12. Fragmentos de amplificacéo obtidos com 0s primers

ArgK-F3 / ArgK-R, obtidos com as estirpes de Psa. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 4909T;
3: CFBP 7286; 4 a 10: estirpes EDM. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON

Genetics).

600 pb

Figura 13. Fragmentos de amplificagéo obtidos com os primers avrD1-F / avrD1-R, obtidos com
as estirpes de Psa. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 4909T; 3: CFBP 7286; 4 a 13: Estirpes

EDM; 14: B65. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON Genetics).
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631 pb

Figura 14. Fragmentos de amplificacdo obtidos com os primers B1/B2, obtidos com as estirpes
de Psa. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 4909T; 3: CFBP 7286; 4 a 10: Estirpes EDM. M:
Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON Genetics).

Figura 15. Fragmentos de amplificag@o obtidos com os primers cts-Fp / cts-Rp, obtidos com as
estirpes de Psa. Coluna 1 e 2: controlo negativo; 3 a 10: Estirpes EDM. M: Marcador molecular
(100 pb DNA Ladder, NIPPON Genetics).

Figura 16. Fragmentos de amplificagdo obtidos com os primers PsaF3/R4 numa reacdo de PCR, obtidos
com as estirpes de P.s. pv. actinidiae. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 49097; 3:.CFBP 7286; 4 a 12:
Estirpes EDM; 13: B65. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, Bioron).
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Bl L L Y] S ySry SRy WSS R 650 pb

Figura 17. Fragmentos de amplificagdo obtidos com os primers PsITS-F1/R2, obtidos com as estirpes de P.
s. pv. actinidiae. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 49097; 3: CFBP 7286; 4 a 12: Estirpes EDM; 13:
B65. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, Bioron).

733 pb

311 pb

Figura 18. Fragmentos de amplificacdo obtidos com os primers desenhados por Balestra et al.,
2013, obtidos com as estirpes de P. s. pv. actinidiae. Coluna 1: controlo negativo; 2: CFBP 4909T;
3: CFBP 7286; 4 a 13: Estirpes EDM. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON

Genetics).
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Analise da diversidade genética

3.4.4.Analise de sequéncias repetitivas de ADN por BOX-PCR

Os padrdoes electroforéticos gerados pela amplificacdo das sequéncias
conservadas e repetitivas BOX, obtidas com as 24 estirpes bacterianas estudadas
(Quadro 11), deram origem a produtos complexos, com variacdes no numero e
tamanho dos fragmentos de ADN amplificados entre duas sequéncias repetidas.
Por um lado, os diferentes amplicGes obtidos confirmam que essas sequéncias
repetitivas se apresentam dispersas no genoma das bactérias estudadas e, por
outro, que o tamanho e intensidade dos fragmentos € variavel quer dentro de
estirpes de popula¢cbes de Psa diferentes mas também entre estirpes da mesma

populacdo (Figura 19 Figura 20).

Quadro 11. Estirpes estudadas com o primer BOXA1R

PsaF1-PsaR2 KN-F/R e avrDdpx-
Estirpe Rees-George et al. F/R Gallelli et al. Origem Populacgao
(2010) (2011a)

EDM* + + Portugal Psa3

B65 + - Portugal -

CFBP 49097 + + Japao Psal

K-Psa + + Coreia Psa2

CFBP 7286 + + Italia Psa3

Nova

10627 + + g Psa3
Zelandia

10880 ¥ : Nova Psa4
Zelandia

* Estirpes portuguesas isoladas na regido Entre Douro e Minho

A comparacao dos padrdes de fragmentos de ADN gendmico amplificados com o
primer BOXA1R permite verificar que se obtiveram entre 15 e 20 bandas

polimorficas, com tamanhos que variaram entre 216 pb e 4038 pb.

Da analise dos padrdes de fragmentos de ADN gendmico amplificados, € possivel

verificar que as quatro populacdes de Psa apresentam padrdes diferentes entre si.
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As estirpes representantes das populacdes Psal e Psa2 apresentam um perfil
genético muito idéntico, caracterizando-se pela presenca de duas bandas
distintivas de 300 e 700 pb, e uma banda adicional com cerca de 2500 pb na estirpe
da populacéo Psa2 (Figura 19 e Figura 20), que as permite diferenciar das restantes
populacbes de Psa. A estirpe 10880 isolada na Nova Zelandia, pertencente a
populacao Psa4, distingue-se das restantes populacdes por apresentar 3 bandas,
Gnicas desta populacao, de 1600, 380 e 300 pb, e ainda pela auséncia das bandas
de 210 e 1000 pb.

As estirpes isoladas no EDM, com excegédo da estirpe B65, apresentam um perfil
BOX-PCR semelhante ao da estirpe italiana (CFBP 7286) e da Nova Zelandia
(10627) da populacdo Psa3. Este conjunto de estirpes distingue-se das estirpes
das restantes populacbes Psal, Psa2 e Psa4 por apresentarem duas bandas
adicionais de 200 e 750 pb (Figura 19; Figura 20). No entanto, as estirpes CFBP
7286 e 10627 apresentam variabilidade genética entre si, pois a estirpe isolada na
Nova Zelandia € caracterizada pela presenca de bandas com 300, 350 e 450 pb,
ausentes na estirpe italiana. A analise da diversidade genética obtida por BOX-PCR
evidencia igualmente a existéncia de variabilidade no interior da populacao
portuguesa de Psa da regido EDM. As estirpes AL114b, AL116, Am63, F12 e F62
caracterizam-se por apresentarem bandas com 300, 350, 450, 2100, 2200, 2400
pb e 2500 pb que as restantes estirpes de Psa3 isoladas em Portugal e em ltalia
nao apresentam e que a estirpe isolada na Nova Zelandia apresenta parte delas
(300, 350 e 450 pb). Uma banda de 1000 pb apenas esta ausente nas estirpes

