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Resumo

A bactéria Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. € o agente responsavel pela doenca
vulgarmente designada por fogo bacteriano. A doenca foi detetada pela primeira vez na Europa,
em 1957, no sul de Inglaterra e desde entao tem-se difundido por todo o continente europeu.
Atualmente esta presente em 49 paises, distribuidos por todos os continentes, afetando
fundamentalmente espécies da subfamilia Maloideae, onde se incluem as pomoideas e ainda
diversas espécies ornamentais ou silvestres.

Face a existéncia, no nosso pais, de dois focos de fogo bacteriano assinalados, em 2006 e
entretanto erradicados, e ao aparecimento de novos focos em 2010 e 2011, o combate e
erradicacdo da doenca é premente para que Portugal continue a gozar do estatuto de “zona
protegida”. Para o efeito, considera-se fundamental a identificacao e caraterizacao dos isolados
bacterianos que estao a infetar os pomares portugueses.

Neste trabalho, foram avaliados 44 isolados obtidos, entre 2006 e 2011, de plantas
sintomaticas de macieira e pereira. A identificacdo de E. amylovora foi realizada através de
testes fisioldgicos e bioquimicos, de PCR e de patogenicidade, de acordo com os procedimentos
indicados pela EPPO e os definidos por outros autores.

Apenas 25% dos isolados evidenciaram paragem de crescimento a 36°C. Este nUmero
aumentou para 68% quando as colonias foram sujeitas a uma temperatura de 39°C. Esta
constatacdo pode evidenciar uma adaptacdao da bactéria as nossas condicoes climaticas. A
utilizacdo do citrato de sddio, da L-ramnose e da amigdalina, verificada em alguns isolados,
aponta para o facto de alguns isolados portugueses pertencerem ao grupo minoritario de estirpes
que utilizam aqueles compostos.

Os isolados suspeitos de pertencerem a espécie E. amylovora mostraram-se pouco
homogéneos no que respeita a caraterizacdo bioquimica efetuada no sistema APl 20E, dado que
resultaram 21 perfis. Destes isolados, 65% mostraram ser positivos na identificacao por acidos
nucleicos, com a técnica descrita por Bereswill et al. (1992) e 74% revelaram-se patogénicos em
frutos imaturos de pera e néspera. Somente metade dos isolados apresentou resultados
coincidentes com o expectavel para a bactéria E. amylovora.

Dos isolados estudados, 26% mostraram-se negativos para E. amylovora, uma vez que se
revelaram, simultaneamente, negativos no teste de patogenicidade e na amplificacdo com os
primers de Bereswill et al. (1992). Os isolados obtidos em 2010 e 2011, inoculados em pera e
néspera, produziram, de um modo geral, infecbes mais rapidamente que os isolados obtidos
entre 2006 e 2009, o que leva a presumir tratarem-se de isolados mais virulentos.

Considera-se de interesse continuar os estudos de caraterizacao fisiologica, bioquimica e
molecular dos isolados portugueses, pois o conhecimento da bactéria E. amylovora, nas nossas

condicdes, contribuird para um melhor controlo e erradicacao.

Palavras-chave: fogo bacteriano; macieira; pereira; Malus domestica; Pyrus communis; PCR.



Abstract

The bacterium Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. is the causal agent for the disease
commonly known as Fire blight. The disease was first detected in Europe in 1957, in the south of
England and since then has spread throughout the European continent. It is currently present in
49 countries across all continents, mainly affecting species of the Maloideae subfamily, where
pome fruits and several ornamental or wild species are included.

Given the two outbreaks of fire blight in Portugal, reported in 2006 and apparently
eradicated, and the new outbreaks in 2010 and 2011, control and eradication of the disease is
urgent so that Portugal continues to enjoy the status of "protected area”. For this purpose, it is
fundamental to identify and characterise the bacterial strains that are infecting Portuguese
orchards.

Forty-four isolates obtained from symptomatic pear and apple plant trees, between 2006
and 2011, were evaluated. E amylovora identification was carried out by physiological and
biochemical, PCR and pathogenicity tests, accordingly with the procedures set out by EPPO and
the defined by other authors.

Only 25% of the isolates showed growth stop at 36°C, although this number increased to
68% when the colonies were subjected to a temperature of 39°C. This finding may show an
adaptation of bacteria to our climatic conditions. The use of sodium citrate, L-rhamnose, and
amygdalin by a few isolates, points to the fact that some Portuguese isolates belong to the
minority group of strains that utilise these compounds.

Isolates suspected to be E. amylovora showed little homogeneity in the biochemical
characterisation carried out on API 20E system, resulting 21 different profiles. Of these isolates,
65% showed to be positive in the identification by nucleic acids, with the technique described by
Bereswill et al. (1992) and 74% proved to be pathogenic on immature fruits of pear or loquat.
Results equal to the expected for E. amylovora were only shown by half of the isolates.

Twenty-six percent of the isolates showed not to be E. amylovora, since they were
negative both in the pathogenicity testing and in the amplification with the Bereswill et al.
(1992) primers. The isolates obtained in 2010 and 2011, inoculated in pear or loquat, produced,
in general, infections faster than the isolates obtained between 2006 and 2009, leading to
assume that they are more virulent isolates.

It is considered of great interest to continue the physiological, biochemical, and molecular
characterisation studies of the Portuguese isolates, because knowledge of E. amylovora under

Portuguese conditions will contribute to a better control and eradication.

Keywords: fire blight; apple tree; pear tree; Malus domestica; Pyrus communis; PCR.
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Introducao

A bactéria Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. € o agente responsavel pela doenca
vulgarmente designada por fogo bacteriano (Vanneste, 2000; EPPO, 2012a) e foi a primeira
bactéria descrita, em 1893 por Burrill, como agente causador de doenca infeciosa nas plantas
(Johnson, 2000; EPPO, 2004). Por este facto ocupa um lugar especial na historia da
Fitopatologia.

O fogo bacteriano ja foi presenciado em cerca de 200 espécies vegetais de 40 géneros,
todos pertencentes a familia Rosaceae (Van der Zwet & Keil, 1979). Afeta, fundamentalmente a
subfamilia Maloideae, onde se incluem as pomoideas e ainda diversas espécies ornamentais ou
silvestres (Palacio-Bielsa & Cambra, 2009).

O fogo bacteriano foi detetado pela primeira vez na Europa, em 1957, no sul de Inglaterra
e desde entdao tem-se difundido por todo o continente europeu. Atualmente a doenca esta
presente em 49 paises, distribuidos pelos cinco continentes, provocando graves prejuizos
economicos na producao mundial de pomoideas. Os prejuizos podem ser gerados pela diminuicao
da rentabilidade do pomar e pela morte das plantas, bem como pela impossibilidade de efetuar
exportacdes para paises onde a doenca esta ausente.

Uma vez que a severidade do ataque esta fortemente relacionada com as condicoes
climaticas, o impacto econémico gerado pela doenca nem sempre é facil de quantificar. No
entanto e de acordo com Earth Tramper Consulting (2005) os surtos severos conduzem ao
prejuizo de milhdes de doélares como consequéncia da diminuicdo da producao e da morte das
arvores. De acordo com a mesma empresa, estima-se que nos EUA, 5% das quebras de producao
anuais sao devidas ao fogo bacteriano, correspondendo a uma diminuicdo de 100 milhdes de kg e
35,6 milhdes de dolares. O surto de fogo bacteriano ocorrido em 2000, no sudoeste do Michigan,
EUA, destruiu 250.000 macieiras e afetou a producao em mais de 1.000 hectares, estimando-se
um prejuizo de 9 milhdes de dolares. Também Fatmi (2011) refere quebras de 55 milhdes de
euros, apenas durante os quatro primeiros anos da doenca em Marrocos.

O fogo bacteriano é uma doenca altamente contagiosa e por isso de rapida difusdo. Por
nao existirem meios quimicos eficazes para o seu controlo, o recurso a meios de diagnostico para
evitar a entrada do organismo em zonas isentas da doenca ou a sua detecao precoce, permitindo
a destruicao do material infetado, sao fundamentais para o seu combate e erradicacao (DGADR
et al., 2011; Powney et al., 2011).

A bactéria Erwinia amylovora esta classificada como organismo de quarentena na Uniao
Europeia (Santander et al., 2012) e Portugal detém o estatuto de “zona protegida”. Este
reconhecimento é obtido como resultado dos exames oficiais anuais, efetuados no ambito do
programa nacional de prospecao deste organismo (DGADR et al., 2011).

Face a existéncia no nosso pais, de dois focos de fogo bacteriano assinalados em 2006 e

entretanto erradicados, e ao aparecimento de novos focos em 2010 e 2011, o combate e
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erradicacdo da doenca é premente para que Portugal continue a gozar do estatuto de “Zona
protegida”. Para o efeito, considera-se fundamental a identificacdao e caraterizacao dos isolados
bacterianos que estao a infetar os pomares portugueses.

O aparecimento do fogo bacteriano em Portugal constitui uma ameaca para a nossa
fruticultura, com particular destaque para as cultivares nacionais de pera Rocha e maca Bravo de
Esmolfe. Até ao inicio deste trabalho, dispunha-se de escassa informacao sobre as carateristicas
dos isolados portugueses de E. amylovora. Consideramos que o seu estudo pode proporcionar
dados Uteis para a dispersao da doenca e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento
e aplicacdo de métodos para a sua erradicacao ou controlo.

O objetivo deste trabalho prende-se com a caraterizacdo de uma colecao de isolados
portugueses de E. amylovora e a sua comparacao com o isolado de referéncia CFBP 1430. Este
objetivo assenta nos seguintes pontos: revisdo bibliografica sobre o fogo bacteriano e os aspetos
fenotipicos e genotipicos da bactéria E. amylovora; confirmacao da identificacdo presumivel da
colecao de isolados de E. amylovora e determinacao do seu poder patogénico; caraterizacao
fenotipica dos isolados através de utilizacdo de diferentes meios de cultura, testes bioquimicos e
fisiologicos; identificacdo genotipica dos isolados por meio da técnica de identificacdo por acidos

nucleicos.

1 Fogo bacteriano

1.1 Distribuicdo mundial e importancia econémica

O fogo bacteriano foi descrito, pela primeira vez, em 1780, no estado de Nova York e,
posteriormente, estendeu-se as zonas do Canada, aos outros estados da zona atlantica, assim
como a costa do Pacifico. A doenca foi detetada em 1920 na Nova Zelandia, em 1957 no sul de
Inglaterra, em 1966 nos Paises Baixos e em 1960 no Egito (Bereswill et al., 1992; Palacio-Bielsa &
Cambra, 2009; Montesinos, 2011). Desde entao, estendeu-se por quase toda a Europa, afetando
paises de norte a sul do continente. Em Espanha, foi detetada pela primeira vez no Pais Basco,
na provincia de Guipuscoa em 1995, a 10 km da fronteira com a Franca (Balduque et al., 1996;
Palacio-Bielsa & Cambra, 2009; Montesino, 2011). Novos focos foram surgindo e de 1995 a 2011
foi identificada em Navarra, Catalunha, Aragdo, Castela e Ledo, Madrid, Cantabria, Extremadura
e, recentemente, em Alicante e Andaluzia. De acordo com os dados da EPPO e referidos por
Palacio-Bielsa et al. (2009), os paises mais recentemente afetados (de 2005 a 2007) foram a
Bielorrussia, a Letonia, a Siria e Marrocos. Neste Ultimo, a doenca surgiu em 2006, em Meknes
num pomar de pereira, macieira € marmeleiro (Fatmi, 2011). Em 2007, surgiram cinco novos
pomares com plantas infetadas mas ainda no mesmo condado. No ano seguinte, a doenca
expandiu-se a cinco novos condados, afetando 60 pomares. Estima-se que a area afetada pela

doenca, nestes dois primeiros anos, tenha sido de 620 ha. O arranque de 53,5 ha de area afetada
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nao impediu a propagacao da doenca e em 2010, o fogo bacteriano ja tinha atingido todas as
principais zonas de producao de pomoideas (Fatmi, 2011; Yaich et al., 2011).

No inicio de 2012, a lista dos paises que manifestam a presenca do fogo bacteriano
ascendeu a 49, distribuidos por todos os continentes (Figura 1 e Anexo |). Em 2011, registou-se o
aparecimento da doenca na Argélia e apesar do primeiro foco ter sido detetado em 2005, a
Lituania foi referenciada, pela EPPO, apenas em 2010 (EPPO, 2012a). A doenca pode estar

presente em outros paises, mas ainda nao foi observada ou notificada (Luz, 2011).

Erwinia amylovora
\ (/ EPPO Code : ERWIAM

Legenda
@ Presente, registo nacional

+ Presente, registo regional

A Transitorio

Figura 1. Distribuicao mundial de Erwinia amylovora (EPPO, 2012a).

Constata-se que a doenca é consideravelmente mais grave em regides quentes e hiimidas
do que nas mais frias e/ou secas (Bonn & Van der Zwet, 2000), o que pode evidenciar o alto risco
de perigosidade em Portugal (Luz, 2011).

