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R E S U M O

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) é o agente causal do cancro bacteriano da actinídea, doença mais grave desta 
cultura na atualidade que provoca importantes perdas económicas nos principais países produtores de kiwi. Os sin-
tomas mais característicos da doença incluem pequenas necroses castanhas rodeadas de um halo amarelo nas folhas 
e exsudados avermelhados nos caules, podendo conduzir à morte da planta. Em Portugal, a doença foi detetada pela 
primeira vez em 2010, na Região do Entre Douro e Minho. Com este estudo pretende-se identificar e caracterizar iso-
lados de Psa da Região do Entre Douro e Minho. A partir de material vegetal com sintomas da doença proveniente de 
diferentes pomares de Actinidia deliciosa, isolou-se o agente patogénico e realizou-se a sua identificação e caracterização 
morfológica e fenotípica através de testes LOPAT, utilização de fontes de carbono (sistema Biolog), perfis de ácidos 
gordos e através de técnicas moleculares (PCR e BOX-PCR). Os resultados obtidos mostram que os isolados estudados 
apresentam características morfológicas idênticas, existindo variabilidade ao nível das características fenotípicas. A 
caracterização molecular mostra que os isolados de Psa da Região do Entre Douro e Minho são semelhantes, sendo 
idênticas a populações de Psa conhecidas como virulentas (Psa3) identificadas na Europa e na Nova Zelândia.
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A B S T R A C T

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) is the causal agent of bacterial canker of kiwifruit, the most severe disease 
of this culture at the moment, causing significant economic losses in the main kiwi producing countries. The most 
characteristic symptoms are leaves with small dark-brown necrotic spots surrounded by a yellow halo and red-rusty 
exudation on the trunks. This disease was detected in Portugal in 2010 in Entre Douro e Minho (EDM) region. This 
study aims to identify and characterize the Psa population present in this region. The pathogen was isolated from plant 
material with symptoms of the disease from different Actinidia deliciosa orchards. Identification and characterization 
was done by morphological and phenotypical tests (LOPAT, Biolog system, fatty acids profile) and molecular techni-
ques (PCR and BOX-PCR). The results showed that the Psa isolates have similar morphological characteristics, however 
variability at this level was observed. Results of molecular characterization indicate that Psa isolates from EDM region 
are similar to the most virulent Psa population (Psa3) identified in Europe and New Zealand.
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Introdução

A bactéria Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), 
agente causal do cancro bacteriano da actinídea, 
foi isolada pela primeira vez em 1984 no Japão 
(Takikawa et al., 1989). Desde então, e especial-
mente nos últimos anos, tem manifestado elevada 
agressividade e uma dispersão muito rápida, ten-
do, nos dias de hoje, distribuição generalizada nas 
principais regiões produtoras de kiwi, incluindo 
Portugal (Balestra et al., 2010).

A produção de kiwi é uma importante atividade 
económica em diversos países, sendo a China, a 
Itália e a Nova Zelândia os principais produtores 
mundiais (FAOSTAT, 2014). Em Portugal, as princi-
pais regiões produtoras são o Entre Douro e Minho 
e a Beira Litoral (European Commission, 2014). Em 
2013, foram produzidas 21306 t de kiwi no territó-
rio nacional, das quais 16695 toneladas foram pro-
duzidas apenas na zona Norte, tendo sido atingido 
um valor de 11212000 € em exportações deste fruto 
(INE, 2014).

O cancro bacteriano da actinídea é considerado, 
atualmente, a maior causa de perdas na produção 

de kiwi dado que diminui a produção dos poma-
res, pode levar à morte das plantas e não são co-
nhecidos métodos curativos (Abelleira et al., 2014). 
Esta doença foi já responsável por perdas econó-
micas importantes em França, Espanha, Portugal, 
Chile, Coreia do Sul e Japão, mas principalmente 
em Itália e na Nova Zelândia onde a produção de 
kiwi é bastante importante (Scortichini et al., 2012). 
Tendo em vista a limitação da dispersão da doen-
ça, a EPPO (European and Mediterranean Plant Pro-
tection Organization) adicionou em 2009, a doença 
na lista de alerta A2, lista que inclui os organismos 
recomendados para regulação como organismos 
de quarentena (EPPO, 2012).