portuguesas referidas anteriormente.
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Figura 19. Perfis electroforéticos obtidos pela amplificacdo de fragmentos de DNA de isolados
de P. s. pv. actinidiae (Psa), através de PCR utilizando o primer BOX. Coluna 1: controlo negativo
da reacdo de PCR (H20); 2: 10880 (Psa4); 3: 10627 (Psa 3); 4: K-Psa (Psa 2); 5: CFBP 49097
(Psal); 6: CFBP 7286 (Psa 3); 7: AL 9; 8: AL 13; 9: AL 14; 10: AL 114a; 11: AL 114b; 12: AL 115;
13: AL 116; 14: Am 63; 15: F 12; 16: Fv 62. M - Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON
Genetics).
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Figura 20. Perfis electroforéticos obtidos pela amplificacdo de fragmentos de DNA de isolados
de P. s. pv. actinidiae (Psa), através de PCR utilizando o primer BOX. Coluna 1: controlo
negativo da reacéo de PCR (H20); 2: 10880 (Psa4); 3: 10627 (Psa 3); 4: K-Psa (Psa 2); 5: CFBP
49097 (Psal); 6: CFBP 7286; 7: P 18;8: P 84;9: P 85; 10: P 93; 11: Pn 16; 12: VC 104b; 13: VV
112; 14: VV 113; 15: B 65. M - Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, NIPPON Genetics).
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3.4.5.Andlise do polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment

Length Polymorfism)

O resultado da digestdo com a enzima Alul dos amplicées obtidos por PCR com o
par de primers B1/B2, produziu dois perfis distintos apresentados na Figura 21. Tal
como descrito por Biondi e colaboradores (2013), os amplicbes obtidos com
estirpes de Psa da populacdo Psa3 n&o foram digeridos, tendo sido amplificado um
fragmento de 631 pb. A digestdo dos amplicbes obtidos com estirpes das
populacdes Psal (CFBP 49097), Psa2 (K-Psa) e Psa4 (10880) produziu um perfil
representado por 2 fragmentos de 336 e 295 pb. Nenhum dos amplicGes das
estirpes isoladas na regido EDM foram digeridos, inserindo-se assim no perfil da
populacdo Psa3. O isolado B65 apresentou um amplicdo mais ténue, tal como

aconteceu na migracao do produto direto obtido por PCR (Figura 14).
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Figura 21. Analise por RFLP do amplicon B1/B2 (631 pb) com a enzima Alul de estirpes de
P. s. pv. actinidiae. 1: K-Psa (Psa 2); 2: 10627 (Psa 3); 3: 10880 (Psa4); 4: AL 9; 5: AL 13; 6: AL
14; 7: AL114a; 8: AL114b; 9: AL115; 10: B65; 11: CFBP 4909T (Psal); 12: CFBP 7286 (Psa 3).
M1: Marcador molecular (HyperLadder™ 25bp, BIOLINE); M2: Marcador molecular (100 pb DNA
Ladder, NIPPON Genetics).
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3.5. Sequenciacao de ADN amplificado e analise

filogenética

Os alinhamentos das sequéncias dos fragmentos de ADN sequenciados, obtido no
programa BioEdit (version 7.0.0), apresentam-se nas Figura 22 e Figura 23. A
origem e classificacdo das sequéncias obtidas a partir do GenBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) foram anteriormente indicadas no Quadro 9.

Na Figura 22 esta apresentado o alinhamento das sequéncias do gene cts das
estirpes CFBP 49097 (populagéo Psa1), KACC10584 (populagdo Psa2), “Vanneste”
(populacéo Psa3) e P85 representativa dos 19 isolados sequenciados da regido
EDM. A estirpe P85, bem como as restantes estirpes estudadas, apresentaram uma
citosina nas posicbes 239 e 419, correspondendo a populacdo Psa3. Esta
classificacdo esta descrita no artigo publicado por Vanneste e colaboradores (2010)
que, embora seja referido que o nucledtido que varia entre as populacfes de Psa
se encontre na posicao 420, quando os nucleotidos da sequéncia sdo contados

constata-se que se trata da posicao 419.

O alinhamento das sequéncias do gene ompP1 das estirpes NCPPB 3873 (Psal),
JQ 934486.1 (Psa2), CRA-FRU 3.1 (Psa3), 10880 (Psa4) e P85 (representativa das
11 estirpes portuguesas do EDM sequenciadas) esta apresentado na Figura 23. A
analise do alinhamento das sequéncias permite observar que existe similaridade
entre as estirpes NCPPB 3873 e JQ 934486.1 e também entre as estirpes CRA-
FRU 3.1 e P85, evidenciando a semelhanca entre as estirpes estudadas e a
populacao Psa3. O resultado do alinhamento das sequéncias de nucleétidos deste
gene evidenciam a existéncia de 5 diferencas de nucle6tidos entre as estirpes da

populacdo Psal e Psa3, mostrado a variabilidade existente entre elas.
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CFBPAG00T  —mmmm