De acordo com Palacio-Bielsa & Cambra (2009), o impacto econémico provocado pelo fogo
bacteriano deve-se, fundamentalmente, ao facto de afetar espécies de grande interesse
comercial, nomeadamente pereira, macieira, nespereira, marmeleiro e varias espécies
ornamentais, de ser altamente contagioso e por isso de rapida expansao e ainda ao facto de nao
existirem métodos de combate eficazes.

Quando as condicdes climaticas sdo favoraveis e as variedades muito sensiveis, a doenca
progride rapidamente, provocando uma quebra na producdo das arvores e, consequentemente,
uma diminuicao da rentabilidade do pomar (Palacio-Bielsa & Cambra, 2009; DGADR, 2011). Na
Suica, as condicoes climaticas favoraveis ao desenvolvimento do fogo bacteriano ocorridas em

2000 e 2007, associadas a utilizacdo de cultivares sensiveis em grande parte dos pomares de
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macieira, foram responsaveis por uma quebra acentuada na producdo de maca para sidra e
consequentemente no produto transformado (Silvestri & Egger, 2011).

0 fogo bacteriano tem também consequéncias negativas para o setor viveirista de espécies
fruteiras e ornamentais, ja que afeta a producao e proibe a exportacdo para paises onde nao foi
declarada a doenca (Hale et al., 1996).

De acordo com Fatmi (2011), estima-se que em Marrocos, desde o aparecimento da doenca
em 2006 até 2010, cerca de 2000 ha de pomares, fundamentalmente de pereira e marmeleiro,
foram arrancados e as plantas incineradas, provocando quebras de rendimento de 55 milhoes de
euros.

Uma vez que, em muitos paises, o fogo bacteriano é provavelmente a doenca mais grave
que afeta a pereira e a macieira, representa uma enorme ameaca para a producdo e para a
indUstria destas espécies (EPPO, 2004).

Portugal é reconhecido, ao nivel da comunidade europeia, como “zona protegida” para o
fogo bacteriano. No entanto e face a existéncia de dois focos de fogo bacteriano assinalados, na
primavera de 2006, em pomares de pereiras e macieiras situados na Pévoa da Atalaia e em Vale
de Prazeres, no concelho do Fundao, cujos primeiros isolamentos foram realizados na Escola
Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco (Luz & Amaro, 2011), foi emitida a
Circular n.° 2/DSF/2006 de 10 de agosto e a Portaria n.° 908/2006 de 4 de setembro que
estabelece medidas adicionais e de emergéncia temporaria de protecao fitossanitaria destinadas
a erradicacao, no territorio nacional, da bactéria Erwinia amylovora. De acordo com informacao
disponibilizada pelo MADRP, através do Boletim Técnico de junho de 2010, desde o aparecimento
daqueles primeiros focos e até 2010 nao existiram novas noticias confirmadas de focos de fogo
bacteriano (Cruz, 2010). Contudo, neste mesmo ano sao referenciados novos focos de fogo
bacteriano em alguns concelhos da zona do Oeste, designadamente em Alcobaca, Bombarral,
Caldas da Rainha e Torres Vedras (Serra & Sousa, 2011). No ano seguinte, surgem novos focos em
alguns concelhos do Oeste, na zona Centro (Guarda e Viseu) e no Alentejo (Alandroal e Ferreira
do Alentejo). O aparecimento dos novos focos, conduziu a publicagcdo da Portaria n.° 287/2011,
de 31 de outubro, que estabelece medidas adicionais de protecdo fitossanitaria destinadas ao
controlo, no territério nacional, da bactéria de quarentena E. amylovora, com vista a sua
erradicacdo e, quando esta nao for possivel, a sua contencdo. O aparecimento e a dispersao da
doenca no territério nacional levaram ainda a publicacdo do Manual de Boas Praticas para o
Controlo do Fogo Bacteriano - Erwinia amylovora (DGADR et al., 2011). A 30 de marco de 2012
foram publicadas recomendacoes da Assembleia da RepuUblica ao Governo para adocdo de um
programa nacional de erradicacao do fogo bacteriano em Portugal, para a apresentacao de um
plano nacional para o controlo da doenca e para a avaliacao de fontes de financiamento para
ressarcir os agricultores e viveiristas de prejuizos sofridos (Recomendacdes da Assembleia da
Republica n.° 32/2012 e n.° 34/2012, D.R., 1.2 série, n.° 57 de 20 de marco). A DGAV publicou,
em abril de 2012, o Plano de Acao Nacional para o Controlo do Fogo Bacteriano.

Apesar da detecao dos novos focos, a EPPO classifica o nosso pais como manifestando
auséncia de fogo bacteriano, pelo que Portugal continua a gozar do estatuto de Zona Protegida
(EPPO, 2012a). Para que este estatuto ndo seja retirado é fundamental o combate e erradicacao

da doenca. A bactéria é oficialmente considerada erradicada da zona contaminada se, no ambito
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das prospecdes oficiais efetuadas nessa zona, pelo menos duas vezes por ano, entre a primavera
e 0 outono, nao for detetada a sua presenca ou os seus sintomas, durante dois ciclos vegetativos
(Portaria n.° 287/2011, de 31 de outubro).

1.2 Principais hospedeiros

0 fogo bacteriano possui como hospedeiros naturais espécies da familia Rosaceae. A maioria das
espécies afetadas pela doenca pertence a subfamilia Maloideae onde se incluem as pomoideas:
pereira, macieira e marmeleiro que pertencem, respetivamente aos géneros Pyrus, Malus e
Cydonia, a nespereira [Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.] e diversas espécies ornamentais ou
silvestres dos géneros Crataegus, Cotoneaster, Pyracantha, Sorbus, Chaenomeles e Stranvaesia
(Ordax, 2008; Palacio-Bielsa & Cambra, 2009). Pertencentes as restantes subfamilias assinalam-
se 0 género Rubus (Rosoideae) e a espécie Prunus salicina Lindl. (Amygdaloideae). Na subfamilia
Spiraeoideae foram descritas algumas espécies sensiveis mas apenas através de inoculacoes
experimentais (Van der Zwet & Keil, 1979; Momol & Aldwinckle, 2000). Os hospedeiros principais
e secundarios, identificados pela EPPO (2012a), encontram-se enumerados no Anexo Il.

Em Portugal, a doenca foi identificada, até ao final de 2011, em pereira (Pyrus communis
L.), macieira (Malus domestica Borkh.) e marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) (DGADR et al.,
2011).

1.3 Sintomatologia

Os sintomas de fogo bacteriano, na maioria dos hospedeiros mais comuns (pereira, macieira,
marmeleiro, nespereira, cotoneaster, espinheiro e piracanta) sao muito similares e facilmente
reconhecidos (EPPO, s/d). A designacao de fogo bacteriano deve-se aos sintomas mais
carateristicos apresentados pelas plantas, nomeadamente o aspeto acastanhado dos ramos,
flores e folhas, assemelhando-se este aspeto ao da queima provocada pelo fogo (Figura 2)
(Santander et al., 2012).

A infecao pode iniciar-se em plantas de qualquer idade, incluindo as plantas jovens de
viveiro (Montesinos & Lopez, 2000). Os primeiros sintomas aparecem no inicio da primavera, com
tempo himido e quente, durante a floragdo ou, mais precocemente, no momento do
abrolhamento (Palacio-Bielsa & Cambra, 2009). Nas plantas de pereira e de macieira, os botoes
florais comecam a murchar até mudarem da cor castanha para preta, e por vezes escorrem gotas
viscosas de exsudado bacteriano que contém grande nimero de células bacterianas (Montesinos
& Lopez, 2000).
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Figura 2. Plantas afetadas pelo fogo bacteriano. Foto gentilmente cedida pelo Prof. Jodo Pedro Luz.

Quando as condicdes sao favoraveis, a bactéria avanca de forma sistémica e a infecdo
progride rapidamente alcancando as folhas, ramos secundarios e principais, tronco e inclusive
raizes (Vanneste & Eden-Green 2000). A murchidao nos raminhos jovens leva a perda de rigidez
dos tecidos e estes curvam-se de forma carateristica. Esta aparéncia toma a designacao de
cajado de pastor ou aspeto de bordao (Figura 3) (Ordax, 2008; Cruz, 2011).

Nas folhas, o sintoma inicia-se com uma necrose na nervura principal e posteriormente
aparecem manchas necroticas distribuidas irregularmente pela superficie do limbo. A necrose vai
avancando até as folhas ficarem castanhas na macieira e castanhas escuras ou pretas na pereira,
podendo, no entanto, ficar agarradas a arvore durante muito tempo (EPPO, s/d).

Os frutos apresentam zonas infetadas com aspeto oleoso ou de gotas de agua.
Posteriormente adquirem um tom castanho que progride para preto e muitas vezes, apresentam
gotas pegajosas de exsudado bacteriano. Também os frutos permanecem agarrados a arvore
durante muito tempo.

Lesdes carateristicas castanho-avermelhadas sdo encontradas muitas vezes na zona dos
tecidos subcorticais. Na casca dos ramos, pernadas, ou mesmo do tronco desenvolvem-se cancros
de cor castanha a negra. O colo da planta e as raizes podem também ser afetados pela bactéria,
provocando rapidamente a morte da planta (Johnson, 2000; Aldwinckle, 2011).

Em condi¢cées de humidade elevada, aparecem exsudados bacterianos, esbranquicados ou
castanho-avermelhados, em todos os 6rgaos da planta (Figura 4) (Melgarejo et al., 2010). Estes
exsudados contém milhdes de bactérias pelo que sao importantes fatores de dispersdao da doenca
(Cambra et al., 2002). No que respeita a temperatura, Johnson (2000) refere que a temperatura
otima para o desenvolvimento da bactéria é de 27°C, no entanto a divisao celular pode ocorrer

entre os 5°C e os 31°C, o que corresponde a um amplo intervalo de temperatura.
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cedida pelo Prof. Joao Pedro Luz.

1.4 Bioecologia

Embora o ciclo da bactéria ainda ndo seja bem conhecido, sabe-se que ela pode sobreviver,
durante periodos variaveis de tempo, como endodfita ou epifita, dependendo dos fatores
climaticos (Thomson, 2000). O desenvolvimento dos sintomas de fogo bacteriano esta associado
ao desenvolvimento vegetativo da planta hospedeira, ou seja, o ciclo da doenca inicia-se na
primavera com a producao de inoculo primario e a infecao das flores, continua durante o verao
com a infecdo de raminhos e frutos, e termina no principio do outono com a formacao de cancros
(Figura 5). A bactéria permanece latente durante o periodo de repouso vegetativo da planta
hospedeira (Palacio-Bielsa & Cambra, 2009).

No inicio da primavera, quando as condicdoes climaticas sdo favoraveis, ocorre a
multiplicacdo da bactéria e forma-se o inoculo primario. Este vai dar origem as primeiras
infecdes do periodo vegetativo, surgindo a infecdo primaria. Estas células podem ter origem nos
exsudados dos cancros que se formaram no ano anterior (Aldwinckle, 2011) ou em bactérias que
permanecem nos tecidos das plantas (Van der Zwet et al., 1988, cit. Palacio-Bielsa et al., 2009).
E consensual para diversos autores, que os cancros formados no final do ciclo vegetativo anterior
sdo os principais responsaveis pela producdo de indculo primario. As bactérias nao hibernam nos

tecidos necrosados dos cancros mas sim nos tecidos adjacentes que aparentam estar saos.
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Figura 4. Exsudados bacterianos. Foto gentilmente cedida pelo Eng. Bruno Fernandes.

As bactérias que se multiplicam no inicio da primavera podem ser disseminadas a curta
distancia pela chuva, vento, insetos, maquinas ou objetos de poda (Melgarejo, 2010), assim
como a longa distancia através do transporte de material vegetal infetado e aves migratorias.
Apos atingir os tecidos do potencial hospedeiro, nomeadamente as flores e os jovens raminhos, e
em condicoes de elevada humidade, a bactéria penetra nos tecidos através das aberturas
naturais como estomas e feridas provocadas pela queda das pétalas ou por feridas causadas por
diversos agentes externos, nomeadamente feridas provocadas pelo granizo, picaduras de insetos
e poda, por exemplo. Quando as condicdes climaticas sao favoraveis e o hospedeiro apresenta
sensibilidade, a bactéria multiplica-se rapidamente e a infecdo avanca no sentido descendente
invadindo peddnculos, ramos, raminhos jovens ou frutos imaturos. Os tecidos afetados, que
inicialmente parecem humedecidos, tornam-se avermelhados ou acastanhados e acabam por
necrosar (Thomson, 2000; Ordax, 2008; Palacio-Bielsa & Cambra, 2009; Montesinos, 2011).

Depois de originadas as infecdes primarias, produz-se grande quantidade de inoculo
secundario. As principais fontes de inoculo secundario sdo os exsudados formados nos rebentos,
folhas, frutos ou ramos e podem ser produzidos durante a primavera, verao e outono. As infecoes
secundarias sdao habitualmente mais numerosas do que as infecées primarias e podem causar
maiores prejuizos nas plantas. O inéculo secundario pode ser disseminado pelos agentes bioticos
e abioticos atras mencionados (Thomson, 2000; Ordax, 2008; Palacio-Bielsa & Cambra, 2009).