Entre os sintomas da doença (Figura 1), podem ser 
referidos especialmente a produção de exsudados 
avermelhados ou esbranquiçados associados a 
cancros e feridas, coloração vermelha-acastanhada 
por baixo da casca nos troncos e ramos infetados, 
pintas e manchas necróticas angulares nas folhas, 
que podem ou não apresentar um halo amarelo, 
necroses castanhas e abortamento de botões flo-
rais, morte de rebentos e de plantas (Vanneste et 
al., 2011; Abelleira et al., 2014; Moura, 2013).

 

 

Figura 1 - Sintomas característicos de Psa em actinídea (a) Folha de Actinidia deliciosa 
com necroses castanhas circundadas por halo amarelo. (b) Folha com necroses 
castanhas de maiores dimensões. (c) Botões florais com necroses castanhas. (d) 
Murchidão e morte de ramos. (e) Zonas debaixo da casca com tonalidade avermelhada. 
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Figura 1 - Sintomas característicos de Psa em actinídea (a) Folha de Actinidia deliciosa com necroses castanhas circundadas 
por halo amarelo. (b) Folha com necroses castanhas de maiores dimensões. (c) Botões florais com necroses casta-
nhas. (d) Murchidão e morte de ramos. (e) Zonas debaixo da casca com tonalidade avermelhada.
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Atualmente são conhecidas quatro populações de 
Psa (Psa1, Psa2, Psa3 e Psa4). Estas populações es-
tão presentes em diferentes países produtores de 
kiwi e têm agressividades distintas (Quadro 1), 
causando prejuízos também distintos, pelo que é 
importante conhecer a prevalência das populações 
de Psa numa região ou país. As estirpes de Psa 
pertencentes à população Psa1 estão presentes no 
Japão e em Itália (responsável pelo surto de Psa em 
1992) e a sua virulência parece variar com a região 
geográfica em que se encontra. Embora genetica-
mente as estirpes isoladas nos dois países sejam 
muito semelhantes, no Japão causou importantes 
perdas económicas, o que não aconteceu em Itália 
onde não provocou grande impacto na produção 
de kiwi (Scortichini et al., 2012). Esta situação pode 
sugerir que as condições climáticas ou as técnicas 

de produção utilizadas nos dois países podem ter 
influência na agressividade com que a bactéria in-
feta a planta (Scortichini et al., 2012).

As estirpes da população Psa2 encontram-se ape-
nas na Coreia do Sul. A população Psa3, a mais 
virulenta e responsável por perdas económicas 
importantes, está oficialmente presente no Chile, 
China, Espanha, França, Itália, Portugal e Nova Ze-
lândia (Chapman et al., 2012). A população Psa4 ca-
racteriza-se por causar apenas sintomas nas folhas, 
não conduzindo à morte das plantas (Scortichini 
et al., 2012; Cunty et al., 2014), tendo já sido isolada 
na Nova Zelândia, Austrália e França, embora se 
pense que esteja presente em todos os países pro-
dutores de kiwi da Europa (Cunty et al., 2014).

Quadro 1 - Classificações das populações de Psa, distribuição geográfica e virulênciaQuadro 1 - Classificações das populações de Psa, distribuição geográfica e virulência 
 

População Localização Virulência 

Psa1 Japão, Itália (1992) Moderada 
Elevada 

Psa2 Coreia Moderada 

Psa3 Chile, China, Espanha, França, 
Itália, Portugal, Nova Zelândia Elevada 

Psa4 Austrália, Nova Zelândia, 
França Pouca 

 
  Este trabalho, realizado em 2013 e 2014, teve por 

objetivo identificar e estudar a estrutura de popu-
lações de Psa na Região do Entre Douro e Minho 
(EDM).

Material e Métodos

A partir de material vegetal com sintomas da doen-
ça proveniente de diferentes pomares de Actinidia 
deliciosa, isolou-se o agente patogénico e realizou-
-se a sua identificação, caracterização morfológica, 
fenotípica e de patogenicidade.