KACC10584  TACGCGGTCTGACCGCCACCGGCCGCTTCACATTTGACCCTGGTTTCATGTCCACGGCCTCTTGCGAGTCGAAGATCACCTACATCGATG

Vanneste PAGCGGTCTGACCGCCACCGECCGCGTTCACATTTGACCCTGGTTTCATGTCCACGGCCTCTTGCGAGTCGARGATCACCTACATCGATG

PB5 e TTGCGAGTCGAAGATCACCTACATCGATG
95 105 115 125 135 145 155 165 175

A [ [ AU IR IR (SN (PR AR IR IR IR ISR IR IO

CFBP49097  ——————m— TGCACCGCGGCTACCCGATCGAACAACTGECCGAGCAGTCCGATTATCTCGAGACCTGCTACCTGTTGCTCA

KACC10584  GTGACAACGGAATTCTGCTGCACCGCGGCTACCCGATCGAACAACTGGCCGAGCAGTCCGATTATCTCGAGACCTGCTACCTGTTGCTCA

Vanneste GTGACRAACGGAATTCTGCTGCACCGCGGCTACCCGATCGARCARCTGGCCGAGCAGTCCGATTATCTCGAGACCTGCTACCTGTTGCTCA

P85 GTGACAACGGAATTCTGCTGCACCGCGGCTACCCGATCGARACARCTGGCCGAGCAGTCCGATTATCTCGAGACCTGCTACCTGTTGCTCA
185 195 205 215 225 235 245 255 265

R S T [ I . e S T
CFBP49097  ACGGCGAGCTGCCAACCGCCGAACAGARAGCCCAGTTCGTGGCCETGGTCAAGAACCATACGATGGTTCACGAACAAC TCAAGACCTTCT
KACC10584 ACGGCGAGCTGCCAACCGCCGAACAGAAAGCCCAGTTCGTGGCCGTGETCAAGAACCACACGATGGTTCACGAACAACTCAAGACCTTCT

Vanneste ACGGCGAGCTGCCAACCGCCGAACAGARAGCCCAGTTCGTGGCCGTGGTCAAGAACCACACGATGGTTCACGAACAACTCAAGACCTTCT
P85 ACGGCGAGCTGCCAACCGCCGAACAGARAGCCCAGTTCGTGGCCGTGGTCAAGAACCACACGATGGTTCACGAACAACTCAAGACCTTCT
275 285 295 305 315 325 335 345 355

. l.
CFBP4909T  TCAACGGCTTTCGCCGTGACGCCCACCCGATGGCCGTCATGTGCGETGTAGTCGGCGCCCTGTCGGCGTTCTACCACGATTCGCTGGACA
KACC10584  TCARCGGCTTTCGCCGTGACGCCCACCCGATGGCCGTCATGTGCGETGTAGTCGECGCCCTGTCGECGTTCTACCACGATTCGCTGGACA

Vanneste TCAACGGCTTTCGCCGTGACGCCCACCCGATGGCCGTCATGTGCGGTGTAGTCGGCGCCCTGTCGGCGTTCTACCACGATTCGCTGGACA
P85 TCAACGGCTTTCGCCGTGACGCCCACCCGATGGCCGTCATGTGCGGTGTAGTCGGCGCCCTGTCGGCGTTCTACCACGATTCGCTGGACA
365 375 385 395 405 415 425 435 445

P L T T T T o e e e e T T [ e T I
CFBP4909T TCAATAACCCGCAGCACCGCGAAATTTCGGCTGTACGCCTGGTCGCCAAGATGCCGACACTGGCAGCGATGGTCTACAAGTACTCCATGGE
KACC10584 TCAATAACCCGCAGCACCGCGARATTTCGGCTGTACGCCTGGTCGCCAAGATGCCGACCCTGGCAGCGATGGTCTACAAGTACTCCATGE

Vanneste TCAATAACCCGCAGCACCGCGARATTTCGGCTGTACGCCTGGTCGCCAAGATGCCGACCCTGGCAGCGATGGTCTACAAGTACTCCATGE
P85 TCAATAACCCGCAGCACCGCGARATTTCGGCTGTACGCCTGGTCGCCAAGATGCCGACCCTGGCAGCGATGGTCTACAAGTACTCCATGE
455 465 475 485 495 505 515 525 535

CFBP43097 GCCAACCCATGATGTACCCGCGCAACGACCTCAGCTACGCCGAARACTTCCTGCACATGATGTTCAACACGCCGTGCGAGAT——. .« .
KACC10584 GCCAACCCATGATGTACCCGCGCAACGAC——————————— FR.
Vanneste GCCAACCCATGATGTACCCGCGCAACGACCTCAGCTACGCCGAAARCTTCCTGCACATGATGTTCAACACGCCGTGCGAGATCA. ..
P85 GCCAACCCATGATGTACCCGCGCAACGACCTCAGCTACGCCGAAAACTTCCTGCACATGATGTTCAACACGCCGTGCGAGAT——. . .

Figura 22. Comparacao de sequéncias de ADN do gene cts de isolados de P. syringae pv. actinidiae.
CFBP 49097 (populacéo Psal); KACC 10584 (populacao Psa 2); Vanneste (populagdo Psa 3); P 85.
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Figura 23.
P. syringae

95 105 115 125 135 145 155 165 175
B e T L T e e T P I [T A P e e
TCAACAGTGGGTACTGCGTGCAGGCGTGCTGTTTGATCAGTCGCCGACCAGCAACACTGGTCGATCACCACGCACACCAACAGGGGATCG
——————————— TACTGCGTGCAGGCGTGCTGTTTGATCAGTCGCCGACCAGCAACACTGGTCGATCACCACGCACACCAACAGGGGATCG
TCAACAGTGGGTACTGCGTGCAGGCGTGCTGTTTGATCAGTCGCCGACCAGCAACACTGGTCGATCACCACGCACACCCACAGGGGATCG
——————————— TACTGCGTGCAGGCGTGCTGTTCGATCAGTCGCCGACCAGCAACACTGGTCGATCACCACGCACACCCACGGGGGATCG
—————————————————— ACCACGCACACCCACAGGGGATCG