Com a chegada do outono, inicia-se a paragem do ciclo vegetativo. A multiplicacao da
bactéria diminui ou cessa e instala-se nos tecidos lenhificados produzindo entao os cancros nos
ramos e nos troncos, acompanhados da necrose dos tecidos. No inicio do inverno, a bactéria para
0 seu crescimento e fica alojada nos cancros dos ramos e troncos, podendo originar novas
infecGes na primavera seguinte (Cambra et al., 2002; Ordax, 2008; Palacio-Bielsa & Cambra,
2009).

Os ladrées que emergem da raiz e do tronco sendo muito sensiveis as infecoes bacterianas,
sdo importantes veiculos de transmissdo da bactéria ao tronco e ao sistema radicular provocando

rapidamente a morte da planta (Evans et al., 2008; Aldwinckle, 2011).
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De acordo com Cambra et al. (2002), a principal via de dispersao da doenca a longa
distancia é a introducdo de material vegetal contaminado, nomeadamente através da plantacao
de fruteiras e plantas ornamentais, assim como a utilizacdo de material vegetal para enxertia,
proveniente de zonas afetadas pelo fogo bacteriano. Uma vez instalado o primeiro foco numa
nova zona, os insetos, especialmente os polinizadores, a chuva, o vento, a rega por aspersao, os
instrumentos de poda e outros utensilios, a maquinaria e até o proprio agricultor, disseminam a

bactéria com facilidade entre arvores e parcelas proximas.

Indculo primario (as células bacterianas
movem-se dos cancros para as flores,
transportadas pela chuva e/ou insetos).

&5 3
i lr
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epifita. Q

) Cancros de hibernacao.

A bactéria multiplica-se na
superficie floral e é
disseminado nas flores pelas

abelhas e pela chuva.

Infecao secundaria
(raminhos, frutos e
porta-enxertos).
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Infecdo das flores
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Figura 5. Ciclo bioldgico do fogo bacteriano, causado por Erwinia amylovora, em macieira e pereira. (traduzido e
adaptado de Johnson, 2000).

A formacdo de cancros esta dependente da espécie hospedeira, da cultivar, das condicoes
ambientais e da idade e estado nutricional da planta. As arvores jovens e vigorosas sdo mais
suscetiveis ao fogo bacteriano do que as mais velhas ou com menores crescimentos. Assim, as
arvores adubadas com excesso de fertilizantes azotados crescem mais rapidamente e tornam-se
mais suscetiveis as infecdes face as que tém um balanco nutricional mais equilibrado. A taxa de
formacao e de expansao dos cancros também pode ser atribuida a elevados teores de agua no
solo. Este excesso pode ser devido a regas excessivas ou frequentes ou ainda a ma drenagem dos
solos (Johnson, 2000).
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1.5 Meios de luta

Uma vez que nao existem meios de luta totalmente eficazes contra o fogo bacteriano, o seu
combate deve ser efetuado com base numa estratégia integrada que assenta ndo so, em medidas
que visam reduzir o indculo, mas também evitar o estabelecimento da bactéria no hospedeiro, e
ainda diminuir a suscetibilidade deste a infecao (Cambra et al., 2002; Norelli et al., 2003).

Durante o ultimo século, as estratégias de luta focalizaram-se na utilizacdo de
tratamentos antimicrobianos e clpricos com o propdsito de prevenir a infecdo ou reduzir o
inoculo. Nos ultimos anos, tém sido realizados estudos no sentido de aumentar a resisténcia dos
hospedeiros através de meios quimicos e genéticos (Norelli et al., 2003).

A estratégia integrada de combate consiste em utilizar todas as ferramentas disponiveis e
que incluem tanto os sistemas de previsao (predicao) de risco como as medidas de luta baseadas

na prevencao e na convivéncia com a doenca (Montesinos et al., 2009; Montesinos, 2011).

1.5.1 Luta cultural

A adocdo de medidas preventivas para evitar a introducao da doenca torna-se indispensavel.
Uma destas medidas consiste na utilizacdo de material vegetal isento da bactéria. Assim, nao
podem ser introduzidas plantas ou qualquer material vegetal (para enxertia ou porta-enxertos)
proveniente de zonas ou paises onde a doenca esta presente, salvo se dispuserem de todas as
garantias sanitarias. Como consequéncia, a aquisicao de plantas que sdo potenciais hospedeiras
da doenca, deve ser efetuada em viveiros autorizados e as plantas devem fazer-se acompanhar
do respetivo passaporte fitossanitario com a mencdo ZP:b2 (Zona Protegida para o organismo
Erwinia amylovora) (DRAPC, 2012b). Caso sejam efetuadas plantacdes com material proveniente
de paises afetados pela doenca, mesmo sendo as plantas acompanhadas pelo passaporte
fitossanitario ZP:b2, devem realizar-se inspecdes periddicas durante a primavera, verdo e
outono. Esta necessidade prende-se com o facto de poderem ter sido introduzidas plantas
assintomaticas portadoras de bactérias endodfitas de Erwinia amylovora ou em que estas estejam
presentes num nivel abaixo do limite de detecdo das técnicas utilizadas na despistagem da
doenca.

Também o transporte de frutos maduros acarreta riscos, embora baixos, de disseminacao
de E. amylovora. Os estudos de Ordax et al. (2009), em frutos maduros de maca, demonstraram
que a bactéria pode adotar o estado “viavel mas nao cultivavel” (VBNC), durante pelo menos 35
dias, em condicoes de stresse semelhantes as utilizadas no transporte dos frutos para
comercializacao. Por este facto, a importacao de frutos provenientes de zonas infetadas também
nao deve ser descurada.

A colaboracdo dos agricultores nas inspecdes regulares é fundamental. A observacao de
qualquer sintoma suspeito deve ser comunicado de imediato as entidades oficiais para que sejam
tomadas as medidas de erradicacao dos focos iniciais da doenca. SO a detecao precoce do fogo
bacteriano permite adotar, rapidamente, as medidas de erradicacdo necessarias e impedir que a

doenca se instale (Cambra et al., 2002; Montesinos, 2011).
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Devem ser tomadas em consideracdo medidas de carater agronémico, especialmente, nas
zonas onde a doenca ja se instalou.

Algumas medidas eficazes para minimizar os surtos de fogo bacteriano sao a nao utilizacao
de cultivares e porta-enxertos sensiveis ou muito sensiveis (Anexos Il e IV) nas novas plantacoes
(Wilcox, 1994; Steiner, 2000; Ordax, 2008) e a nao plantacdo de espécies ornamentais
hospedeiras de E. amylovora junto de pomares (Evans et al., 2008; Ordax, 2008). As podas
drasticas devem ser evitadas porque estimulam a rebentacao excessiva e os crescimentos jovens
sdo mais sensiveis a instalacdo do inoculo (Wilcox, 1994). Durante o periodo de repouso
vegetativo devem ser removidos todos os tecidos afetados incluindo os cancros (Evans et al.,
2008). Também ao longo do ciclo vegetativo devem ser retirados todos os orgdos da planta que
apresentem sintomas da doenca (Steiner, 2000). O periodo critico corresponde a época de
floracdo primaveril, no entanto deve ser dada atencao similar as floracoes tardias (Evans et al.,
2008; Ordax, 2008). Os ramos ladrdes, sendo muito sensiveis a doenca, sdo veiculos importantes
para a formacao de cancros no tronco e nos porta-enxertos pelo que devem ser retirados
(Aldwinckle, 2011). De acordo com Montesinos (2011), a poda devera ser realizada durante o
periodo de repouso vegetativo. Durante o ciclo vegetativo a poda em verde devera ser evitada,
s6 sendo aconselhavel a poda fitossanitaria durante este periodo. O material proveniente da
poda de arvores contaminadas deve ser queimado no proprio local para evitar a propagacao do
inoculo. Em situacdo de infecdo generalizada por toda a planta, esta deve ser arrancada e
queimada (Fatmi, 2011). Para obviar a propagacao da doenca, o material de poda deve ser
desinfetado entre cada corte, com uma solucdao alcodlica ou de hipoclorito de sodio,
especialmente durante o periodo de atividade vegetativa das plantas (Steiner, 2000; Evans et
al., 2008). As fertilizacoes devem ser equilibradas, especialmente a azotada, pois o excesso de
azoto promove a rebentacdo jovem que é mais suscetivel ao fogo bacteriano (Johnson, 2000;
Evans et al., 2008). A expansdo dos cancros bacterianos também pode ser incrementada por
elevados teores de humidade no solo, quer devido a regas excessivas ou frequentes, quer devido
a ma drenagem do solo (Johnson, 2000). Outra medida para evitar a dispersao da bactéria
prende-se com o combate aos insetos vetores como afidios, cigarrinhas e psilas (Wilcox, 1994;
Johnson, 2000; Evans et al., 2008).

1.5.2 Sistemas de previsao

A informacao disponibilizada pelos sistemas de previsao de risco de fogo bacteriano, contribui
para a realizacdo de tratamentos nos momentos mais oportunos, isto €, quando os riscos de
desenvolvimento da doenca sao mais elevados (Billing, 2000), para programar as datas para as
inspecoes, colheita de amostras e de poda (Johnson, 2000) e ainda delimitar as areas com
maiores riscos de contagio (Montesinos et al., 2009). De facto, o risco de infecao nao é uniforme
ao longo do ciclo cultural, pois depende, fundamentalmente, da combinacao dos seguintes

fatores: da quantidade de inoculo e da viruléncia do agente patogénico, da sensibilidade do
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hospedeiro e das condicoes climaticas, nomeadamente da temperatura e disponibilidade de
agua, quer seja proveniente da chuva ou orvalho (Montesinos et al., 2009).

Os primeiros modelos de previsao que surgiram eram mais simples do que os atuais, pois
previam o risco de infecao em funcdo do limiar térmico de 18°C (modelos de Powell y Mills) ou
entre 14,5°C e 16,5°C (modelo de Thomson) durante a floracao, conjuntamente com a humidade
relativa elevada ou chuva (Billing, 2000; Montesinos et al., 2009). Posteriormente, foram
desenvolvidos modelos mais complexos que, para além dos parametros climaticos, incluem a
atividade dos insetos como agentes dispersores da doenca. Salienta-se o Sistema de Billing
Original (BOS), o Sistema de Billing Corrigido (Revised) (BRS) e o Sistema de Billing Integrado
(BIS95 e BIS98), em que a partir dos parametros climaticos de temperatura e humidade e dados
fenoldgicos, permitem determinar, ndo so6 o inicio das infecdes, como também o periodo de
incubacao e, consequentemente, o momento de aparecimento dos sintomas (Billing, 2000). O
modelo Parefeu integrou o potencial de risco associado as condicoes climaticas ao potencial de
indculo. Este é obtido através dos dados historicos do local (Montesinos et al., 2009).

Atualmente, os modelos de previsao mais utilizados sao os designados por Maryblyt e
Cougarblight (Carter, 2010).

O modelo Maryblyt foi o primeiro modelo totalmente informatizado. A partir de dados
relativos a temperaturas maximas e minimas diarias, chuva ou orvalho, tipo de fruteira e dados
fenologicos, sao calculados os graus-dia (GD) e os graus-hora (GH). Entram em funcionamento
trés subsistemas com diferentes limiares, a partir dos quais se determina a percentagem de
flores suscetiveis de serem infetadas, a percentagem de flores infetadas pela bactéria e o
desenvolvimento dos sintomas depois de iniciadas as infecoes. A evolucao dos sintomas em ramos
e cancros também pode ser determinada por este modelo. O modelo Maryblyt permite entao
determinar os momentos de infecdo e de desenvolvimento das varias fases da doenga,
pressupondo, no entanto, a existéncia do indculo na zona em causa (Montesinos, 2011).

0 modelo Cougarblight prevé o risco de infecao bacteriana mas nao o seu desenvolvimento
nao determinando assim o aparecimento dos sintomas. O modelo baseia-se no pressuposto de
que a bactéria sobrevive nas flores, durante trés a cinco dias. Utiliza na sua funcao os valores de
temperatura, precipitacdo e humidade para o periodo de floracdo. Este modelo introduz ainda
diferentes niveis para o potencial de in6culo. Com base nos valores de temperatura obtém-se os
valores de graus-dia (GD) e os graus-hora (GH) dos ultimos quatro dias (96 horas). Caso ocorra
chuva ou humidade elevada num periodo superior a trés horas, em funcao destes parametros
climaticos e do potencial de indculo, estabelece-se o risco de infecdo classificando-o em baixo,

moderado, alto e extremo (Montesinos et al., 2009).

1.5.3 Luta quimica

A luta quimica, como medida de contencdo do desenvolvimento bacteriano, consiste na
aplicacao de produtos de caracter bacteriostatico ou bactericida (cobre e antibioticos) e outros
que estimulam os mecanismos de defesa das plantas (Ordax, 2008). Dado que se dispoe de um

numero muito limitado destes produtos, a aplicacdo mostra-se, geralmente, pouco eficaz
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(Montesinos et al., 2009). Para além disso, a maioria dos produtos disponiveis mostra uma débil
penetracao nos tecidos vegetais, ndo atuando a nivel sistémico, pelo que apenas podem evitar o
estabelecimento e penetracdo da bactéria na planta (Donat, 2004).

