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RESUMO

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) é o agente causal do cancro bacteriano da actinidea, doenga mais grave desta
cultura na atualidade que provoca importantes perdas econdmicas nos principais paises produtores de kiwi. Os sin-
tomas mais caracteristicos da doenga incluem pequenas necroses castanhas rodeadas de um halo amarelo nas folhas
e exsudados avermelhados nos caules, podendo conduzir a morte da planta. Em Portugal, a doenca foi detetada pela
primeira vez em 2010, na Regido do Entre Douro e Minho. Com este estudo pretende-se identificar e caracterizar iso-
lados de Psa da Regiao do Entre Douro e Minho. A partir de material vegetal com sintomas da doenga proveniente de
diferentes pomares de Actinidia deliciosa, isolou-se o agente patogénico e realizou-se a sua identificagao e caracterizacao
morfoldgica e fenotipica através de testes LOPAT, utilizagao de fontes de carbono (sistema Biolog), perfis de acidos
gordos e através de técnicas moleculares (PCR e BOX-PCR). Os resultados obtidos mostram que os isolados estudados
apresentam caracteristicas morfologicas idénticas, existindo variabilidade ao nivel das caracteristicas fenotipicas. A
caracterizacdo molecular mostra que os isolados de Psa da Regidao do Entre Douro e Minho sdo semelhantes, sendo
idénticas a populagdes de Psa conhecidas como virulentas (Psa3) identificadas na Europa e na Nova Zelandia.

Palavras-chave: actinidea; Biolog; BOX-PCR, cancro bacteriano; kiwi

ABSTRACT

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.

Keywords: bacterial canker, Biolog, BOX-PCR, kiwifruit

196 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2015, 38(2): 196-205



Introducao

A bactéria Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa),
agente causal do cancro bacteriano da actinidea,
foi isolada pela primeira vez em 1984 no Japao
(Takikawa et al., 1989). Desde entdo, e especial-
mente nos ultimos anos, tem manifestado elevada
agressividade e uma dispersdao muito rapida, ten-
do, nos dias de hoje, distribuicao generalizada nas
principais regides produtoras de kiwi, incluindo
Portugal (Balestra et al., 2010).

A produgao de kiwi é uma importante atividade
economica em diversos paises, sendo a China, a
Italia e a Nova Zelandia os principais produtores
mundiais (FAOSTAT, 2014). Em Portugal, as princi-
pais regides produtoras sao o Entre Douro e Minho
e a Beira Litoral (European Commission, 2014). Em
2013, foram produzidas 21306 t de kiwi no territo-
rio nacional, das quais 16695 toneladas foram pro-
duzidas apenas na zona Norte, tendo sido atingido
um valor de 11212000 € em exportacdes deste fruto
(INE, 2014).

O cancro bacteriano da actinidea ¢ considerado,
atualmente, a maior causa de perdas na produgao

(a) (b)

de kiwi dado que diminui a produgao dos poma-
res, pode levar a morte das plantas e ndo sao co-
nhecidos métodos curativos (Abelleira ef al., 2014).
Esta doenga foi ja responsavel por perdas econo-
micas importantes em Franca, Espanha, Portugal,
Chile, Coreia do Sul e Japao, mas principalmente
em Italia e na Nova Zelandia onde a produgao de
kiwi é bastante importante (Scortichini et al., 2012).
Tendo em vista a limitagdo da dispersdao da doen-
ca, a EPPO (European and Mediterranean Plant Pro-
tection 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).

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

Figura 1 - 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 casta-
nhas. (d) Murchiddo e morte de ramos. (e) Zonas debaixo da casca com tonalidade avermelhada.
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Atualmente sao conhecidas quatro populagoes de
Psa (Psal, Psa2, Psa3 e Psa4). Estas populagdes es-
tao presentes em diferentes paises produtores de
kiwi e tém agressividades distintas (Quadro 1),
causando prejuizos também distintos, pelo que é
importante conhecer a prevaléncia das populacoes
de Psa numa regiao ou pais. As estirpes de Psa
pertencentes a populacao Psal estao presentes no
Japao e em Italia (responsavel pelo surto de Psa em
1992) e a sua viruléncia parece variar com a regiao
geografica em que se encontra. Embora genetica-
mente as estirpes isoladas nos dois paises sejam
muito semelhantes, no Japao causou importantes
perdas econdémicas, o que nao aconteceu em Italia
onde nao provocou grande impacto na produgao
de kiwi (Scortichini et al., 2012). Esta situacao pode
sugerir que as condi¢des climaticas ou as técnicas

de producao utilizadas nos dois paises podem ter
influéncia na agressividade com que a bactéria in-
feta a planta (Scortichini ef al., 2012).