Obtenção da coleção e isolamento de Pseudomonas 
syringae pv. actinidiae 

A obtenção da coleção de bactérias de Psa foi feita 
através da análise de amostras de folhas, ramos, 
flores e caules evidenciando sintomas típicos da 
doença, obtidas a partir de plantas masculinas e 
femininas de diferentes cultivares de actinídea. As 
amostragens foram realizadas durante os anos de 
2013 e 2014 em pomares de diferentes idades, lo-
calizados em vários concelhos da região do EDM. 
Dos isolados obtidos, e considerando o ano do iso-
lamento, a cultivar, a localização geográfica dos 
pomares e a parte da planta utilizada, foram se-
lecionados para este estudo 23 isolados do EDM, 
descritos na Quadro 2. 
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Quadro 2 - Origem dos isolados portugueses obtidos a partir de material vegetal com sintomas do cancro da actinídea.

Quadro 2 - Origem dos isolados portugueses obtidos a partir de material vegetal com 
sintomas do cancro da actinídea. 
 

Isolado Origem Cultivar Zona da 
Planta 

Ano de 
isolamento 

AL 9* 

Amares, Lago 

Tsechelidis (♀) Caule 

2013 AL 13* Tsechelidis (♀) Folha 

AL 14* Chieftain (♂) Folha 

AL 114a* Chieftain (♂) Folha 

2014 
AL 114b* Chieftain (♂) Folha 

AL 115* Tsechelidis (♀) Folha 

AL 116* Tsechelidis (♀) Folha 

Am 63* Amares - Folha 2013 

B 65** Braga - Caule 2013 

F 12* Famalicão Hayward (♀) Folha 2013 

Fv 46* 
Felgueiras - Várzea 

Chieftain (♂) Ramos 
2013 

Fv 62* Matua (♂) Folha 

P 18*,** 

Prado 

- Caule (sistema 
vascular) 

2013 P 84*,** - Folha 

P 85** - Folha 

P 93** - Folha 

Pn 16** Penafiel Hayward (♀) Botões Florais 2013 

VC 104b Vila do Conde Hayward (♀) Folha 2013 

VV 112** Vila Verde-
Coucieiro 

Hayward (♀) Folha 
2014 

VV 113** Tomuri (♂) Folha 

VM 568.1 
Valença do Minho 

- Folha 
2014 

VM 538.2 Erica (♀) Folha 

MC 589 Marco de 
Canavezes Hayward (♀) Folha 2014 

- : sem informação; ♀ : planta feminina; ♂ : planta masculina; *isolados apresentados na imagem do gel 
duplex-PCR; ** isolados apresentados na imagem do gel Box-PCR 
 
 
 
 
 
  

- : sem informação; ♀ : planta feminina; ♂ : planta masculina; *isolados apresentados na imagem do gel duplex-PCR; ** isolados apresentados na imagem do gel Box-PCR

Adicionalmente, incluíram-se neste estudo cinco 
estirpes de referência descritas no Quadro 3. As es-
tirpes CFBP 4909T e CFBP 7286 foram adquiridas na 
cole����������������������������������������������ção de culturas������������������������������� CFBP/CIRM (Collection Françai-
se de Bactéries associées aux Plantes) e as estirpes 
K-Psa2, 10627 e 10880 foram cedidas por J. Vanneste.
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Quadro 3 - Estirpes de referência de quatro populações de Psa utilizadas neste estudo
Quadro 3 - Estirpes de referência de quatro populações de Psa utilizadas neste estudo 
 

 (1) Estirpes usadas na caracterização fenotípica e identificação molecular por PCR e duplex-PCR     
(2) Estirpes usadas na caracterização molecular por BOX-PCR 
  

Estirpe Hospedeiro Origem Ano População Referência 

CFBP 
4909T(1,2) 

Actinidia 
deliciosa Japão 1984 Psa1 Le Saux, 2006a 

K-Psa2(2) Actinidia sp. Coreia - Psa2 Vanneste et al., 2013 

10627(2) A. chinensis Nova Zelândia 
(Te Puke) 2010 Psa3 Vanneste et al., 2013 

CFBP 
7286(1,2) 

Actinidia 
chinensis cv. 
‘HORT16A’ 