Os produtos cupricos baseiam-se na libertacao controlada do iao cobre (Montesinos, 2011).
Os exsudados bacterianos contém compostos capazes de solubilizar o cobre, causando a morte
celular ou a inibicdo de algumas atividades biologicas na célula, no entanto nao deverado ser
usados apos a ponta verde uma vez que podem provocar sintomas de fitoxicidade prejudicando
folhas e frutos (Psallidas & Tsiantos, 2000; Ordax, 2008; DGADR et al., 2011). Os estudos de
Ordax et al. (2006) mostram que o cobre pode induzir o estado “viavel mas nao cultivavel”
(VBNC) da bactéria. Este estado pode ser uma estratégia de sobrevivéncia do organismo face as
condicdes adversas provocadas pela presenca do cobre. Quando as condicées adversas
desaparecem, as células VBNC podem multiplicar-se, podendo infetar de novo o hospedeiro.

Os antibioticos sdao os produtos que tém apresentado melhores resultados no combate
quimico ao fogo bacteriano, especialmente a estreptomicina (Psallidas & Tsiantos, 2000). No
entanto, a sua utilizacdo esta proibida na Unido Europeia, consequéncia da possibilidade de
transferéncia de resisténcias a bactérias patogénicas que infetam o homem e os animais
(Psallidas & Tsiantos, 2000; Ordax, 2008). Na Suica, onde o agente patogénico é considerado
como nao podendo ser erradicado, a utilizacdo da estreptomicina € autorizada para o combate
ao fogo bacteriano em situacoes pontuais (Holliger, 2012). Nos EUA, onde a aplicacao de
antibioticos é permitida e a estreptomicina apresenta problemas de resisténcia, os estudos com
antibidticos alternativos a esta substancia continuam a ser realizados (Agaskaveg et al., 2011).

Existem outro tipo de compostos quimicos que, nao apresentando acdo inibitdria direta
sobre a bactéria, possuem atividade contra o fogo bacteriano. Salienta-se o fosetil-aluminio e a
prohexadiona-calcio (Montesinos et al., 2009). O fosetil-aluminio tem demostrado bons
resultados em determinadas concentracoes e condicées, mas os resultados de campo tém
mostrado alguma falta de consisténcia (Ordax, 2008). A prohexadiona-calcio é um regulador de
crescimento utilizado para controlar o vigor em plantas de macieira e pereira e apresenta uma
eficacia moderada no combate ao fogo bacteriano (Montesinos et al., 2009). A prohexadiona-
calcio ndo tem atividade antimicrobiana contra Erwinia amylovora, no entanto, ao reduzir o
vigor das plantas através das giberelinas de sintese, aumenta a resisténcia do hospedeiro a
doenca (Norelli et al., 2003). Aplicacdes de prohexadiona-calcio em arvores jovens, com 2 a 5
anos de idade, podera trazer inconvenientes graves porque pode comprometer o
desenvolvimento das plantas e consequentemente a instalacao do pomar (Norelli et al., 2003;
Ordax, 2008).

Em Portugal, nao existem produtos fitofarmacéuticos autorizados para combate a doenca
(DGADR et al., 2011). Contudo, foram recentemente concedidas autorizacées de uso, ao abrigo
do artigo n.° 51 do Regulamento (CE) n.° 1107/2009, “Usos Menores”, aos produtos com base em
prohexadiona-calcio e fosetil-aluminio. Os produtos cupricos (oxicloreto de cobre), homologados
e autorizados para as pomoideas, também podem ser aplicados para reducdo do indculo, ao
abrigo do mesmo Regulamento (DGADR, 2012; DRAPC, 2012a).
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1.5.4 Luta biolégica

Os métodos de luta bioldgica sdo complementares aos métodos de luta quimica e baseiam-se no
uso de bactérias antagonistas ou competidores de Erwinia amylovora (Johnson & Stockwell,
2000). A maioria destas bactérias sao associadas a plantas, como Pantoea agglomerans (Ewing &
Fife) Gavini et al. [=E. herbicola (Lohnis) Dye] ou Pseudomonas fluorescens (Flugge) Migula e
ainda Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn (Donat, 2004; Bonaterra et al., 2007; Montesinos et al.,
2009). A aplicacao destes microrganismos mostra-se mais eficaz durante a floracao uma vez que
a sua atividade se baseia em impedir a infecao e colonizacao das flores por E. amylovora. No
entanto, a sua eficacia estd muito dependente das condicées ambientais (Bonaterra et al.,
2007). Quando as condicbes sao favoraveis, varios microrganismos podem colonizar pereiras,
macieiras e outras plantas hospedeiras e diminuir o indculo de E. amylovora, mas se as condicoes
nao sao as ideais, nao atingem a concentracao necessaria para exercerem a luta bioldgica
expectavel. Um acentuado declinio na populacdo de muitos agentes de luta bioldgica, ja foi
observado em ensaios de campo quando as condicdes ambientais sdo desfavoraveis. Esta situacao
pode ser devida ao facto de a superficie foliar ser transitoriamente inadequada para o
crescimento bacteriano, devido as mudancas bruscas de disponibilidades de agua, temperatura,
radiacao UV e nutrientes, a que estao sujeitas. Tem-se procurado resolver estes problemas,
designadamente, através da utilizacdo de procedimentos de osmoadaptacdo e formulacdes
adequadas para o produto, assim como com o recurso a utilizacdo de misturas de estirpes com
efeito sinérgico. Em Portugal, foi concedida autorizacdo extraordinaria, para a utilizacdo do
fungo Aureobasidim pullulans (de Bary) G. Arnaud, estirpes DSM 14940 e DSM 14941, para ser
aplicado durante a floracao (Nunes & Martins, 2012; Selectis, s/d) e autorizacao, ao abrigo do
reconhecimento mutuo, para a utilizacdo de B. subtilis na luta contra o fogo bacteriano (DGADR,
2012).

1.5.5 Luta biotécnica

A nivel da luta biotécnica, tém sido testados metabolitos produzidos por microrganismos
antagonistas de E. amylovora, extratos de plantas ou péptidos antimicrobianos (Montesinos et
al., 2009). Babosa et al. (2007) descreveram péptidos antimicrobianos sintéticos
(undecapéptidos lineares) que possuem eficacia semelhante a da estreptomicina na luta contra o
fogo bacteriano, em condicées de ambiente controlado. Em Portugal, foi concedida autorizacao
extraordinaria para a utilizacdao do produto a base de um polissacarido (laminarina), para ser
aplicado desde o botéo verde até a queda das pétalas (Nunes & Martins, 2012; Selectis, s/d).
Também tém sido realizados estudos de termoterapia em material vegetal destinado a
propagacao vegetativa (Montesinos et al., 2009). Em plantas sujeitas a 45°C durante 1 hora,
diminui significativamente a populacdao bacteriana nao sendo afetado o abrolhamento do
material vegetal. Temperaturas de 45°C durante 70 minutos ou 50°C durante 50 minutos sao
suficientes para destruir as culturas bacterianas, apesar de terem sido notadas algumas variacoes
entre isolados (Paulin, 2000). Contudo, a termoterapia continua a ter um carater experimental,

pois carece de mais estudos sobre o efeito da temperatura na viabilidade do material vegetal.
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1.5.6 Luta genética

0 melhoramento genético para o fogo bacteriano iniciou-se com a procura de cultivares
naturalmente resistentes a doenca, no entanto observou-se que, a suscetibilidade nao é apenas
conferida pelo gendtipo mas também pelas condicoes ambientais e pelas praticas culturais
(Ordax, 2008). Uma vez que tem sido impossivel obter cultivares com genes resistentes a doenca
pelo método tradicional, a engenharia genética parece ser uma alternativa atrativa nesta
matéria (Norelli & Aldwinckle, 2000).

Face a crescente severidade de fogo bacteriano em macieiras instaladas em porta-
enxertos M9 e M26, tornou-se prioritario o desenvolvimento de estudos para obtencdo de porta-
enxertos resistentes ao fogo bacteriano (Norelli et al., 2003). Estes estudos conduziram a
obtencao, pela Universidade de Cornell (EUA), dos porta-enxertos Geneva resistentes a doenca.
De acordo com Aldwinckle (2011), os porta-enxertos Geneva, para além de mostrarem
resisténcia ao fogo bacteriano, conferem uma eficiéncia produtiva cumulativa igual ou superior

ao M9, especialmente o Geneva 41 e o Geneva 935.

2 Erwinia amylovora

2.1 Carateristicas culturais e bioquimicas

0 género Erwinia, designacao atribuida em memodria do fitopatologista Erwin F. Smith (Campbell,
1983), foi inicialmente criado para agrupar as enterobactérias associadas as plantas que sdo
bacilos Gram-negativos, moveis e ndo formadores de esporos (Lopez et al., 2009). Esta definicdo
levou a um agrupamento artificial dos microrganismos em trés grupos: o grupo amylovora para os
organismos que causavam emurchecimento e necroses; o grupo carotovora para os causadores de
podridoes radiculares e o grupo herbicola para as bactérias saprofitas (Paulin, 2000). Esta
heterogeneidade de espécies conduziu a varias reclassificacbes do género Erwinia. Com os
avancos das técnicas moleculares, as espécies do género Erwinia, tendo por base a comparacao
da sequéncia do DNA ribossomico 16S, foram agrupadas em quatro grupos filogenéticos (Paulin,
2000; Ordax, 2008; Lopez et al., 2009). De acordo com os mesmos autores, o grupo | representa
as verdadeiras erwinias e compreende as espécies E. amylovora, E. persicina Hao et al., E. psidii
Rodrigues Neto et al., E. rhapontici (Millard) Burkholder e E. tracheiphila (Smith) Bergey et al.
que provocam murchiddao e necroses nas plantas ou podem ser epifitas. O grupo Il inclui as
espécies que provocam podriddes num grande leque de hospedeiros devido a sua atividade
pectolitica e inclui as espécies do género Pectobacterium como P. cacticida (Alcorn et al.)
Hauben et al., P. carotovorum (Jones) Waldee, P. chrysanthemi (Burkholder et al.) Brenner et
al. [atualmente Dickeya chrysanthemi (Burkholder et al.) Samson et al.] e P. cypripedii (Hori)
Hauben et al. O grupo Il inclui varias espécies que provocam cancros e exsudados em plantas

lenhosas, englobando as espécies do género Brenneria como B. alni (Surico et al.) Hauben et al.,
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B. nigrifluens (Wilson et al.) Hauben et al., B. paradisiaca (Fernandez-Borrero & Lopez-Duque)
Hauben et al. [atualmente Dickeya paradisiaca (Fernandez-Borrero & Lopez-Duque) Samson et
al.], B. quercina (Hildebrand & Schroth) Hauben et al., B. rubrifaciens (Wilson et al.) Hauben et
al. e B. salicis (Day) Hauben et al. Finalmente, o grupo IV abarca espécies saprofitas ou
patogénicas que sao frequentemente oportunistas de plantas, animais ou do homem e contém a
espécie Pantoea agglomerans (Ewing & Fife) Gavini et al., P. ananatis (Serrano) Mergaert et al. e
P. stewartii (Smith) Mergaert et al.

As células de E. amylovora tém aproximadamente 0,3 pym x 1-3 pum, sdo anaerobias
facultativas e estdo rodeadas de uma capsula visivel ao microscopio otico (Paulin, 2000). Sao
moveis por meio de dois a sete flagelos peritriciais. A mobilidade celular é mais intensa quando o
pH do meio varia de 6 a 9 e quando as células crescem a temperaturas entre os 18-25°C
decrescendo fortemente quando as temperaturas se elevam para valores acima dos 30°C
(Raymundo & Ries, 1980a). A mobilidade da bactéria estd associada a uma quimiotaxia
especifica, que depende das condicdes de temperatura e de pH, indicando Raymundo & Ries
(1980b) os valores 6timos de 20-28°C para a temperatura e 6-8 para o pH. A mobilidade celular
facilita as infecoes na superficie da planta, no entanto as células perdem a mobilidade quando
atingem o apoplasto. Simultaneamente, aumenta a atividade dos genes que provocam
patogenicidade (genes hrp) na planta (Cesbron et al., 2006) existindo uma relacao inversa entre
a mobilidade e a viruléncia.

A E. amylovora possui uma capsula de exopolissacaridos composta por galactose, glucose,
manose e acido uroénico (Paulin, 2000; Lopez et al., 2009) que poderao estar relacionados com a
patogenicidade (Donat, 2004). A fracao lipidica dos lipopolissacaridos (LPS) da membrana
externa é similar a das restantes Enterobacteriaceae, ao contrario da fracdo de hidratos de
carbono que apresenta algumas diferencas (Ray et al., 1986). Podem ocorrer pequenas
diferencas entre isolados patogénicos e nao patogénicos de E. amylovora.