As estirpes da populagao Psa2 encontram-se ape-
nas na Coreia do Sul. A populagao Psa3, a mais
virulenta e responsavel por perdas econdmicas
importantes, esta oficialmente presente no Chile,
China, Espanha, Franca, Italia, Portugal e Nova Ze-
landia (Chapman et al., 2012). A populagao Psa4 ca-
racteriza-se por causar apenas sintomas nas folhas,
ndo conduzindo a morte das plantas (Scortichini
et al., 2012; Cunty et al., 2014), tendo ja sido isolada
na Nova Zelandia, Australia e Franga, embora se
pense que esteja presente em todos os paises pro-
dutores de kiwi da Europa (Cunty ef al., 2014).

Quadro 1 - Classifica¢des das populacdes de Psa, distribuicdo geografica e viruléncia

Populacio Localizacao Viruléncia
. . Moderada
Psal Japao, Italia (1992) Elevada
Psa2 Coreia Moderada
Chile, China, Espanha, Franca,
Psa3 Italia, Portugal, Nova Zelandia Elevada
Psad Australia, Nova Zelandia, Pouca

Franca

Este trabalho, realizado em 2013 e 2014, teve por
objetivo identificar e estudar a estrutura de popu-
lagdes de Psa na Regiao do Entre Douro e Minho
(EDM).

Material e Métodos

A partir de material vegetal com sintomas da doen-
ca proveniente de diferentes pomares de Actinidia
deliciosa, isolou-se o agente patogénico e realizou-
-se a sua identificagdo, caracterizagao morfologica,
fenotipica e de patogenicidade.

Obtencao da colecdo e isolamento de Pseudomonas
syringae pv. actinidiae
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A obtencao da cole¢ado de bactérias de Psa foi feita
através da analise de amostras de folhas, ramos,
flores e caules evidenciando sintomas tipicos da
doenga, 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, lo-
calizados em varios concelhos da regiao do EDM.
Dos isolados obtidos, e considerando o ano do iso-
lamento, a cultivar, a localizagdo geografica dos
pomares e a parte da planta utilizada, foram se-
lecionados para este estudo 23 isolados do EDM,
descritos na Quadro 2.



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

Isolado Origem Cultivar IZ,I"a';ifa ;2(‘)‘1‘; ieen o
AL 9% Tsechelidis () Caule
AL 13* Tsechelidis (?) Folha 2013
AL 14* Chieftain (J3) Folha
AL 114a*  Amares, Lago Chieftain (3) Folha
AL 114b* Chieftain (3) Folha 014
AL 115% Tsechelidis (?) Folha
AL 116* Tsechelidis () Folha
Am 63* Amares - Folha 2013
B 65%* Braga - Caule 2013
F 12* Famalicao Hayward (Q) Folha 2013
Fv 46* Chieftain (3) Ramos

Felgueiras - Varzea 2013
Fv 62* Matua (3) Folha
- Cule
P& prado - Folha 2013
P 85%* - Folha
P 93** - Folha
Pn 16** Penafiel Hayward (Q) Botdes Florais 2013
VC 104b Vila do Conde Hayward (?) Folha 2013
VV 112*%*  vyjila B Verde- Hayward (?) Folha 2014
VvV 113**  Coucieiro Tomuri (3) Folha
VM 568.1 - Folha

Valenga do Minho 2014
VM 538.2 Erica (%) Folha
MC 589 gaarf;’sezes 4 Hayward () Folha 2014

- : sem informacdo; O : planta feminina; O : planta masculina; *isolados apresentados na imagem do gel duplex-PCR; ** isolados apresentados na imagem do gel Box-PCR

Adicionalmente, incluiram-se neste estudo cinco
estirpes de referéncia descritas no Quadro 3. As es-
tirpes CFBP 4909" e CFBP 7286 foram adquiridas na
colecao de culturas CFBP/CIRM (Collection Francai-
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 referéncia de quatro populagdes de Psa utilizadas neste estudo