185 195 205 215 225 235 245 255 265
B e T L T e e T I [T I (P e e
CGAGGTATTCAGCGTCGGGGCTGGTTATGAGGTCACCCCGCARCTGACTCTTGATCTGGCTTACTCTTATCTTCAGGRAGRAAGTGTCGA
CGAGGTATTCAGCGTCGGGGCTGGTTATGAGGTCACCCCGCARCTGACTCTTGATCTGGCTTACTCTTATCTTCAGGRAGAAAGTGTCGA
CGAGGTATTCAGCGTCGGGGCTGGTTATGAGGTCACCCCGCARCTGACTCTTGATGTGGCTTACTCTTATCTTCAGGRAAGAAAGTGTCGA
CGAGGTATTCAGCGTCGEGEGGECTGETTATGAGGTCACCCCGCARCTGACTCTTGATGTGGCTTACTCTTATCTTCAGGAACAAAGTGTCGA
CGAGGTATTCAGCGTCGGGGCTGGTTATGAGGTCACCCCGCARCTGACTCTTGATGTGGCTTACTCTTATCTTCAGGRAGAAAGTGTCGA

275 285 295 305 315 325 335 345 355
S U I A (SR AR AR DA I DR IR RN SRUUA (RO IR AR R B
TGTCAGCCGCGCCAATGCGCTGGECAGCTACAGTGCGACGTATCAGAGCCATGCGAATTTACTCGGCGTTGGCGCGACTTATCGTTTCTG
TGTCAGCCGCGCCAATGCGCTGGECAGCTACAGTGCGACGTATCAGAGCCATGCGAATTTACTCGGCGTTGGCGCGACTTATCETTTCTG
TGETCAGCCGCGCCAATGCACTGGGCAGTTACAGTGCGACGTATCAGAGCCACGCGAATTTACTCGGCGTTGGCGCGACTTATCGTTTCTG
TGTCAGCCGCGCCAATGCGCTGGECAGCTACAGTGCGACGTATCAGAGCCATGCGAATTTACTCGGCGTTGGCGCGACTTATCGTTTCTG
TGTCAGCCGCGCCAATGCACTGGECAGTTACAGTGCGACGTATCAGAGCCACGCGAATTTACTCGGCGTTGGCGCGACTTATCGTTTCTG

363 373 385 395 405 415 425 435 445
P I P B T I PR P R I I [P I P [ I |
ACCGTCAGTTGTTATGTGTGATGTTTCAAGTTTCGAGCCTCTGGAGCAGCGCGCTGTAGTGCATCTGTACGATTGATGCCGTTTTGCGCA
ACCGTCAGTTGTTATGTGTGATGTTTCAAGTTTCGAGCCTCTGGAGCAGCGCGCTGTAGTGCATCTGTACGATTGATGCCGTTTTGCGCA
ACCGTCAGTTGTTATGTGTGATGTTTCAAGTTTCGAGCCTCTGGAGCAGCGCGCTGTAGTGCATCTGTACGATTGATGCCGTTTTGCGCA
ACCGTCAGTTGTTAGGTGTGATGTTTCAAGTTTCGAGCCTCTGGAGCAGCGCGCTGTAGTGCATCTGTACGATTGATGCCGTTTTGCGCA
ACCGTCAGTTGTTATGTGTGATGTTTCAAGTTTCGAGCCTCTGGAGCAGCGCGCTGTAGTGCATCTGTACGATTGATGCCGTTTTGCGCA

455 465 475 485 495 505 515 525 535
P I P B T I PR P R I I [P I P [ I |
GTGGCTACGATTTTGTGCGAAGTTTTTTGCCCTCCATTATTTCAACATAGAGGGCTGAGCACATAAGTARCCAGCCAGCGGAGT GTGTGG
GTGGCTACGATTTTGTGCGAAGTTTTTTGCCCTCCATTATTTCARCATAGAGGGCTGAGCACATAAGTARCCAGCCAGCGGAGTGT —---
GTGGCTACGATTTTGTGCGAAGTTTTTTGCCCTCCATTATTTCARCATAGAGGGCTGAGCACATAAGTARCCAGCCAGCGGAGTGTGTGG
GTGGCTACGATTTTGTGCGAAGTTTTTTGCCCTCCATTATTTCARCATAGAGGGCTGAGCACATAAGTARCCAGCCAGCGGAGT GTGTGG
GTGGCTACGATTTTGTGCGAAGTTTTTTGCCCTCCATTATTTCAACATAGAGGGCTGAGCACATAAGTARCCAGCCAGCGGAGT GTGTGG

543 555 565 575 585 595 605 615 625
R - P P P P IO e P P I N I I T

ATGAAAAGTGTAGCCTTGTTTCCATTGATTCTGGCTTTGTCGGGGTGTGCAGGTCTTGATCAGGCCATGTCRATGACCAATGGTGTGCTT

ATGRARAGTGTAGCCTTGTTTCCATTGATTCTGGCTTTGTCGGEETGTGCAGGTC TTGATCAGGCCATETCARTGACCARTGGTETGCTT
ATGRARRGA---—-=--—===-===
ATGRAARGTGTAGCCTTGTTTCCATTGATTCTGGCTTTETCGGGEETGTGCAGE-— === == === === === — = —— = m oo

Comparacdo de sequéncias de ADN do gene ompPl de isolados de
pv. actinidiae. NCPPB 3873 (populacdo Psal); JQ 934486.1 (populacdo Psa 2); CRA-

FRU 3.1 (populacdo Psa 3); 10880 (Populacdo Psa4); P 85.
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Figura 24. Arvore filogenética obtida com a sequenciacdo do gene cts das estirpes de
Pseudomonas estudadas através da utilizagcdo do método Neighbor-Joining e parametro Kimura-
2 (MEGAG®). A escala é de 0,01 substituic6es de nucledtidos por local.