Itália 2008 Psa3 Le Saux, 2006b 

10880(2) A. chinensis Nova Zelândia 
(Motueka) 2010 Psa4 Vanneste et al., 2013 

(1) Estirpes usadas na caracterização fenotípica e identificação molecular por PCR e duplex-PCR 
(2) Estirpes usadas na caracterização molecular por BOX-PCR

Para o isolmento do patogéneo, foram seleciona-
das pequenas porções de tecidos de folhas, ramos, 
caules ou flores, apresentando sintomas da doença. 
Os tecidos foram desinfetados externamente com 
etanol a 95%, macerados em 5 mL de água desti-
lada esterilizada e, posteriormente, cerca de 50 µL 
da suspensão bacteriana obtida foi inoculada em 
meio B de King modificado (Mohan e Shaad, 1987). 
As placas foram incubadas a 28ºC e observadas 
após 24, 48 e 72 horas de incubação. As colónias 
que apresentaram morfologia idêntica à descrita 
para Psa foram repicadas em meio B de King (King 
et al., 1954), até se obterem culturas puras.

Caracterização morfológica e cultural

As características morfológicas e culturais das 
colónias foram analisadas após 48 horas do seu 
crescimento a 28ºC em meio B de King, no que res-
peita à sua forma, consistência, tamanho, relevo, 
contornos das colónias, cor, transparência, brilho 
e presença/ausência de pigmentos difusíveis. Na 
caracterização da parede celular utilizou-se o mé-
todo do KOH a 3% (Suslow, 1982), em alternativa ao 
método de coloração de Gram.

Caracterização Bioquímica dos isolados

Para a caracterização bioquímica dos isolados, fo-
ram efetuados os testes LOPAT (Lelliott et al., 1966), 
produção de levana, oxidase, dihidrólise da argini-

na, atividade pectinol�����������������������������í����������������������������tica e reação de hipersensi-
bilidade em folhas de tabaco. 

A análise da capacidade para a utilização de fontes 
de carbono (açúcares, álcoois, aminoácidos e áci-
dos orgânicos), a determinação de propriedades 
fisiológicas (sais, pH e tolerância ao ácido láctico), 
do poder redutor e da sensibilidade química foi 
feita através do Sistema Biolog (Biolog, 2011). As 
amostras foram analisadas utilizando microplacas 
“GEN III” inoculadas com o fluido de inoculação 
“IF-A”, no qual se incorporou previamente uma 
suspensão bacteriana, seguindo as recomendações 
do fabricante. As microplacas inoculadas foram 
incubadas a 28ºC e a absorvância (590 nm) lida e 
registada após 24, 48 e 72 horas utilizando a Mi-
cro Estação ID System e o software MicroLogTM. Os 
resultados obtidos foram analisados recorrendo ao 
software Past 3.04. A comparação dos isolados bac-
terianos estudados utilizou o coeficiente de Corre-
lação (Bartko, 1966), e o método UPGMA (Unweig-
ted Pair-Group Method using arithmetic Averages) 
(Sneath e Sokal, 1973).

Caracterização dos ácidos gordos

Para a caracterização bacteriana utilizando a aná-
lise dos ácidos gordos seguiu-se o método descri-
to por Stead (1992) para espécies de Pseudomonas. 
A quantificação foi feita recorrendo a um croma-
tógrafo de fase gasosa Hewlett Packard 6890 e a 
identificação dos picos obtidos foi feita usando o 
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Sistema MIDI v. 4.5 (System for Microbiological Iden-
tification Sherlock (MIS;MIDI).

Identificação molecular dos isolados

A obtenção de ADN para a realização das amplifi-
cações por PCR foi feita utilizando culturas bacte-
rianas em meio B de King incubadas durante 48 ho-
ras a 28ºC. Prepararam-se suspensões bacterianas 
com uma concentração de 108 ufc.mL-1 (DO600=0,5) 
numa solução de 10% de NaOH a 0,5M. As suspen-
sões foram colocadas a 95ºC durante 15 minutos, e 
de seguida colocadas no frigorífico a 4ºC até utili-
zação nas reações de amplificação.