A E. amylovora apresenta uma série de carateristicas, quer culturais quer fisiologicas, que
permitem diferencia-la de outras espécies de Erwinia (Paulin, 2000). Dessas carateristicas
destaca-se o crescimento anaerobio débil, a formacdo de coldénias levaniformes quando
cultivadas em agar nutritivo com sacarose, a auséncia de crescimento a 36°C, a producdo de
substancias redutoras da sacarose, a producao de acidos a partir de compostos organicos (ribose,
trealose, arabinose, sorbitol, frutose, glucose, galactose e sacarose), a utilizacao de citrato,
lactato e formato, mas nao de tartarato, galacturonato e malonato. A E. amylovora requer acido
nicotinico para crescimento em meio minimo. Uma vez que esta exigéncia ndo é comum a todas
as espécies de Erwinia, foi proposto este teste bioquimico para a sua caraterizacao (Holt et al.,
1994).

Na Tabela 1 apresentam-se as carateristicas culturais, fisiolégicas e bioquimicas de E.
amylovora referidas por Holt et al. (1994).

Kim et al. (1999) descreveram uma nova espécie, E. pyrifoliae Kim et al., que causa
necroses e sintomas similares ao fogo bacteriano, em pereira japonesa (nashi), mas apresenta
carateristicas diferentes de E. amylovora quer sob o ponto de vista genotipico quer fenotipico.
Em abril de 1999, em Espanha foi isolada uma bactéria que provocava sintomas, nas plantas,

semelhantes aos provocados por E. amylovora, nomeadamente nos botoes florais, no entanto
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estes nao progrediam para outras partes da planta. A bactéria foi isolada em pomares de pereira
e uma vez que apresentava carateristicas diferentes de E. amylovora, Rosello et al. (2006) e
Lopez et al. (2011) propuseram classificar esta bactéria como pertencente a uma nova espécie

atribuindo-lhe a designacao de E. piriflorinigrans Lopez et al.

Tabela 1. Carateristicas culturais, fisioldgicas e bioquimicas de Erwinia amylovora e producado de acidos a partir de
acidos organicos (adaptado de Holt et al., 1994).

Producao de acido a partir de

Carateristicas compostos organicos
Mobilidade + D-adonitol -
Crescimento anaerobio débil L-arabinose débil
Producao de pigmentos - Celobiose -
Producao de levana + Dextrina -
Crescimento a 36°C - Dulcitol -
H,S a partir de cisteina - Esculina -
Substancias redutoras da sacarose + Frutose
Producéo de acetoina + D-galactose
Producao de urease - D-glucose
Degradacao de pectato - a-metil-D-glucdsido -
Oxidacao de gluconato - Glicerol -
Gas a partir de D-glucose - Mio-inositol -
Hidrolise da caseina - Inulina -
Liquefacao da gelatina + Lactose -
Fenilalanina desaminase - Maltose -
Producao de indol - D-manitol -
Reducao de nitratos - D-manose -
Melicitose -
Melibiose -
Rafinose -
L-ramnose -
Ribose +
Salicina -
D-sorbitol débil
Amido -
Sacarose
Trealose +
D-xilose -

+: positivo para > 80% dos isolados; -: positivo para < 20 % dos isolados; débil: positivo para 21 a 79 % dos isolados
estudados.

A morfologia das colénias de E. amylovora depende da composicao do meio de cultura bem
como das condicdes de crescimento. Os meios de cultura mais utilizados para o isolamento e
diagnostico do fogo bacteriano sdo: King B, NSA, MS, CCT e MM,Cu (Paulin, 2000). Na Tabela 2
descrevem-se as carateristicas culturais que as colonias apresentam em cada um destes meios de
cultura. Por vezes podem-se observar, em certos meios de cultura, coldnias tipicas e atipicas do
mesmo isolamento, sendo cada tipo capaz de dar lugar ao outro. Esta variabilidade de
morfologia das coldnias pode obter-se, tanto através do isolamento direto proveniente das
lesdes, como a partir de suspensdes bacterianas provenientes de um dos tipos de colonia. Este

fendmeno nao parece estar relacionado com diferencas fisioldgicas ou patogénicas.
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No que se refere as propriedades serologicas, Ordax (2008) refere ter sido demonstrado
que E. amylovora possui varios determinantes antigénicos: o LPS, com e sem cadeia lateral; o
antigénio termoestavel GAl, polissacarido comum a todas as bactérias do grupo amylovora; o
antigénio TV, provavelmente pertencente aos exopolissacaridos capsulares e presente apenas em
isolados patogénicos e ainda o antigénio GAJ detetado no material mucoso extracelular em
culturas puras.

De acordo com Lopez et al. (2009), ndo foi encontrada relacao entre as carateristicas
serologicas e a patogenicidade. Os estudos com anticorpos monoclonais demonstraram existir

uma elevada homogeneidade seroldgica de E. amylovora.

Tabela 2. Carateristicas das colonias de Erwinia amylovora nos meios de cultura habitualmente usados para o isolamento
(adaptado de Paulin, 2000).

Meio de cultura  Tipo de meio Morfologia da colonia Referéncia
NSA Nao seletivo Circular, domada, mucoide e de cor creme Billing et al. (1961)
King B Nao seletivo Circular, mucoide e de cor esbranquicada King et al. (1954)
CCT Semisseletivo Circular, domada com bordo brilhante e de cor violeta claro Ishimaru & Klos (1984)
MS Semisseletivo Circular, domada e de cor vermelho-alaranjado Miller & Schroth (1972)
MMCu Semisseletivo Circular, mucoide e amarela Bereswill et al. (1998)

2.2 Carateristicas moleculares

2.2.1 Fatores de viruléncia

Os estudos efetuados em Erwinia amylovora, respeitantes a sua patogenicidade, permitiram
identificar quatro fatores essenciais:

e genes hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity);

e genes dsp (disease specific protein);

o sideroforos, pertencentes a classe das deferoxaminas (DFO);

e polissacaridos extracelulares ou exopolissacaridos (EPS).

Os genes hrp agrupam-se numa regiao cromossomica de 40 kb que parece ser uma ilha de
patogenicidade (Lopez et al., 2009). Os estudos dos genes hrp indicam que eles codificam trés
tipos diferentes de proteinas conforme a sua funcdo: reguladora, secretora e excretora. As
proteinas reguladoras, onde se destaca o fator de transcricao hrpL, controlam a expressdao dos
outros genes hrp, em resposta a fatores ambientais (Cabrefiga, 2004). As proteinas secretoras
sdo componentes estruturais de um sistema de secrecao tipo lll, que transporta proteinas para o
exterior da célula bacteriana e as injeta nas células vegetais (Kim et al., 2000). As proteinas
excretadas sdo transportadas para o exterior da célula bacteriana através da estrutura atras
mencionada. Destas proteinas, destaca-se a harpina (hrpN) que pode induzir resisténcia

sistémica as plantas contra o agente patogénico, induzir repeléncia a insetos e promover o
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crescimento das plantas, o que abre a possibilidade de utilizar a harpina em agricultura (Kim et
al., 2000).

Os genes dsp sao necessarios para o aparecimento dos sintomas da doenca mas ndo para a
reacao de hipersensibilidade (HR) (Bogdanove et al., 2000).

A E. amylovora produz siderdforos pertencentes a classe das deferoxaminas (DFO). Estes
compostos sao agentes quelantes e transportadores de ferro que permitem ao agente patogénico
superar as condicoes de baixas concentracoes deste elemento no hospedeiro. Por outro lado,
atuam também sobre os compostos oxigenados muito reativos e toxicos que se formam durante a
fase inicial da infecao (Expert et al., 2000).

A E. amylovora produz trés tipos de exopolissacaridos (EPS): amilovorana, levana e
glucana, este Ultimo minoritario e pouco estudado (Ordax, 2008). Os EPS, formando a capsula,
protegem a célula bacteriana das reacdes defensivas da planta (Lopez et al., 2009), sdo
essenciais para a patogenicidade, pois realizam uma série de funcdes chave fundamentais no
inicio da infecdo e na disseminacdo do fogo bacteriano. O papel fundamental dos EPS na
patogenicidade de E. amylovora foi comprovado pela observacao de mutantes. Os mutantes que
sdo incapazes de sintetizar amilovorana ndo sdo patogénicos e os que ndo produzem levana sao
afetados na viruléncia (Geider, 2000). O EPS mais estudado é a amilovorana e parece estar
implicado na reacao de hipersensibilidade induzida pela harpina (Cabrefiga, 2004).

A viruléncia da bactéria nao pode ser apenas explicada pelos niveis de viruléncia da
expressao genética pois existem interacoes especificas entre o gendtipo do hospedeiro estudado

(macieira) e diferentes estirpes de E. amylovora (Wang et al., 2010).

2.2.2 Suscetibilidade a antibioticos

Geralmente, a Erwinia amylovora é suscetivel aos antibioticos (Lopez et al., 2009), sendo a
estreptomicina o antibiotico mais utilizado no combate a doenca. A estreptomicina é um
aminoglucdsido que, unindo-se ao ribossoma bacteriano, impede a sintese de proteinas (Donat,
2004). Contudo, fruto das aplicacbes sucessivas deste antibidtico, tém surgido isolados
bacterianos resistentes a estreptomicina em todos os paises onde a sua aplicagdo é permitida
(Jones & Schnabel, 2000). A resisténcia da bactéria aos antibioticos é devida a mutacoes
cromossomicas que alteram a afinidade dos ribossomas a estreptomicina ou a aquisicdo de

plasmideos que codificam a sintese de enzimas capazes de inativar o efeito do antibiotico.

2.2.3 Carateristicas genéticas

Numerosos estudos tém mostrado existir uma grande homogeneidade entre os isolados de
Erwinia amylovora no que respeita aos hospedeiros, diversidade genética e patogenicidade. No
entanto, tém sido detetadas pequenas diferencas na viruléncia, morfologia e serologia das

bactérias, relacionadas com a origem das colénias (Cabrefiga, 2004). Os estudos recentes,
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baseados nas técnicas moleculares, tém revelado alguma heterogeneidade nas carateristicas
moleculares que permitem distinguir varios grupos (Lopez et al., 2009).

Em E. amylovora tém sido descritos varios plasmideos de tamanho variavel que oscilam
entre os 60 kb e os 3 kb. Contudo, o mais frequente é o plasmideo pEA29 de 29 kb que parece
estar relacionado com a patogenicidade da bactéria e com a biossintese de tiamina (Donat,
2004). Aos plasmideos de 8,7 kb e 34 kb tem sido atribuida a resisténcia a estreptomicina e ao
plasmideo de 2,8 kb a resisténcia a ampilicina (Llop et al., 2011). Posteriormente foi descoberto
um novo plasmideo, com 65,8 kb, designado por pEI70. Este plasmideo foi identificado em
isolados bacterianos de varios paises europeus mas ndo em isolados bacterianos de outros
continentes. Uma vez que, nos isolados bacterianos provenientes da América do Norte nao foi
detetado o plasmideo pEI70, tal leva os autores a crer que este plasmideo tera sido introduzido
em E. amylovora apenas quando a doenca surgiu no continente europeu. O plasmideo pEI70
parece fornecer algumas carateristicas que compensam a falta do pEA29, pois as estirpes que
contém o pEI70 tém o mesmo nivel de agressividade que as estirpes que contém o pEA29.

Atualmente ja foi sequenciado o genoma da estirpe americana Ea273 (ATCC 49946), com
3,8 Mb (Sebaihia et al., 2010). Também o genoma da estirpe CFBP 1430, de origem europeia, foi
sequenciado e comparado com o da estirpe Ea273, assim como com o genoma das espécies E.
pyrifoliae e E. tasmaniensis (Smits et al., 2010). Espera-se que o conhecimento do genoma da
bactéria contribua, num futuro préximo, para a obtencdo de estratégias mais eficazes de

combate ao fogo bacteriano.

2.3 Métodos de diagnéstico e de identificacdo de Erwinia

amylovora

O diagnostico do fogo bacteriano envolve, ndo s6 o reconhecimento dos sintomas carateristicos
da doenca, mas também o isolamento da bactéria e a sua identificacdo. Tal necessidade prende-
se com o facto de os sintomas causados por Erwinia amylovora se confundirem, em alguns casos,
com os sintomas provocados por outras doencas, nomeadamente os ocasionados pela bactéria
Pseudomonas syringae pv. syringae Van Hall ou ainda com alteracdes fisiologicas da planta
hospedeira (Ordax, 2008). Por este facto, o diagnostico realizado em laboratério é fundamental,
uma vez que, a partir do isolamento e da cultura pura da bactéria, se pode efetuar a sua
identificacdo através das carateristicas morfologicas, bioquimicas, serologicas, moleculares e
patogénicas. O diagnostico de E. amylovora é pois um método integrado (Lopez et al., 2009). Se
a identificacao precoce do agente causal de doenca no pomar é de extrema importancia para o
combate a doenca, a detecdo em material vegetal sem sintomas (plantas assintomaticas) nao é
menos relevante, ja que estas plantas nao apresentando os sintomas da doenca, podem albergar
a bactéria. Estas plantas assintomaticas podem disseminar a doenca logo que estejam reunidas
as condicdes ideais entre planta - agente patogénico - ambiente. Uma vez que E. amylovora é
considerado um organismo de quarentena pela legislacao da Unido Europeia e pela Organizacao

Europeia e Mediterranica de Protecdo de Plantas (EPPO), sao exigidas uma série de medidas
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fitossanitarias, nomeadamente analises a plantas com sintomas e plantas assintomaticas (Lopez
et al., 2009).