Estirpe Hospedeiro Origem Ano Populagio Referéncia

CFBP Actinidia ~

4909712 deliciosa Japao 1984  Psal Le Saux, 2006a

K-Psa2®@ Actinidia sp. Coreia - Psa2 Vanneste et al., 2013

10627? A. chinensis Nova Zelandia 515 pgy3 Vanneste ef al., 2013

(Te Puke)

CFBP Actinidia

778601 chinensis ~ cv. Itdlia 2008  Psa3 Le Saux, 2006b
‘HORTI16A’

10880 A. chinensis Nova Zelandia )15 pgyg Vanneste ef al., 2013

(Motueka)

@ Estirpes usadas na caracterizagdo fenotipica e identificagdo molecular por PCR e duplex-PCR

@ Estirpes usadas na caracterizagio molecular por BOX-PCR

Para o isolmento do patogéneo, foram seleciona-
das pequenas porgoes de tecidos de folhas, ramos,
caules ou flores, apresentando sintomas da doenga.
Os tecidos foram desinfetados externamente com
etanol a 95%, macerados em 5 mL de agua desti-
lada esterilizada e, posteriormente, cerca de 50 pL
da suspensao bacteriana obtida foi inoculada em
meio B de King modificado (Mohan e Shaad, 1987).
As placas foram incubadas a 28°C e observadas
apos 24, 48 e 72 horas de incubagao. As coldnias
que apresentaram morfologia idéntica a descrita
para Psa foram repicadas em meio B de King (King
et al., 1954), até se obterem culturas puras.

Caracterizacdao morfoldgica e cultural

As caracteristicas morfoldgicas e culturais das
colénias foram analisadas apds 48 horas do seu
crescimento a 28°C em meio B de King, no que res-
peita a sua forma, consisténcia, tamanho, relevo,
contornos das colonias, cor, transparéncia, brilho
e presenca/auséncia de pigmentos difusiveis. Na
caracterizagdo da parede celular utilizou-se o mé-
todo do KOH a 3% (Suslow, 1982), em alternativa ao
método de coloragao de Gram.

Caracterizacao Bioquimica dos isolados
Para a caracterizagdo bioquimica dos isolados, fo-

ram efetuados os testes LOPAT (Lelliott et al., 1966),
producao de levana, oxidase, dihidrdlise da argini-
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na, atividade pectinolitica e reacdo de hipersensi-
bilidade em folhas de tabaco.

A andlise da capacidade para a utilizagao de fontes
de carbono (aguicares, alcoois, aminoacidos e aci-
dos organicos), a determinacao de propriedades
fisiologicas (sais, pH e tolerancia ao acido lactico),
do poder redutor e da sensibilidade quimica foi
feita através do Sistema Biolog (Biolog, 2011). As
amostras foram analisadas utilizando microplacas
“GEN III” inoculadas com o fluido de inoculagao
“IF-A”, no qual se incorporou previamente uma
suspensao bacteriana, seguindo as recomendacoes
do fabricante. As microplacas inoculadas foram
incubadas a 28°C e a absorvancia (590 nm) lida e
registada apos 24, 48 e 72 horas utilizando a Mi-
cro Estagdo ID System e o software MicroLog™. Os
resultados obtidos foram analisados recorrendo ao
software Past 3.04. A comparacao dos isolados bac-
terianos estudados utilizou o coeficiente de Corre-
lagao (Bartko, 1966), e o método UPGMA (Unweig-
ted Pair-Group Method using arithmetic Averages)
(Sneath e Sokal, 1973).

Caracterizacdo dos acidos gordos

Para a caracteriza¢ao bacteriana utilizando a ana-
lise dos acidos gordos seguiu-se o método descri-
to por Stead (1992) para espécies de Pseudomonas.
A quantificagao foi feita recorrendo a um croma-
tografo de fase gasosa Hewlett Packard 6890 e a
identificagao dos picos obtidos foi feita usando o



Sistema MIDI v. 4.5 (System for Microbiological Iden-
tification Sherlock (MIS;MIDI).

Identificacao molecular dos isolados

A obtencao de ADN para a realizagao das amplifi-
cacOes por PCR foi feita utilizando culturas bacte-
rianas em meio B de King incubadas durante 48 ho-
ras a 28°C. Prepararam-se suspensoes bacterianas
com uma concentragdo de 108 ufc.mL? (DO600=0,5)
numa solucao de 10% de NaOH a 0,5M. As suspen-
soes foram colocadas a 95°C durante 15 minutos, e
de seguida colocadas no frigorifico a 4°C até utili-
zagao nas reagdes de amplificacdo.