A identificação das estirpes foi feita através de 
reações de PCR com o par de primers Psa-F1/Psa-
-R2 (Rees-George, 2010) e de duplex-PCR com os 
dois pares de primers KN-F/KN-R e AvrDdpx-F/
AvrDdpx-R (Gallelli et al., 2011). Em cada reação foi 
incluído um controlo negativo, em que o ADN foi 
substituído por água ultrapura esterilizada, e con-
trolos positivos utilizando ADN de estirpes de re-
ferência de Psa. As amplificações obtidas por PCR 
e duplex-PCR foram observadas através da eletro-
forese em gel de agarose a 2% em tampão de TBE 
0,5x (Sambrook et al., 1989). Os produtos de ampli-
ficação foram corados por imersão do gel numa so-
lução “GelRed” (Biotium Inc.) e visualizados com 
luz ultra violeta (Sambrook et al., 1989).

Análise de sequências repetitivas de ADN por 
BOX-PCR

Foi utilizado o primer BOXA1R, de acordo com o 
protocolo adaptado de Louws e seus colaboradores 
(1994). Foram incluídas na análise da diversidade 
genética 5 estirpes representativas das 4 popula-
ções de Psa descritas no Quadro 3. 

Foi também utilizado um controlo negativo, utili-
zando água ultra pura estéril no lugar da suspen-
são bacteriana, de forma a garantir a ausência de 
contaminações por ADN exógeno.

Caracterização da patogenicidade

A patogenicidade dos isolados foi testada em plan-
tas de actinídea da cultivar Hayward com dois 
anos, durante o��������������������������������� mês����������������������������� de Outubro de 2014. As plan-

tas foram inoculadas com dois isolados portugue-
ses do EDM (P85 e VV12) com diferentes origens 
geográficas, e com a estirpe italiana CFBP 7286. 
As culturas bacterianas a inocular foram obtidas 
a partir de colónias puras, inoculadas em meio B 
de King com 24 horas de crescimento a 28ºC. Para 
cada estirpe estudada, inocularam-se 3 plantas 
(uma planta por vaso), pulverizando 5 folhas com 
uma suspensão bacteriana (108 ufc.mL-1). Três plan-
tas inoculados com água destilada esterilizada, 
mantidos nas mesmas condições das plantas ino-
culadas, constituíram o controlo negativo. As plan-
tas foram observadas 15 dias e um mês após inocu-
lação e foram anotados os sintomas observados. A 
partir dos sintomas observados nas folhas as bac-
térias foram reisoladas em laboratório seguindo o 
procedimento descrito anteriormente. 

Resultados e Discussão

Caracterização morfológica e cultural

As estirpes isoladas na região EDM apresenta-
ram colónias com morfologia bastante semelhante 
entre si, mostrando uma cor esbranquiçada com 
transparência, lisas e margens circulares. A maior 
parte das colónias apresentaram brilho e dimen-
sões que variaram entre 4 e 6 mm de diâmetro. 
Apenas uma estirpe (B65) apresentou característi-
cas mucoides, dimensões superiores (7 a 8 mm de 
diâmetro) e uma aparência mais baça e amarelada. 
Relativamente à formação de pigmentos fluores-
centes visíveis sob luz ultravioleta (λ = 560 nm), 
verificou-se que esta é uma característica variável 
entre as estirpes estudadas.

Caracterização Bioquímica dos isolados

De acordo com a classificação das bactérias fitopa-
togénicas fluorescentes proposta por Lelliott et al. 
(1966), todos os isolados estudados pertencem ao 
grupo LOPAT Ia (Lelliott et al., 1966). O resultado 
da análise de 56 características fisiológicas e bioquí-
micas de 23 isolados do EDM e de duas estirpes de 
referência (CFBP 4909 e CFBP 7286) testadas através 
do sistema BIOLOG GEN III (Biolog, 2011) deu ori-
gem ao dendrograma apresentado na Figura 2. 
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Figura 2 – Dendrograma das distâncias fenotípicas entre 23 isolados de EDM e duas 
estirpes de referência (CFBP 4909 e CFBP 7286) testadas para 56 características 
fenotípicas. 
 
 
  

Figura 2 - Dendrograma das distâncias fenotípicas entre 
23 isolados de EDM e duas estirpes de referência 
(CFBP 4909 e CFBP 7286) testadas para 56 carac-
terísticas fenotípicas.