2.3.1 Isolamento

A norma PM 7/20 publicada pela EPPO (2004) regulamenta o protocolo de diagnostico para os
organismos de quarentena onde se inclui a bactéria responsavel pelo fogo bacteriano, Erwinia
amylovora. Esta norma tem como base os estudos realizados em laboratorios de varios paises
europeus, no ambito do Projeto da Comissao da Uniao Europeia - DIAGPRO, designado por SMT 4-
CT98-2252.

De acordo com o SMT PROJECT (2004), as amostras para diagnosticar o fogo bacteriano em
plantas com sintomas, devem ser obtidas, preferencialmente de flores, rebentos jovens, folhas,
frutos (com necroses e exsudado sempre que tal seja possivel) ou de tecido subcortical dos
cancros dos ramos ou dos troncos. As amostras devem ser processadas com a maior brevidade
possivel e até ao processamento devem ser conservadas entre 4-8°C. As amostras ainda poderao
ser guardadas no frio apos o processamento para eventuais verificacdes, mas durante poucas
semanas.

Do material vegetal afetado devem ser retirados pedacos da zona de transicao entre os
tecidos saos e os tecidos necrosados ou dos tecidos recentemente infetados. Estes devem ser
macerados, preferencialmente, em tampao antioxidante (Gorris et al., 1996). No entanto,
também pode ser usado tampao fosfatado salino (PBS) ou agua destilada esterilizada. Quando se
trata de exsudados, estes devem ser colocados diretamente no tampao ou na agua destilada
esterilizada.

Apesar de a bactéria crescer nos meios de cultura indicados no ponto 2.1, a norma PM
7/20 aconselha a inoculacao nos meios nao seletivos King B (King et al., 1954) e no agar nutritivo
com sacarose a 5% (NSA) (Billing et al., 1961) e no meio semisseletivo CCT (Ishimaru & Klos,
1984). E aconselhdvel o uso dos trés meios sélidos para garantir uma maior fiabilidade dos
resultados, ja que, dependendo do nimero e do tipo de inoculo da amostra, a bactéria podera
crescer com maior facilidade num ou noutro meio de cultura (Paulin 2000).

De acordo com o SMT PROJECT (EPPO, s/d), a suspensao obtida do material macerado
(suspensdo-mae) deve ser semeada nos trés meios de cultura referidos, pipetando 50 pL em cada
placa. Devem ser preparadas diluicoes 1:10 e 1:100, a partir da suspensao-mae e pipetadas
também 50 pL de cada diluicdo para os trés meios de cultura. As placas sao incubadas a 25°C
durante 48 a 72 h e a leitura final deve ser realizada as 72 h ou as 96 h.

No meio de cultura King B, o crescimento das colonias de E. amylovora é rapido e as
colonias sao brancas, circulares, mucoides e com diametro de 2-5 mm apods 24-48 h de incubacao
(Ordax, 2008). Este meio permite diferenciar as colénias de E. amylovora das de Pseudomonas
syringae, pois as ultimas produzem um pigmento fluorescente visivel sob luz ultravioleta as 48 h
(Lelliott & Stead, 1987). No meio de cultura NSA, a bactéria apresenta coldnias esbranquicadas,

circulares, mucoides, tipicamente domadas e de 3-5 mm de didmetro apos 48 h de incubacéo e
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atingindo os 5-7 mm nas 24 h posteriores (Lelliott & Stead, 1987). O aspeto domado deve-se a
producdao de levana a partir da sacarose presente no meio. Inicialmente as coldnias sdo
semitransparentes a translicidas mas apds 48-72 h passam a semiopacas. As coldonias mais velhas
poderao colapsar, provavelmente devido a producdo de levanase pela bactéria. Apesar de,
carateristicamente, as colénias de E. amylovora produzirem levana, poderao ocasionalmente ser
isoladas bactérias que ndo a produzam. No meio CCT, que contém como fontes de carbono
sacarose a 10% e sorbitol a 1%, a seletividade é conseguida pelo tergitol anidnico, nitrato de
talio, cicloheximida e cristal de violeta (Ishimaru & Klos, 1984). O crescimento das colonias é
mais lento, aparecendo cerca de 48 h apos a sementeira. As colonias, apds 72 h apresentam uma
cor violacea palida de superficie lisa e bordo brilhante, sao circulares, mucosas, domadas, com
cerca de 2-6 mm de diametro. Apesar do meio CCT mostrar um bom nivel de seletividade, outras
bactérias podem também crescer como Pseudomonas spp. e Pantoea agglomerans. No entanto, e
uma vez que o seu crescimento € ligeiramente inibido, mostram uma morfologia colonial
diferente (EPPO, s/d; Ishimaru & Klos, 1984).

Existem outros meios de cultura semisseletivos que, apesar de nao serem recomendados
pela EPPO, podem ser usados para o crescimento de E. amylovora. Um destes meios € o meio MS
(Miller & Schroth, 1972) onde as colonias de E. amylovora sao vermelho-alaranjadas como
resultado da fermentacdao do sorbitol a 1 % em presenca do indicador azul de bromotimol,
enquanto as colonias de Pseudomonas spp. sao de cor azul (Ordax, 2008). Este meio apresenta
como inconvenientes o elevado custo, a dificil preparacédo e a curta duracdo de armazenamento
(Donat, 2004). Também o meio semisseletivo MM,Cu (Bereswill et al., 1998) permite a cultura de
E. amylovora. Neste meio, a bactéria forma colénias mucoides de cor amarelo carateristico,
devido a presenca do cobre, o que permite a sua diferenciacao das colonias de outras bactérias.
As colonias tipicas de E. amylovora neste meio de cultura sao visiveis 3-4 dias apds a sementeira.
Ordax (2008) estudou o comportamento de E. amylovora no meio de cultura, designado por RESC
(Recovery of E. amylovora Stressed Cells). Este meio de cultura, baseado no meio King B com
adicdo de 1,5 mM de CuSO,4, permite a recuperacao da bactéria, depois de ter sido sujeita a
condicoes de stresse, em cerca de 48 h. Tal situacao é atribuida ao facto de o cobre ser um
micronutriente essencial para o incremento dos exopolissacaridos de E. amylovora, contribuindo
para a sua recuperacdo em meio sélido quando a bactéria é sujeita a situagbes de stresse. Apos
48 h de incubacao a 26°C, as colonias de E. amylovora cultivadas em meio RESC, tém uma cor
amarelada, sdo circulares, domadas e mucoides, com 2,5 a 4,5 mm de diametro. O autor salienta
ainda que o aspeto mucoide é visivel logo apos as 24-36 h de incubacao.

Depois de obtidas as culturas puras de colénias com morfologia tipica de E. amylovora,
realizam-se testes bioquimicos, fisiologicos, serologicos e moleculares e avalia-se o poder
patogénico. A identificacdo das colonias é realizada a partir dos resultados daqueles testes
(Lopez et al., 2009).

22



Identificacdo de Erwinia amylovora por técnicas de acidos nucleicos e bioquimicas

2.3.2 Testes bioquimicos e fisiologicos

Os testes bioquimicos e fisiologicos sdo os primeiros testes a realizar com a finalidade de
confirmar a identidade das culturas puras dos isolados com morfologia de colénias de Erwinia
amylovora.

De acordo com a norma PM 7/20 (EPPO, 2004), o resultado dos testes nutricionais e
enzimaticos da bactéria Erwinia amylovora sera conforme o descrito na Tabela 3. A identificacdo
bioquimica pode ser completada com as galerias comerciais APl (bioMérieux). Estas galerias sao
sistemas miniaturizados que permitem, entre outras, avaliar 20 reacdes bioquimicas (APl 20E), a
utilizacao de 50 hidratos de carbono e derivados (APl 50CH) ou a producao de 19 enzimas (API
ZYM).

A galeria API 20E é inoculada de acordo com as instrucdes do fabricante e incubada a 25-
26°C. A leitura é efetuada apds 24 e 48 h sendo a leitura expectavel as 48 h conforme
mencionado na Tabela 4 (EPPO, 2004). No que se refere a galeria APl 50 CH, de acordo com a
mesma norma, é preparada uma suspensao em PBS com DO=1,0 e 1 mL desta suspensao,
adicionada a 20 mL de meio Ayers. A inoculacdo da galeria é realizada conforme as instrucdes do
fabricante. A incubacdo é efetuada a 25-26°C em condicbes de anaerobiose e a leitura é
realizada as 24, 48 e 72 h. A condicdo de anaerobiose é conseguida através da colocacao de
parafina liquida esterilizada na cupula dos tubos. A utilizacdo dos diferentes hidratos de carbono

¢ indicada pelo aparecimento da cor amarela no alvéolo respetivo.

Tabela 3. Testes de identificacdo nutricional e enzimatica para Erwinia amylovora (EPPO, 2004).

Teste Resultado expectavel

Producao de levana +
Producao de pigmentos fluorescentes em King B (sob luz UV) -
Teste da oxidacao/fermentacao (O/F) O+/F+
Teste da oxidase -
Reducao dos nitratos -
Utilizacao do citrato +
Crescimento a 39°C -
Liquefacao da gelatina +
Producao de urease -
Producao de indol -
Reducao da sacarose +

Producéo de acetoina +
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Também pode ser usado o sistema automatico BIOLOG para identificacdo de E. amylovora.
Este sistema baseia-se na utilizacao de 95 fontes de carbono numa s6 microplaca (EPPO, 2004).

0 perfil de acidos gordos também pode ser usado para a identificacdao de E. amylovora
(EPPO, s/d), dada a homogeneidade existente entre os perfis das colonias desta bactéria (Paulin,
2000). No entanto, Lopez et al. (2009) referem que esta técnica podera conduzir a falsos
resultados positivos dado que outras espécies de Erwinia isoladas do mesmo hospedeiro poderao

ter perfis muito proximos do perfil de E. amylovora.

Tabela 4. Leitura expectavel para Erwinia amylovora nos testes API 20E e APl 50CH (EPPO, 2004).

Teste - APl 20E Reacéo (48 h) Teste - API 50CH Reacgdo (72 h)

ONPG Variavel L-arabinose +
ADH - (ou + fraco) Ribose +
LDC - D-xilose Variavel
oDC - Galactose Variavel (normalmente +)
CIT - D-glucose +
SH, - D-frutose +
URE - D-manose Variavel
TDA - Manitol +
IND Sorbitol +

VP + (ou variavel) N-acetilglucosamina +
GEL Variavel Melibiose Variavel
GLU + Sacarose +
MAN Variavel Trealose +
INO Variavel B-gentiobiose +
SOR Variavel

RHA

SAC +

MEL - (ou + fraco)

AMY

ARA + (alguns -)

2.3.3 Detecao serolégica

Os métodos serologicos sdo usados para confirmar o diagnostico de Erwinia amylovora, uma vez
que se trata de uma bactéria homogénea sob o ponto de vista serologico (Paulin, 2000).

0 método mais usado em laboratério é a técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Apresenta como vantagem o facto de poder ser aplicada em culturas puras da bactéria ou
diretamente no material vegetal. Sendo um processo rapido e automatico, permite processar um
elevado nimero de amostras (Donat, 2004).

Quando se usam anticorpos policlonais, os métodos serologicos podem apresentar reacoes
cruzadas com outras bactérias presentes nas amostras. Este condicionalismo podera ser
ultrapassado com a utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos (Lopez et al., 2009) ou a

utilizacao de culturas puras.
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O método DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-ELISA), que utiliza anticorpos policlonais,
garante uma sensibilidade para concentracdes de 10° ufc.mL”, ja o método DASI-ELISA (Double
Antibody Sandwich Indirect-ELISA), utilizando anticorpos monoclonais especificos, apresenta
sensibilidade para 10° ufc.mL". Atualmente, o método mais sensivel e especifico para a detecdo
de E. amylovora em amostras vegetais, designa-se por DASI-ELISA-enriquecimento. Este método
baseia-se no enriquecimento prévio das amostras em meios liquidos de King B ou CCT e
seguidamente na imunodetecdo através de DASI-ELISA, utilizando anticorpos monoclonais
especificos para E. amylovora. O DASI-ELISA-enriquecimento permite a detecdo da bactéria em
amostras com concentracdes na ordem do 10 a 10? ufc.mL™ (Ordax, 2008). Existe também outra
técnica, bastante sensivel para detetar a presenca da bactéria em condicées de campo,
designada por imunoimpressao-ELISA. Baseia-se na realizacdo de uma impressao da amostra
vegetal numa membrana de nitrocelulose e na posterior analise serolégica com anticorpos
monoclonais especificos (Donat, 2004). De acordo com Loépez et al. (2009), esta técnica so é
recomendavel para analises rapidas de plantas com sintomas que carecem de confirmacéao.