74



w113

CFBP 7286
W12
VC104b
Pn16

P84

AmB3

66
10880

;

| ()

65 1JQ934486.1
Ps. pv. theae

AL115
AL114a
AL14

AL13

10627
CRA-FRU3.1

0.005

JX297573

Populagédo Psa4

Populagédo Psal
Populacao Psa 2

Ps. pv. tomato

Populacdo Psa 3

2

IE
4
—5

Figura 25. Arvore NJ (Neighbour-joining) de estirpes de Pseudomonas a partir das sequéncias
de ADN do gene ompP1 através da utilizacdo do parametro Kimura-2 (MEGA®G). A escala é de

0,00 substituicBes de nucledtidos por local.
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Quadro 12. Numero do grupo e numero de estirpes de cada grupo obtidos pela analise da &rvore
filogenética obtida a partir do gene cts.

N° de

Grupo estirpes

Estirpes

NCPPB 3871, CFBP 49097, ICMP 9617 (Psal);
AL13, AL14, AL114a, AL114b, AL115, AL116, F12, Fv62, P18, P84, P85, P93, Pnl16,
VC104b, VV112, VV113, VM568.1, VM568.2;

1 33 EFA 38.3, EFA 91.2, EFA 97.2, EFA 100.2, EFA 103.1, EFA 131.1, Vanneste, CRA-FRU
10.22 (Psa3);
KACC 10754, KACC 10594, KACC 10584 (Psa2);
P. s. pv. theae

2 2 10880 (Psa4), P. avellanae
3 2 B65, P. s. pv. syringae

4 1 P. caricapapayae

5 1 CFBP 1392

6 1 P. cannabina

7 1 P. coronafaciens

8 2 CFBP 2107, P. viridiflava

Quadro 13. Numero do grupo e nimero de estirpes de cada grupo obtidos pela analise da arvore
filogenética obtida a partir do gene ompP1.

N° de

Grupo estirpes Estirpe

1 14 AL13, AL14, AL114a, AL115, Am63, P84, Pn16, VC104b, VV112, VV113
CFBP 7286, CRA-FRU 3.1, JX297573 (Psa3)

2 2 10880, 10988 (Psa4)

3 2 JX 297574 (Psal)
JQ 934486.1 (Psa2)

4 1 P. s. pv. theae

5 1 P. s. pv. tomato

A arvore filogenética obtida com a sequenciacdo do gene cts das estirpes
estudadas esta apresentada na Figura 24. Da andlise da figura, resulta o
agrupamento das estirpes em 4 grupos principais, havendo 4 estirpes isoladas. No
grupo 1 estdo agrupadas todas as estirpes da populacéo Psal, Psa2 e Psa3, as
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estirpes isoladas na regido EDM (com excecao da estirpe B65) e a estirpe P. s. pv.
theae. No grupo 2 encontram-se as estirpes Psa4 e P. avellanae; no grupo 3 as
estirpes B65 e P. s. pv. syringae. Finalmente no grupo 8 agrupam-se as estirpes P.

viridiflava.

A arvore filogenética obtida através da analise do gene ompPl das estirpes
estudadas estd apresentada na Figura 25. As estirpes estdo agrupadas em 3
grupos, apresentando 2 estirpes isoladas. O grupo 1 € composto pelas estirpes da
populacdo Psa3 e das estirpes em estudo. As estirpes da populacdo Psa4
representam o grupo 2 e as das populacdes Psal e Psa2 estdo agrupadas no grupo
3.

3.6. Caracterizacao da patogenicidade

Os resultados obtidos relativos a patogenicidade do conjunto de bactérias testadas
mostraram que todos os isolados foram patogénicos em actinidea. Os sintomas
causados pelas estirpes P85, VV112 e CFBP 7286 foram idénticos aos previamente
descritos por outros autores (Gallelli et al.,, 2011a; Vanneste et al., 2013). Os
sintomas caracterizaram-se pela formagdo de manchas necroéticas rodeadas por
halo amarelo nas folhas pulverizadas com a suspensao bacteriana apés 15 dias da

inoculacao (Figura 1).

Figura 26. Resultados dos testes de patogenicidade apds 15 dias de inoculagéo.
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3.7. Extracao de bacteriofagos a partir de material vegetal

infetado

Os resultados da pesquisa de fagos em folhas de actinidea com sintomas tipicos
do cancro da actinidea, provenientes de dois pomares da regido do EDM, mostram
que se obteve a formacao de placas fagicas, que permitiram isolar e purificar os

fagos (Figura 27).

Os fagos isolados de estirpes portuguesas de Psa deram origem a formacao de
placas fagicas quando foram co-inoculados com a estirpe italiana CFBP 7286
(populacéo Psa3). No entanto o resultado foi negativo quando estes mesmos fagos
foram testados com a estirpe japonesa CFBP 4909" (populacdo Psal). Estes
resultados mostram que existem bacteri6fagos presentes naturalmente nos
pomares de actinidea com capacidade de provocar a lise celular de estirpes
portuguesas de Psa e da estirpe italiana CFBP 7286.