A identificacdo das estirpes foi feita através de
reagdes 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 reagao foi
incluido um controlo negativo, em que o ADN foi
substituido por dgua ultrapura esterilizada, e con-
trolos positivos utilizando ADN de estirpes de re-
feréncia de Psa. As amplificagdes obtidas por PCR
e duplex-PCR foram observadas através da eletro-
forese em gel de agarose a 2% em tampao de TBE
0,5x (Sambrook et al., 1989). Os produtos de ampli-
ficacao foram corados por imersao do gel numa so-
lu¢do “GelRed” (Biotium Inc.) e visualizados com
luz ultra violeta (Sambrook ef al., 1989).

Anilise de sequéncias repetitivas de ADN por
BOX-PCR

Foi utilizado o primer BOXAIR, de acordo com o
protocolo adaptado de Louws e seus colaboradores
(1994). Foram incluidas na analise da diversidade
genética 5 estirpes representativas das 4 popula-
¢Oes de Psa descritas no Quadro 3.

Foi também utilizado um controlo negativo, utili-
zando dgua ultra pura estéril no lugar da suspen-
sao bacteriana, de forma a garantir a auséncia de
contaminagoes por ADN exogeno.

Caracterizacao da patogenicidade

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

tas foram inoculadas com dois isolados portugue-
ses do EDM (P85 e VV12) com diferentes origens
geograficas, e com a estirpe italiana CFBP 7286.
As culturas bacterianas a inocular foram obtidas
a partir de colonias puras, inoculadas em meio B
de King com 24 horas de crescimento a 28°C. Para
cada estirpe estudada, inocularam-se 3 plantas
(uma planta por vaso), pulverizando 5 folhas com
uma suspensao bacteriana (10° ufc.mL™). Trés plan-
tas inoculados com agua destilada esterilizada,
mantidos nas mesmas condi¢des das plantas ino-
culadas, constituiram o controlo negativo. As plan-
tas foram observadas 15 dias e um més apds inocu-
lacdo e foram anotados os sintomas observados. A
partir dos sintomas observados nas folhas as bac-
térias foram reisoladas em laboratério seguindo o
procedimento descrito anteriormente.

Resultados e Discussao

Caracterizagdo morfoldgica e cultural

As estirpes isoladas na regido EDM apresenta-
ram colonias com morfologia bastante semelhante
entre si, mostrando uma cor esbranquicada com
transparéncia, lisas e margens circulares. A maior
parte das colénias apresentaram brilho e dimen-
sOes que variaram entre 4 e 6 mm de diametro.
Apenas uma estirpe (B65) apresentou caracteristi-
cas mucoides, dimensdes superiores (7 a 8 mm de
didmetro) e uma aparéncia mais baga e amarelada.
Relativamente a formagdo de pigmentos fluores-
centes visiveis sob luz ultravioleta (A = 560 nm),
verificou-se que esta é uma caracteristica variavel
entre as estirpes estudadas.

Caracterizacdo Bioquimica dos isolados

De acordo com a classificagdo das bactérias fitopa-
togénicas fluorescentes proposta por Lelliott ef al.
(1966), todos os isolados estudados pertencem ao
grupo LOPAT Ia (Lelliott et al., 1966). O resultado
da analise de 56 caracteristicas fisiologicas e bioqui-
micas de 23 isolados do EDM e de duas estirpes de
referéncia (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 distancias fenotipicas entre
23 isolados de EDM e duas estirpes de referéncia
(CFBP 4909 e CFBP 7286) testadas para 56 carac-
teristicas fenotipicas.

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

As estirpes isoladas na Regiao EDM mostraram
ser bioquimica e fisiologicamente semelhantes a
estirpe tipo de Psa CFBP 4909 e a estirpe italiana
CFBP 7286. Todas elas apresentaram a capacidade
de utilizar sacarose, mio-inositol, glicerol, L-alani-
na, acido L-aspartico, acido L-glutamico, L-serina,
acido D-gluconico, acido D-glucurdnico, acido
mucico, acido quinico, acido D-sacarico, acido ci-
trico, acido D-malico, acido L-malico, acido gama-
-aminoburitico e acido acético. Estas apresentaram
ainda sensibilidade quimica quando expostas a
NaCl 8%, minociclina, cloreto de litio, butirato de
sodio e bromato de sédio. No entanto, foi possivel
observar variabilidade fenotipica entre as estirpes
de Psa portuguesas através de substratos para os
quais a sua capacidade de utilizacdo foi variavel,
tais como: a-D-glucose, D-manose, D-fucose, inosi-
na, D-sorbitol, D-manitol, D-arabitol, Mio-inositol,
D-serina, acido L-piroglutamico, pectina, acido D-
-galacturonico, acido D-glucurénico, metil-piruva-
to, acido bromo-succinico e acido acetoacético.
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Caracterizacdo dos acidos gordos