A técnica serologica designada por imunofluorescéncia (IF) é usada com menos frequéncia
que a técnica ELISA, na detecao e identificacdo da E. amylovora. Tal situacdo prende-se com o
facto de os anticorpos comercializaveis terem uma fraca especificidade para a bactéria, o que
favorece o aparecimento de falsos positivos devido a reacdes cruzadas (Ordax, 2008). A técnica
IF baseia-se na visualizacdo ao microscopio 6tico, com epi-iluminacdo ultravioleta, das células
especificamente marcadas. As células bacterianas observadas sdao de cor verde, caso se use como
marcador dos anticorpos, o isotiocianato de fluoresceina ou de cor vermelha, caso se use a
rodamina (Donat, 2004). Esta técnica é mais subjetiva que a técnica ELISA, contudo é usada em
alguns laboratérios como técnica rapida, para uma primeira analise, pois apresenta uma
sensibilidade relativamente elevada para concentracdes de 10° a 10* ufc.mL™" (Ordax, 2008).

Recentemente, foi desenvolvido um novo método de diagndstico serologico denominado
AgriStrip que se baseia no principio da imunocromatografia de fluxo lateral. O método esta
baseado na utilizacdo de anticorpos policlonais sendo usado, fundamentalmente, no diagnostico
de rotina em material vegetal que apresenta sinais de doenca (EUPHRESCO, 2009).

Um outro método serologico usado na identificacdo de E. amylovora é o teste de
aglutinacdo. Este baseia-se na elevada homogeneidade dos antigénios termoestaveis
(lipopolissacaridos, LPS) da bactéria (Donat, 2004), requer um antissoro de elevada
especificidade praticamente nao diluido e s0 deve ser usado em culturas bacterianas puras
(Lopez et al., 2009). Na reacao positiva, a aglutinacdo com o antissoro pode ser vista a olho nu,
mas requer uma elevada concentracdo bacteriana uma vez que esta técnica tem baixa
sensibilidade (Donat, 2004).

Os testes seroldgicos, referidos pela norma PM 7/20 (EPPO, 2004) e relatados com mais
detalhe no SMT PROJECT (EPPO, s/d), para a detecao de E. amylovora a partir diretamente do
material vegetal sdo os testes de imunofluorescéncia (IF), imunoimpressao-ELISA e DASI-ELISA

com enriquecimento prévio. Sempre que a bactéria seja isolada e obtida a sua cultura pura é
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aconselhavel o uso dos testes de aglutinacdo, imunofluorescéncia (IF), DASI-ELISA e ELISA

indireto com a utilizacdo de anticorpos especificos monoclonais.

2.3.4 Detecao molecular

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é a técnica molecular mais utilizada no diagnoéstico e
na identificacdo de Erwinia amylovora. Esta técnica baseia-se na amplificacdo in vitro de
material genético especifico (DNA), utilizando a reacao em cadeia pela polimerase e tal como os
métodos seroldgicos, pode ser aplicada em culturas puras da bactéria ou diretamente em
material vegetal (Lopez et al., 2009).

Sempre que a amostra é efetuada diretamente a partir de material vegetal deve ser
realizada a extracdo de DNA para evitar a presenca de elementos que inibam a reacao
enzimatica da amplificacdo (Llop et al., 1999). Apesar de existirem varios protocolos para a
extracdo do DNA de material vegetal e uma gama variada de kits comerciais para esta
finalidade, apenas o protocolo de extracao com isopropanol proposto por Llop et al. (1999) é
validado pelo SMT PROJECT (EPPO, s/d; EPPO, 2004). A reacao em cadeia pela polimerase
também pode ser aplicada em culturas puras e nesta circunstancia torna-se desnecessario
proceder a extracdao de DNA (EPPO, 2004). Salientam-se os trabalhos realizados por Kokoskova et
al. (2007) em que a extracao de DNA das amostras vegetais foi efetuada com o recurso ao Dneasy
Plant Mini Kit (Quiagen) e a amplificacao do DNA das culturas puras foi realizada diretamente a
partir de suspensdes bacterianas.

Os métodos mais utilizados para a detecao de E. amylovora, mediante amplificacdo génica
utilizando o PCR convencional, baseiam-se na sequéncia do plasmideo pEA29 com amplificacdo a
900 bp (Bereswill et. al., 1992), podendo ocorrer variacdes entre os 900 e 1100 bp (EPPO, 2004).
McManus et al. (1995) desenvolveram uma variante da técnica, designada nested-PCR, que
utiliza dois pares de iniciadores (primers), um externo e outro interno. Esta técnica permite
detetar a presenca da bactéria em baixas concentracdes, cerca de 20 ufc.mL” em extratos
vegetais, chegando a 1 ufc.mL" quando se trata de detecdo em culturas puras. Esta metodologia
apresenta como inconveniente o elevado risco de contaminacdo devido as duas etapas de
amplificacdo. Na tentativa de ultrapassar este inconveniente surgiu uma nova metodologia, que
consiste na realizacdo das duas amplificacées num Unico microtubo (Llop et al., 2000), designada
nested-PCR. Com a metodologia padronizada por McManus et al. (1995) obtém-se uma
amplificacao a 844 bp e com a de Llop et al. (2000), a 391 bp (Powney et al., 2011).

As trés metodologias baseiam-se no uso de primers das sequéncias plasmidicas do pEA29,
que se pensava ser carateristico de todos os isolados de E. amylovora. No entanto, de acordo
com Llop et al. (2006) existem isolados patogénicos de E. amylovora que nao apresentam aquele
plasmideo, apresentando em sua substituicdo um plasmideo com cerca de 70 bp. Para
ultrapassar este problema é possivel recorrer a outros protocolos que nao se baseiam no
plasmideo pEA29. De entre estes, salientamos o protocolo que se baseia na sequéncia do gene
cromossomico amsB que codifica uma enzima implicada na sintese da amilovorana (Bereswill et

al., 1995), amplificando-se para E. amylovora na zona dos 1600 bp (Powney et al., 2011). Outras
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sequéncias cromossomicas utilizadas sdao as do gene RNA r16S, com amplificacdo a 1500 bp
(Bereswill et al., 1995) e a do gene RNA r23S, com amplificacao a 565 bp (Maes et al., 1996, cit.
Donat, 2004). Os protocolos preconizados por Jones & Geider (2001) e Mohammadi et al. (2009)
baseiam-se na sequéncia do gene cromossomico ams, com amplificacoes a 519 bp e 600 bp,
respetivamente (Powney et al., 2011). O DNA cromossomico avaliado no protocolo desenvolvido
por Taylor et al. (2001) é amplificado a 187 bp.

Powney et al. (2011) avaliaram sete protocolos de detecao molecular (Bereswill et. al.,
1992 e 1995; McManus et al.,1995; Llop et al., 2000; Jones & Geider, 2001; Taylor et al., 2001;
Mohammadi et al., 2009) e constataram que apenas o protocolo preconizado por Taylor et al.
(2001) foi especifico para todas as estirpes de E. amylovora estudadas.

Recentemente foi desenvolvida a técnica de PCR em tempo real (rt-PCR) também baseada
na sequenciacdao do plasmideo pEA29. No ambito do projeto ERWINDECT (EUPHRESCO, 2009)
foram desenvolvidos novos protocolos usando sequéncias cromossoémicas (ams e ITS - internal
transcribed spacer) com o objetivo de evitar falsos negativos por auséncia daquele plasmideo
(Pirc et al., 2009). A técnica de PCR em tempo real apresenta como grande vantagem a rapidez
de execucao, observando-se os resultados a medida que ocorre a amplificacao.

Uma vez que a técnica de PCR (convencional e em tempo real), oferece vantagens
relativamente a outros testes de diagnostico, ao longo dos Ultimos anos, muitos foram os
protocolos desenvolvidos (Palacio-Bielsa et al., 2009). No ambito do projeto ERWINDECT
(EUPHRESCO, 2009) foram analisados os protocolos de PCR convencional de Llop et al. (2000),
Taylor et al. (2001), Stoger et al. (2006) e Obradovic et al. (2007). Todos os protocolos foram

validados no teste interlaboratorial para as condicoes testadas.

2.3.5 Testes de patogenicidade

Depois de obtidas as culturas puras da bactéria, podem ser realizados testes de
hipersensibilidade e testes de patogenicidade. Ambos tém como objetivo avaliar a capacidade
patogénica da bactéria em condicdes controladas.

Nos testes de hipersensibilidade, a suspensao bacteriana € infiltrada em folhas de tabaco e
caso produza uma reacdo de hipersensibilidade (HR), o teste é considerado positivo (Lelliott &
Stead, 1987). As bactérias saprofitas nao induzem aquela reacdo pelo que, os testes de
hipersensibilidade sao uma metodologia facil e rapida para diferenciar os organismos saprofitas
dos organismos patogénicos (Braun-Kiewnick & Sands, 2001). No entanto, a prova definitiva,
incluindo para resultados positivos de hipersensibilidade, é o teste de patogenicidade (Lopez et
al., 2009). O teste de patogenicidade para Erwinia amylovora pode ser efetuado em frutos
imaturos de varias espécies suscetiveis, sementes, flores, folhas e ramos jovens de espécies
sensiveis, com a finalidade de reproduzir os sintomas do fogo bacteriano e verificar o poder
patogénico dos isolados. Quando nas suspensdes de inoculacdo estd presente a bactéria, &
produzido um exsudado bacteriano, entre o 3.° e o 8.° dia apds inoculacdo (Jones & Geider
2001).
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Frequentemente, no teste de patogenicidade sao usados frutos imaturos de pera, com 5-8
cm de comprimento (Lelliott & Stead, 1987) ou de 3-5 cm de diametro (Donat et al., 2005). A
inoculacao pode ser realizada em frutos inteiros ou em fatias de 1 cm de espessura (Lelliott &
Stead, 1987) com 10 pL de suspensao bacteriana com 10° ufc.mL™ em PBS (EPPO, s/d) De acordo
com o padronizado pela mesma norma, os frutos sao sujeitos a uma temperatura de 25°C durante
7 dias. O teste positivo evidencia-se pelo aparecimento, no fruto, de uma coloracao acastanhada
em redor da zona de inoculacao e pelo aparecimento de um exsudado bacteriano. Jones &
Geider (2001) referem a possibilidade de utilizar suspensées bacterianas com concentragoes
entre 10* e 10® ufc.mL", podendo as concentracdes mais elevadas, originar falsos positivos.
Estudos efetuados por Donat et al. (2005), com concentracdes de 10°, 10" e 10°, ndo
apresentaram diferencas significativas. A inoculacdo é realizada em frutos sdos, sem manchas,
feridas ou lesdes, previamente mergulhados numa solucao de hipoclorito de sédio e 2 vezes em
agua destilada esterilizada durante 5 minutos (Donat et al., 2005). Os frutos desinfetados e
embalados individualmente podem ser conservados durante varios meses a temperatura de 2-5°C
(Lelliott & Stead, 1987).

De acordo com Jones & Geider (2001), podem também ser usados frutos imaturos de maca
e com Lopez et al. (2009) de néspera, péssego e damasco. Independentemente da espécie, os
melhores resultados de inoculacao sdo obtidos quando os frutos tém um diametro superior a 1
cm e metade do diametro final (Lopez et al., 2009).

Também o outro material vegetal a usar para a inoculacao devera ser muito jovem, uma
vez que a resisténcia as infecdes é incrementada com a idade do drgao. Pode ser usado material
proveniente de cultivares sensiveis de pereira, macieira ou nespereira, bem como das espécies
ornamentais dos géneros Crataegus, Cotoneaster e Pyracantha (EPPO, s/d; Lelliott & Stead,
1987).

Os testes de hipersensibilidade e patogenicidade para estudos de isolados requerem a
utilizacao de controlos positivos e negativos. O controlo positivo é inoculado com uma suspensao
bacteriana de E. amylovora conhecida e o controlo negativo inoculado com o diluente usado na
preparacao das suspensoes bacterianas em estudo (Lelliott & Stead, 1987; Braun-Kiewnick &
Sands, 2001; EPPO, 2004; Lopez et al., 2009). As bactérias que crescem nas amostras positivas

podem ser reisoladas para confirmacao da sua identidade (Jones & Geider 2001).

3 Material e métodos

A componente experimental do trabalho decorreu nos Laboratérios de Protecdo Vegetal e de
Biologia da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco. As colonias
selecionadas para o estudo foram isoladas no Laboratorio de Protecdo Vegetal a partir de
material que apresentava sintomatologia carateristica da presenca de fogo bacteriano, exceto
trés colonias que foram rececionadas em placa de Petri e obtidas de material vegetal onde se

suspeitava a presenca de Erwinia amylovora.
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A identificacdo de Erwinia amylovora por técnicas de acidos nucleicos e bioquimicas foi
efetuada de acordo o procedimento indicado pela EPPO para diagnosticar o organismo de

quarentena - Erwinia amylovora (EPPO, 2004).

3.1 Isolados bacterianos

No estudo foram avaliados 44 isolados, sendo 19 de pereira e 25 de macieira. Das culturas
estudadas, 27 foram isoladas entre 2006 e 2010 e até a data do estudo estiveram conservadas no
frio, em solucao de Ringer (% de forca) ou crioconservadas em glicerol a 50% (Tabela 5). As
restantes culturas (17) foram isoladas a partir de material que chegou ao Laboratério de
Protecao Vegetal em 2011. Uma vez que os ramos de pereira apresentavam bastante exsudado
bacteriano, isolaram-se colonias a partir deste material e também das necroses dos ramos
jovens. Ja os ramos de macieira rececionados, nao apresentando exsudado, estavam
acompanhados de frutos lesionados. Em alguns casos, as lesées eram completas (frutos
necrosados) e outros apresentavam lesdes parciais (frutos seminecrosados). Procurou-se isolar
colonias a partir das necroses dos ramos jovens, no entanto, a purificacdo destas colonias
mostrou-se dificil, ao contrario da purificacdo das coldnias provenientes dos frutos, que se
mostrou muito mais facil. Por este facto, e uma vez que ja tinham sido obtidas culturas puras a
partir dos frutos, abandonou-se o isolamento das coldnias provenientes das lesdoes dos ramos.