Figura 27. Formacdao de placas fagicas.
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4. Discussao e Conclusao

A identificacdo das bactérias isoladas na regido EDM foi feita através da analise
das suas caracteristicas morfoldgicas, culturais, bioquimicas, fisiolégicas, perfil de
acidos gordos e moleculares, de acordo com as diretivas provisérias da EPPO para
Pseudomonas syringae pv. actinidiae, e muito recentemente publicadas (EPPO,
2014). A caracterizacao de 23 estirpes de Psa portuguesas isoladas de pomares
da regiao Entre Douro e Minho mostrou que 22 delas pertencem a populacéao Psa3,
a populacdo mais virulenta, atualmente responsavel pelo surto da doenca na
Europa e na Nova Zelandia. Apenas no caso de uma estirpe, a sua caracterizagao
nao foi conclusiva, indicando os resultados que se podera tratar de uma estirpe da

populacdo Psa4 (P. s. pv. actinidifoliorum pv. nov.).

Da andlise dos perfis dos &cidos gordos e comparacdo pelo sistema MIDI com
perfis conhecidos de bactérias de Psa pertencentes a populacdo Psa3, foram
obtidos indices de Similaridade (IS) superiores a 0,700 para as estirpes analisadas,
confirmando assim a sua identidade (Kunitsky et al., 2006). A semelhanca
bioguimica e fisiol6gica entre as estirpes de Psa isoladas em Portugal, a estirpe
tipo de Psa CFBP 49097 (japonesa) e a estirpe CFBP 7286 (italiana) foi ainda
confirmada através do sistema BIOLOG (Biolog, 2011), tendo sido obtidos perfis
semelhantes. Da analise da capacidade de utilizacdo de fontes de carbono, através
do sistema BIOLOG (Biolog, 2011), foi ainda observada a existéncia de

variabilidade fenotipica entre as estirpes de Psa portuguesas.

A caraterizacdo molecular das estirpes do EDM permitiu conhecer a estrutura da
populacao estudada. A prevaléncia das populacées de Psa (Psal, Psa2, Psa3 e
Psa4) num pais ou huma regido tem uma grande importancia, pois sabe-se que as
estirpes destas diferentes populacbes apresentam viruléncia diferente e,
consequentemente, os danos e prejuizos causados nos pomares sdo também
diferentes. Para se obter essa informacéo existem diversos procedimentos que tém
vindo a ser desenvolvidos e que foram aplicados neste estudo, tais como reagdes
de PCR e multiplex-PCR, RFLP, BOX-PCR e analise filogenética por sequenciacéo

genética. Assim, através da reacdo de PCR com o par de primers ArgK-F3/ArgK-R
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foi confirmada a auséncia do gene tox-argK, responsavel pela producdo de
faseolotoxina, nas 23 estirpes estudadas isoladas da regido do EDM, excluindo
assim a possibilidade de estas estirpes pertenceram a populacao Psal (Marcelletti
et al.,, 2011; Chapman et al., 2012; Scortichini et al., 2012; Abelleira et al., 2014;
Cameron e Sarojini, 2014). Por outro lado, a analise da reacdo de multiplex-PCR,
descrita por Balestra e colaboradores (2013), utilizando os primers PsaF/PsaR,
EuropeF/EuropR, ChinaF/ChinaR e JapanF/JapanR permitiu mostrar que 22 das
23 estirpes portuguesas estudadas pertencem a populacdo Psa3 (Balestra et al.,
2013).

A analise do polimorfismo por RFLP apds digestdo com a enzima Alul dos
amplicAes obtidos por PCR com o par de primers B1/B2, desenvolvido por Biondi e
colaboradores (2013), permite distinguir as estirpes pertencentes da populacao
Psa3 das restantes populacdes (Psal, Psa2 e Psa4), uma vez que as estirpes da
populacdo Psa3 sdo as Unicas em que nado ocorre digestdo do amplicdo (Biondi et
al., 2013). A obtenc¢éo de um unico amplicao com 631 pb em 22 das 23 estirpes de
Psa isoladas na regido do EDM, permitiu confirmar que estas sao idénticas a
populacdo Psa3, pois apresentaram o mesmo perfil das estirpes italiana e da Nova
Zelandia incluidas neste estudo.

Na analise das sequéncias repetitivas de ADN por BOX-PCR nas estirpes
estudadas (presentes no Quadro 11), foi confirmado que as quatro populacdes de
Psa apresentam padrfes distintos entre si e que, com excecao da estirpe B65, as
estirpes isoladas no EDM apresentam um perfil genético semelhante aos das
estirpes da populagcéo Psa3 utilizadas neste estudo (CFBP 7286 e 10627), sendo
portanto caracterizadas como pertencentes a esta populacéo. A anélise dos perfis
BOX-PCR evidenciou a existéncia de variabilidade genética entre as estirpes
portuguesas de Psa isoladas na regido do EDM, e entre estas e as duas estirpes
da populacdo Psa3 CFBP 7286 (isolada em Itdlia) e 10627 (isolada na Nova
Zelandia). Na maior parte das estirpes do EDM foi observado um perfil igual ao da
estirpe italiana CFBP 7286. No entanto, as estirpes AL114b, AL116, Am63, F12 e
F62 apresentam 3 fragmentos de ADN adicionais (300, 350, 450 pb) presentes
também na estirpe da Nova Zelandia (10627), que ndo estdo presentes nas

restantes estirpes portuguesas e na estirpe italiana estudada.
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Neste estudo, procedeu-se também a sequenciacao dos genes cts e ompP1 de 19
e 11 estirpes isoladas na regidao EDM, respetivamente. A partir das sequéncias
obtidas, juntamente com as sequéncias dos genes em estudo exportadas do
GenBank (Quadro 9), foi feita a comparacao dos nucleétidos das sequéncias. Esta
andlise evidenciou a semelhanga genética existente entre as estirpes isoladas na

regido do EDM e as estirpes italianas da populacdo Psa3 estudadas.