Pode constatar-se que para um valor de similaridade 
de 0,972 se obtêm 2 fena e 3 estirpes não agrupadas. 
O fenon 1 agrupa 15 estirpes portuguesas e a estirpe 
italiana CFBP 7286 pertencente à população Psa3. O 
fenon 2 agrupa 6 estirpes portuguesas. As estirpes 
B65, AL14 e CFBP 4909T encontram-se isoladas.

As estirpes isoladas na Região EDM mostraram 
ser bioquímica e fisiologicamente semelhantes à 
estirpe tipo de Psa CFBP 4909T e à estirpe italiana 
CFBP 7286. Todas elas apresentaram a capacidade 
de utilizar sacarose, mio-inositol, glicerol, L-alani-
na, ácido L-aspártico, ácido L-glutâmico, L-serina, 
ácido D-glucónico, ácido D-glucurónico, ácido 
múcico, ácido quínico, ácido D-sacárico, ácido cí-
trico, ácido D-málico, ácido L-málico, ácido gama-
-aminoburítico e ácido acético. Estas apresentaram 
ainda sensibilidade química quando expostas a 
NaCl 8%, minociclina, cloreto de lítio, butirato de 
sódio e bromato de sódio. No entanto, foi possível 
observar variabilidade fenotípica entre as estirpes 
de Psa portuguesas através de substratos para os 
quais a sua capacidade de utilização foi variável, 
tais como: α-D-glucose, D-manose, D-fucose, inosi-
na, D-sorbitol, D-manitol, D-arabitol, Mio-inositol, 
D-serina, ácido L-piroglutâmico, pectina, ácido D-
-galacturonico, ácido D-glucurónico, metil-piruva-
to, ácido bromo-succínico e ácido acetoacético.

Caracterização dos ácidos gordos

As estirpes estudadas apresentaram um perfil de 
ácidos gordos semelhante ao de estirpes represen-
tantes da população Psa3 isoladas em Espanha, 
apresentando índices de similaridade (IS) supe-
riores a 0,700. As estirpes do EDM apresentaram 
dois picos distintivos para os ácidos gordos 16:0 e 
Sum In Feature 3 (que corresponde aos ácidos gor-
dos 16-1 w7c e/ou 16-1 w6c, que não são possíveis 
de diferenciar através do sistema utilizado). A es-
tirpe B65 foi uma exceção, apresentando um perfil 
de ácidos gordos distinto e um IS inferior a 0,500. 

Identificação molecular dos isolados

As estirpes portuguesas estudadas foram identi-
ficadas molecularmente pela reação de PCR com 
os primers PsaF1/R2 (Rees-George, 2010), onde foi 
amplificado o fragmento esperado de 280 pb (pa-
res de bases) e pela reação de duplex-PCR, com os 
2 pares de primers KN-F/R e AvrDdpx-F/R, onde se 
verificou a amplificação dos dois fragmentos espe-
rados de 226 e 492 pb para 22 isolados do EDM e 
para as estirpes de referência estudadas (Figura 3). 
Foi exceção a estirpe B65, para a qual não se obtive 
amplificação destes fragmentos.
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Figura 3 – Gel de agarose a 2% mostrando os fragmentos de ADN amplificados com os 
primers KN-F/R e AvrdDpx-F/R numa reação duplex-PCR, obtidos com as estirpes de 
P.s. pv. actinidiae. Coluna 1: CFBP 4909T; 2: CFBP 7286; 3: AL9; 4: AL13; 5: AL14; 
6: AL114a; 7: AL114b; 8: AL115; 9: AL116; 10 Am63; 11: F12; 12: Fv46; 13: Fv62; 
14: p18; 15: p84; 16: controlo negativo. M: Marcador molecular (100 pb DNA Ladder, 
NIPPON Genetics). 
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Análise de sequências repetitivas de ADN por 
BOX-PCR