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

Identificacao molecular dos isolados

As estirpes portuguesas estudadas foram identi-
ficadas molecularmente pela reacdo 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 reacao de duplex-PCR, com os
2 pares de primers KN-F/R e AvrDdpx-F/R, onde se
verificou a amplificacdo dos dois fragmentos espe-
rados de 226 e 492 pb para 22 isolados do EDM e
para as estirpes de referéncia estudadas (Figura 3).
Foi excegao a estirpe B65, para a qual ndo se obtive
amplificagao 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
reacao 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).

Analise de sequéncias repetitivas de ADN por
BOX-PCR

A comparagao dos padrdes de fragmentos de ADN
gendmico amplificados com o primer BOXAIR per-
mite 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 frag-
mentos de ADN gendmico amplificados, € possivel
verificar que as quatro populagdes de Psa apresen-
tam padroes diferentes entre si. As estirpes repre-
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sentantes 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 populagao Psa2 (Figura 4),
que as permite diferenciar das restantes popula-
¢Oes de Psa. A estirpe 10880 isolada na Nova Ze-
landia, pertencente a populagao Psa4, distingue-se
das restantes populagdes por apresentar 3 bandas,
Unicas desta populagao, de 2100, 380 e 300 pb, e
ainda pela auséncia das bandas de 210 e 1000 pb.

9 10 11 12 13 14 15

Estiroes EDM

Figura 4 - Perfis electroforéticos obtidos pela amplificagdo de fragmentos de ADN isolados de P.s. pv. actinidiae (Psa), através
de PCR utilizando o primer BOX. Coluna 1: controlo negativo de PCR (H20); 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 excegao da estirpe B65, as estirpes isoladas no
EDM, apresentam um perfil BOX-PCR semelhante
ao da estirpe italiana (CFBP 7286) e da Nova Ze-
landia (10627) da populagao Psa3, o que permite
caracteriza-las como pertencentes a esta popula-
¢ao. Este conjunto de estirpes distingue-se das es-
tirpes das restantes popula¢des Psal, 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 Zelandia
¢ caracterizada pela presenca de bandas com 300,
350 e 450 pb, ausentes na estirpe italiana. A andlise
da diversidade genética obtida por BOX-PCR evi-
dencia igualmente a existéncia de variabilidade no
interior da populagao portuguesa de Psa da regiao
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 nao
apresentados), que as restantes estirpes de Psa3
isoladas em Portugal e em Itdlia ndo apresentam. A
estirpe isolada na Nova Zelandia apresenta apenas
trés (300, 350 e 450 pb) das sete bandas referidas.

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

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 descri-
tos por outros autores para Psa3 (Gallelli et al., 2011;
Vanneste et al., 2013). Os sintomas caracterizaram-
-se pela formagao de manchas necroticas rodeadas
por halo amarelo nas folhas pulverizadas com a
suspensao bacteriana apds 15 dias da inoculagao.
As carateristicas dos isolados obtidos apds reisola-
mento foram idénticas as das bactérias inoculadas
em folhas de actinidea.

Conclusdes

Com este estudo, foram caracterizadas 23 isolados
obtidos de plantas de actinidea com sintomas de
cancro bacteriano na regido de Entre Douro e Mi-
nho. A caracterizacdo através dos testes LOPAT,
perfil de acidos gordos, reagao PCR com os primers
PsaF1/R2 (Rees-George et al., 2010) e reagao de du-
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plex PCR (Gallelli et al., 2011), permitiu identificar
22 isolados como Psa. A analise do perfil genético
por BOX-PCR, mostrou que a populagao de Psa que
prevalece nesta regiao é a populagao Psa3, a mais
virulenta e responsavel pelo atual surto da doenga
na Europa e na Nova Zelandia. O conjunto dos re-
sultados obtidos com a estirpe B65 nao sao conclu-
sivos, tratando-se de uma estirpe atipica com ca-
racteristicas que se aproximam das descritas para
a Populagao Psa4.
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