O gene cts é um gene housekeeping (com fun¢des importantes na sobrevivéncia
da célula) que faz parte do genoma “core” de P. syringae (Vanneste et al., 2010).
Este € um dos quatro genes housekeeping selecionados para analises por MLST
(Multi-Locus Sequence Typing) para descrever as relacfes evolutivas entre
estirpes de diferentes patovares de Pseudomonas syringae. Diversos estudos ja
mostraram que as relacdes entre P. syringae podem ser determinadas, até certo
ponto, usando apenas a sequéncia de ADN do gene cts (Vanneste, et al., 2013b),
gene que foi analisado no presente trabalho. Resultados sobre a andlise da
sequéncia de ADN do gene cts publicados por Vanneste et al. (2010), mostraram
gue as estirpes de Psa estudadas por aqueles autores foram divididas em dois
haplotipos, o haplotipo A e o haplotipo I. O haplotipo A, que incluia as estirpes de
Psa isoladas na Coreia (populacdo Psa2), no Japao e em lItalia durante o surto de
1992 (populacdo Psal) foi caracterizado por apresentar uma tirosina na posi¢ao
239 e uma adenina na posi¢ao 419. O haplotipo I, que incluia apenas as estirpes
isoladas em Itdlia durante o atual surto da doenca (populacdo Psa3), foi
caracterizado por apresentar uma citosina em ambas as posi¢cdes mencionadas.
No presente estudo, as estirpes portuguesas da regido do EDM estudadas,
apresentaram uma citosina em ambas as posicfes, o que nos levou a classifica-las
como pertencentes a populacdo Psa3. No entanto, os resultados obtidos neste
trabalho com a estirpe coreana KACC 10584 estudada (populagcéo Psa2), mostrou
que esta também apresentou a mesma sequéncia de nucledtidos que as estirpes
da populagéo Psa3. Assim, e tal como foi j& descrito noutros artigos recentemente
publicados (Vanneste et al., 2013b; Abelleira et al., 2014) concluimos que a analise
do gene cts ndo é apropriado para diferenciar as populacdes de Psa. Por fim refere-

se gue a analise filogenética do gene cts evidenciou a proximidade entre as estirpes

81



das populactes de Psa2, Psa3 e P. s. pv. theae, tendo sido incluidas num sé grupo

(grupo 2).

A estirpe B65 isolada na regido do EDM apresentou caracteristicas morfologicas,
culturais e moleculares distintas das restantes estirpes estudadas. A sua
identificacdo como Pseudomonas syringae pv. actinidiae foi obtida pela
amplificacédo por PCR com os primers PsaF1/PsaR2 e P.s.ITS-F1/P.s.ITS-R2 e pelo
facto da sequéncia parcial do gene ribossomal 16S-23S ter uma homologia de
100% com Pseudomonas syringae pv. actinidiae utilizando o algoritmo
MEGABLAST do software BLAST (blast.ncbi.nim.nih.gov). As caracteristicas
morfolégicas e culturais desta estirpe aproximam-se das caracteristicas das
estirpes de Psa pertencentes a populacéo Psa4. Adicionalmente, os resultados das
amplificagbes obtidas por duplex-PCR (Gallelli et al., 2011a), multiplex-PCR
(Balestra et al., 2013) e com o par de primers avrD1-F/avrD1-R foi também idéntica
aos resultados obtidos para a estirpe representativa da populacdo Psa4. Quando
analisado o perfil de acidos gordos da estirpe B65, e comparado com as estirpes
de Psa3 presentes no sistema MIDI, o indice de Similaridade (IS) foi inferior a 0,500,
tal como aconteceu para uma estirpe pertencente a populacdo Psad4 também
analisada anteriormente pela equipa (dados ndo publicados). Estes resultados
indicam que esta estirpe ndo pertence a populacédo Psa3, podendo pertencer a uma
das restantes populacdes (Psal, Psa2 ou Psad), apresentando, no entanto,
resultados que a parecem aproximar da populacdo Psa4 (atual P. s. pv.
actinidifoliorum), pelo que se conclui que é necessario realizar novos estudos para

clarificar a caracterizag&o da estirpe B65.

Relativamente ao estudo de estratégias para controlar esta doenca, foi pesquisada
a presenca de fagos com capacidade de provocar lise celular em estirpes de Psa
em pomares de actinidea infetados com a doenca da regido do EDM. Os resultados
obtidos mostraram que existem realmente bacteri6fagos nestes pomares de
actinidea com a capacidade de provocar lise celular em estirpes de Psa
portuguesas e na estirpe italiana CFBP 7286. A utilizacdo de bacteriéfagos no
controlo do cancro bacteriano da actinidea, tal como ja é feito na cultura do
tomateiro para o controlo de Pseudomonas syringae pv. tomato e Xanthomonas

campestres pv. vesicatoria, pode vir a ser parte da solugcdo deste problema,
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inclusivamente em pomares certificados no Modo de Producédo Bioldgico. Serédo
necessarios estudos mais aprofundados nesta area, para se obter conhecimentos

sobre este meio de protecéo contra o cancro da actinidea.