A comparação dos padrões de fragmentos de ADN 
genómico amplificados com o primer BOXA1R per-
mite verificar que se obtiveram entre 15 e 20 bandas 
polimórficas, com tamanhos que variaram entre 
216 pb e 4038 pb. Da análise dos padrões de frag-
mentos de ADN genómico amplificados, é possível 
verificar que as quatro populações de Psa apresen-
tam padrões diferentes entre si. As estirpes repre-

sentantes das populações Psa1 e Psa2 apresentam 
um perfil genético muito idêntico, caracterizando-
-se pela presença de duas bandas distintivas de 
300 e 700 pb, e uma banda adicional com cerca de 
2500 pb na estirpe da população Psa2 (Figura 4), 
que as permite diferenciar das restantes popula-
ções de Psa. A estirpe 10880 isolada na Nova Ze-
lândia, pertencente à população Psa4, distingue-se 
das restantes populações por apresentar 3 bandas, 
únicas desta população, de 2100, 380 e 300 pb, e 
ainda pela ausência das bandas de 210 e 1000 pb. 

 

 
Figura 4 – Perfis electroforéticos obtidos pela amplificação de fragmentos de ADN 
isolados de P.s. pv. actinidiae (Psa), através de PCR utilizando o primer BOX. Coluna 
1: controlo negativo de PCR (H2O); 2: 10880 (Psa4); 3: 10627(Psa3); 4: K-Psa (Psa2); 
5: CFBP 4909T; 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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Com exceção da estirpe B65, as estirpes isoladas no 
EDM, apresentam um perfil BOX-PCR semelhante 
ao da estirpe italiana (CFBP 7286) e da Nova Ze-
lândia (10627) da população Psa3, o que permite 
caracterizá-las como pertencentes a esta popula-
ção. Este conjunto de estirpes distingue-se das es-
tirpes das restantes populações Psa1, Psa2 e Psa4 
por apresentarem duas bandas adicionais de 200 
e 750 pb (Figura 4). No entanto, as estirpes CFBP 
7286 e 10627 apresentam variabilidade genética 
entre si, pois a estirpe isolada na Nova Zelândia 
é caracterizada pela presença de bandas com 300, 
350 e 450 pb, ausentes na estirpe italiana. A análise 
da diversidade genética obtida por BOX-PCR evi-
dencia igualmente a existência de variabilidade no 
interior da população portuguesa de Psa da região 
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 (dados não 
apresentados), que as restantes estirpes de Psa3 
isoladas em Portugal e em Itália não apresentam. A 
estirpe isolada na Nova Zelândia apresenta apenas 
três (300, 350 e 450 pb) das sete bandas referidas. 

A estirpe B65 apresenta um perfil BOX-PCR diferen-
te de todas as outas estirpes incluídas nesse estudo.

Caracterização da patogenicidade

Os resultados obtidos relativos à patogenicidade 
do conjunto de bactérias testadas mostraram que 
todos os isolados foram patogénicos em actinídea. 
Os sintomas causados pelas estirpes P85, VV112 e 
CFBP 7286 foram idênticos aos previamente descri-
tos por outros autores para Psa3 (Gallelli et al., 2011; 
Vanneste et al., 2013). Os sintomas caracterizaram-
-se pela formação de manchas necróticas rodeadas 
por halo amarelo nas folhas pulverizadas com a 
suspensão bacteriana após 15 dias da inoculação. 
As caraterísticas dos isolados obtidos após reisola-
mento foram idênticas às das bactérias inoculadas 
em folhas de actinídea. 

Conclusões

Com este estudo, foram caracterizadas 23 isolados 
obtidos de plantas de actinídea com sintomas de 
cancro bacteriano na região de Entre Douro e Mi-
nho. A caracterização através dos testes LOPAT, 
perfil de ácidos gordos, reação PCR com os primers 
PsaF1/R2 (Rees-George et al., 2010) e reação de du-

plex PCR (Gallelli et al., 2011), permitiu identificar 
22 isolados como Psa. A análise do perfil genético 
por BOX-PCR, mostrou que a população de Psa que 
prevalece nesta região é a população Psa3, a mais 
virulenta e responsável pelo atual surto da doença 
na Europa e na Nova Zelândia. O conjunto dos re-
sultados obtidos com a estirpe B65 não são conclu-
sivos, tratando-se de uma estirpe atípica com ca-
racterísticas que se aproximam das descritas para 
a População Psa4.
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