Com este estudo, conclui-se que a populacéo de Psa que prevalece na regiao Entre
Douro e Minho é a populacdo Psa3, a mais virulenta e responsavel pelo atual surto
da doenca na Europa e na Nova Zelandia. Sendo a Beira Litoral uma regiao onde
a producédo de kiwi também tem grande importancia, sera importante realizar um

estudo idéntico para a caracterizacdo da populacéo de Psa presente nesta regido.
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Anexo | — Meios de cultura e reagentes utilizados

1. Meio de cultura B de King modificado (KBC) (Mohan et al., 1987)

Reagentes Quantidade
Meio B de King 379
Glicerina 10 ml

Agua destilada 900 ml
Acido bérico (1,5 %) 100 ml
Ciclohexamida em 12,5% de metanol 8 ml
Cefalexina (10 mg/ml) 8 ml

2. Meio de cultura B de King (King et al., 1954)

Reagentes Quantidade
Meio B de King 3749
Glicerina 10 ml

Agua destilada 900 ml

3. Meio GYCA (Moura, 2005)

Reagentes Quantidade
Estrato de Levedura 504¢g
Glucose 509
Carbonato de calcio 40,0 g

Agar bacteriol6gico 15,09
Agua destilada 1000 mi

4. Hidroxido de Potassio (3%) (Suslow, 1982)

Reagentes Quantidade

KOH (hidroxido de potéssio) 3,0¢9
Agua destilada 100 ml




5. Meio para o teste a producédo de Levana

Reagentes Quantidade
Extrato de levedura 29
Bio-Gelitona 59
Sacarose 50 g

Agar bacterioldgico 15¢

Agua destilada 1000 ml

6. Reagente para teste de oxidase (1%)

Reagentes Quantidade
C10H18C|2N2 110 g
Agua destilada 100 ml

7. Meio utilizado para o teste da Hidrolise da Arginina

Reagentes Quantidades
Bacto Peptona 10g

Cloreto de Sdadio (NacCl) 50¢9
K2HPO4 (dipotassio hidrogenofosfato anydro) 0,3 g

Agar bacteriol6gico 3,09
Vermelho de fenol 0,019
Arginina mono hidrocloridrica (HCI) 10,0 ¢

Agua destilada 1000 m




8. Meio de Paton para o teste da atividade pectinolitica (Lelliott e Stead, 1987)

Base

Camada superior

Reagentes Quantidades Reagentes Quantidades
Peptona 509 Polipectato de sédio 20g9
Lab-lemco 50g EFiIerfmdiaminotetraacético Sal 0,01g

Dissédico (EDTA Na2 Sal)
Lactato de célcio 509 Azul de bromotimol Suficiente para colorar
Agar bacteriolégico 12,09 Agua destilada 100 ml
Agua destilada 1.

9. Meio TSBA (Trypticase Soy Broth Agar)

Reagentes Quantidade
Trypticase soy broth 30¢g
Agar granulado 159
Agua destilada 1000 ml
10. Reagente de Saponificacao
Reagentes Quantidade
Hidréxido de sodio (NaOH) 45¢
Metanol 150 ml
Agua destilada 150 ml
11. Reagente de Metilacéo
Reagentes Quantidade
Acido cloridrico 325 ml
Metanol 275 ml




12. Solvente de extragcdo

Reagentes Quantidade
Exano 200 ml

Eter metil-terc-butilico 200 ml

13. Base de lavagem

Reagentes Quantidade
Hidréxido de sédio 10,8 ¢
Agua destilada 900 ml

14. Tampao de carga

Reagentes Quantidade
Sacarose 409

Azul de bromofenol 100 ml
Agua destilada 0,259

15. Gel de Agarose (1,5%)

Reagentes Quantidade
TBE 0,5x 100 ml
Agarose 159
gelRed Nucleic Acid 10 pl

16. Gel de Agarose (2%)

Reagentes Quantidade
TBE 0,5x 80 ml
Agarose 1649




17. Gel de Agarose (3%)

Reagentes Quantidade
TBE 0,5x 80 ml
Agarose 2449
18. Tampao de carga
Reagentes Quantidade
Sacarose 40 g
Azul de bromofenol 100 ml
Agua destilada 0,259
19. Tryptophan Soy Broth (TSB)
Reagentes Quantidade
Tryptophan Soy Broth (TSB) 30g
Agar bacteriol6gico 6 ml
Agua destilada 1000 mi
20. Tryptophan Soy Agar (TSA)
Reagentes Quantidade
Tryptophan Soy Agar (TSA) 30g
Agua destilada 1000 ml




21. Marcador 1Kb DNA Ladder

Marca: gal company DNA Mass Base Pairs

(ng/Spl)
Escala: 100-1500 w0

N° de bandas: 11

22. 100bp DNA Ladder RTU (NIPPON Genetics) 3

Marca: NIPPON Genetics 40

Escala: 100-3000 pares de bases

NuUmero de bandas: 12

SIZE (op) | ng/BAND

500 60
400 60
300 60
250 60
200 120
175

23. HyperLadder™ 25bp

— 150 80
125 80
100 120
75 80

L —
~— -
—
em—
—_—
e
cmm—
—_—

Marca: BIOLINE

50 80

Escala: 25-500 pares de bases %5 | 8

NUmero de bandas:12




ANEXO Il — Sistema Biolog

¥ f{‘}'{\( .{—‘ ‘ .=" \,
¥ (( l,( .}'9‘." ~e- Hele

()o‘ m. -”0'\ o

Figura 1. Conjunto de testes fenotipicos presentes numa microplaca de Biolog GEN Il (Biolog,

2011).
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Figura 2. Testes fenotipicos presentes numa microplaca de Biolog GEN Il (Biolog, 2011)