Ao longo do estudo foi usado como controlo positivo a estirpe de Erwinia amylovora CFBP
1430, isolado em Franca em 1972 de Crataegus monogyna Jacq. (CFBP, 2012). Esta estirpe tem
sido usada, por diversos autores, em estudos de natureza idéntica (Donat, 2004; Cabrefiga, 2004;
Ordax, 2008; EUPHRESCO, 2009; Smits et al., 2010; lvanovic et al., 2012) uma vez que 0 seu uso
é aconselhado pela EPPO (2004).

Na validacdo da técnica de acidos nucleicos (PCR) foi usado um isolado de Pseudomonas

syringae, que funcionou como controlo negativo.

3.2 Isolamento em diferentes meios de cultura

O isolamento das bactérias foi efetuado a partir do material vegetal que apresentava
sintomatologia tipica de fogo bacteriano, conforme descrito no Anexo V. Pedacos da zona de
transicao entre os tecidos necrosados e os aparentemente saos, da regido subcortical dos ramos
jovens, foram retirados e macerados em PBS (Anexo VI). Foram igualmente macerados pedacos
de frutos sempre que a amostra continha estes 6rgdos. Os exsudados, sempre que estavam
presentes no material amostrado, foram colocados em suspensao, separadamente. Cada uma das
suspensdes foi semeada em agar nutritivo com sacarose a 5% (NSA) (Anexo VI). Em cada placa foi
colocada uma gota ou 50 pL da suspensao bacteriana. A incubacao decorreu entre os 22°C e os
25°C.
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Tabela 5. Isolados bacterianos usados no estudo.

Referéncia

Hospedeiro

Espécie

Cultivar

Material isolado

Local

Ano de

isolamento

EA 0010
EA 0020
EA 0030

Macieira

Bravo de Esmolfe

EA 0040
EA 0050
EA 0060

Pereira

Rocha

EA 0070
EA 0080
EA 0090
EA0100
EA0110
EA0120
EA0130

Macieira

Bravo de Esmolfe

Ramo

Fundao - Povoa da
Atalaia

Exsudado

Fundao - Vale de
Prazeres

2006

EA0140
EA0150

Macieira

EA0160
EA0170
EA0180

Macieira

Desconhecida

Ramo

Desconhecido (1)

EA0190
EA 0200
EA 0210
EA 0220

Macieira

Golden Rendres

Ramo

Viseu

2007

2008

2009

EA 0230
EA 0240
EA 0250
EA 0260
EA 0270

Pereira

Rocha

Exsudado

Passe Crassane

Ramo

EA 0280
EA 0290
EA 0300
EA0310
EA 0320
EA0330
EA 0340
EA 0350
EA 0360
EA 0370
EA 0380

Pereira

Rocha

Exsudado

Ramo

EA 0390
EA 0400
EA 0410
EA 0420
EA 0430
EA 0440

Macieira

Royal Gala

Fruto necrosado

Fruto semi-
necrosado

Qeste

2010

2011

PS 0100

Cerejeira

Desconhecida

Ramo

Cova da Beira

2006

CFBP 1430

Crataegus
monogyna
Jacq.

Desconhecido

Franca

1972

(1) Bactérias isoladas pela UTAD e rececionadas em placa de Petri.
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Conforme Yaich et al. (2011) as colonias carateristicas foram selecionadas e repicadas
para novas placas. Todas as colonias carateristicas foram semeadas em King B (Anexo VI) e
observada a producao ou nao do pigmento fluorescente visivel sob luz ultravioleta. Quando este
pigmento ndo era produzido e as colonias apresentavam carateristicas tipicas, foram semeadas
em CCT (Anexo VI).

As colonias conservadas a baixas temperaturas foram recuperadas adicionando 0,1 mL da
suspensao de conservacao em 1 mL de caldo nutritivo (Anexo VI). A suspensao foi incubada a
25°C durante 24 a 36 horas. Findo este tempo, 1 pL da suspensao bacteriana de cada isolado foi

semeado, em duplicado, em placa de NSA e colocado a incubar a 25°C durante 48 horas.

3.3 Titulagcdo por método indireto

A curva de calibracao para Erwinia amylovora foi determinada experimentalmente no
espetrofotometro, JASCO 7800, UV/vis de duplo feixe. A leitura foi efetuada a 600 nm e as
suspensoes bacterianas preparadas em PBS (Anexo VI). Powney et al. (2011), Llop et al. (2011) e
Santander et al. (2012) ajustaram, espetrofotometricamente, as suspensdes bacterianas de E.
amylovora a 600 nm.

Foi preparada uma suspensdo-mae bastante concentrada, com turvacdo superior a
turvacdo 5 da escala de McFarland e a partir desta, foram preparadas catorze diluicoes de
concentracao 1/, relativamente as anteriores. Num ensaio anterior, verificou-se que as dilui¢des
de 0,1 implicavam descidas muito bruscas no valor da absorvancia, originando um ndmero de
pontos insuficiente para definir a curva de calibracao.

Das catorze diluicoes preparadas, o equipamento somente detetou valores de absorvancia
para as quatro primeiras. Assim, a curva de calibracdo foi obtida através da leitura da
absorvancia da suspensao-mae e das quatro primeiras diluicoes.

A partir da 3.? diluicdo procedeu-se a sementeira em placas de agar nutritivo (Anexo VI,
com 0,1 mL das suspensdes bacterianas, em cada placa. A sementeira foi realizada em
duplicado. A contagem bacteriana foi possivel numa placa da 10.* diluicito e numa da 11.2
diluicdo, com 37 e 7 colodnias, respetivamente. Pudemos entdo apurar as correspondéncias entre

as absorvancias lidas no equipamento e as respetivas concentracoes bacterianas (Tabela 6).

Tabela 6. Correspondéncia entre a absorvancia a 600 nm e a concentracao de E. amylovora.

Absorvancia a 600 nm Concentracéo bacteriana (ufc.mL’")
2,168 3,5x 10°
0,741 0,7 x 10°
0,162 1,4x10°
0,027 2,8 x 10
0,002 0,6 x 10
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Apresenta-se na Figura 6 a curva de calibracdo. A reta obtida y = 0,6 x 10°x + 0,1,

apresenta um coeficiente de correlacao de 0,989775.
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Figura 6. Curva de calibracao para Erwinia amylovora.

3.4 Testes fisiologicos e bioquimicos

3.4.1 Coloracdo de Gram

Erwinia amylovora é uma bactéria Gram negativa em forma de bacilo. Para confirmacao, foi
efetuado um esfregaco de cada isolado bacteriano e corado de acordo com o descrito no Anexo
VII.

3.4.2 Teste da oxidase

As Enterobacteriaceae sao oxidase negativa e podem ser diferenciadas de outros bacilos Gram
negativos através deste teste. A prova é considerada positiva quando na mistura do reagente
com a massa bacteriana se desenvolve a cor azul arroxeada escura em cerca de 10 segundos. Na
reacao negativa ndo ha desenvolvimento de cor. O teste da oxidase foi efetuado conforme

descrito no Anexo VIII.

3.4.3 Crescimento em anaerobiose e mobilidade

O teste de crescimento em anaerobiose foi realizado em tubo contendo o meio semissolido de
King B e fazendo uma picada, a meio do referido tubo, com o isolado a testar. Ao meio de

cultura foi somente adicionado 3 g/L de agar, de forma a obter um meio semissélido de King B.
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Os tubos inoculados foram incubados a 25°C e a Ultima leitura foi efetuada ao 7.° dia apos a
inoculacdo. Sempre que ocorria crescimento em anaerobiose era possivel também avaliar a
mobilidade. Quando nao se verificou crescimento em anaerobiose, ou a mobilidade nao era
evidente, esta foi confirmada numa preparacao a fresco, em gota pendente e observada ao
microscopio. Os isolados que apresentaram auséncia de crescimento em anaerobiose no meio
semissolido de King B, foram inoculados, em duplicado, em NSA e as placas colocadas em jarra
de anaerobiose, a fim de confirmar a auséncia de crescimento em condicbes de escassez de
oxigénio e o duplicado colocado em condicoes de aerobiose. A incubacao foi efetuada a 25°C e a

leitura realizada ao 3.° dia apos a inoculacao.

3.4.4 Crescimento a 36°C e 39°C

De acordo com Holt et al. (1994) e Paulin (2000), a bactéria E. amylovora nao cresce a
temperaturas superiores a 36°C, no entanto, a EPPO (2004) refere uma temperatura mais
elevada para a paragem do crescimento bacteriano (39°C). Por este facto, foi testado o
crescimento dos isolados em estudo, para aqueles dois valores de temperatura. Também Yaich et
al. (2011) testaram o crescimento de isolados marroquinos para estes dois valores de

temperatura. O crescimento foi avaliado aos 3.° e 5.° dias apos a inoculacao em NSA.

3.4.5 Testes API

O sistema APl 20E consiste em tiras de plastico de 20 galerias, cada uma delas contendo
diferentes fontes de carbono e azoto. As galerias sdo inoculadas com uma solucdo salina
contendo a bactéria em estudo e a reacdo obtida determina a capacidade metabdlica da
bactéria a cada um dos testes. O resultado obtido permite, por vezes, identificar o género e a
espécie da bactéria inoculada pertencente a familia Enterobacteriaceae. Para a inoculacao do
API 20E cultivaram-se as bactérias em agar nutritivo (Anexo VI), a 22°C-25°C, durante 48 horas. A
inoculacao das galerias foi efetuada conforme descrito no Anexo IX e padronizado pela empresa
bioMérieux. Seguidamente procedeu-se a incubacao das galerias a 25-26°C e a leitura foi
efetuada as 24 e 48 h, conforme padronizado pela EPPO para a Erwinia amylovora.

O sistema APl 50CH consiste em 5 tiras de plastico de 10 galerias cada. Cada uma destas
contém diferentes fontes de carbono e permite pesquisar a fermentacao de varios substratos
(heterosidos, polialcoois e acidos uronicos).

Para a inoculacao do API 50CH cultivaram-se as bactérias em agar nutritivo (Anexo VI), a
22-25°C, durante 48 horas. A inoculacao das galerias foi efetuada de acordo com a metodologia
descrita para as Enterobacteriaceae, padronizado pela empresa bioMérieux e descrito no Anexo
X. Seguidamente procedeu-se a incubacao das galerias a 25°C e a leitura foi efetuada as 24, 48 e
72 h, conforme padronizado pela EPPO para E. amylovora. Durante o periodo de incubacéo,
ocorre a fermentacao que se traduz por uma alteracdo de cor na galeria, devido a producao de
acido em anaerobiose, revelado pela indicacdo de pH do meio escolhido. O primeiro tubo das
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galerias, sem fonte de carbono, serve de controlo negativo. A condicao de anaerobiose foi

conseguida através da colocacao de parafina liquida esterilizada na clpula dos tubos.

3.5 Detecao molecular por PCR

3.5.1 Preparacéo das colonias

Cada isolado foi semeado em King B, em duplicado. A partir das colonias desenvolvidas foi
preparada uma suspensao bacteriana (10% ufc.mL™") em &gua esterilizada ultra pura.

Pela curva de calibracdo previamente calculada para Erwinia amylovora, 10® ufc.mL’
corresponde aproximadamente a absorvancia de 0,16. Esta concentracdo foi conseguida
suspendendo cerca de 5 colonias em 500 pL de agua ultra pura. A partir desta suspensao-mae
prepararam-se quatro diluicées, retirando 50 pL da suspensao anterior e adicionando-a a 450 pL
de agua esterilizada ultra pura.

Para confirmacao da concentracao bacteriana, semeou-se 0,1 mL/placa das trés Gltimas

diluicdes (10°, 10 e 107), em duplicado, em agar nutritivo.

3.5.2 Amplificacao

Para a amplificacao usou-se a metodologia de validacao convencional ou PCR simples, utilizando-
se os primers e as condicoes descritas por Bereswill et al. (1992) e padronizadas pela EPPO
(2004). A sequéncia de primers usada foi a seguinte:

e Primer A: 5’ CGG TTT TTA ACG CTG GG 3’;

e Primer B: 5 GGG CAAATACTC GGATT 3’.

Uma vez que os primers sao comercializados liofilizados existe a necessidade de os
reconstituir. A sua preparacao foi efetuada conforme indicado no Anexo XI.

De acordo com a EPPO (2004), utilizou-se o Ready Mix Red Tag com cloreto de magnésio,
da Sigma (ref.? R2523). Este mix é constituido por 20 mM Tris-HCl, pH 8,3, com 100 mM KCl, 3
mM MgCl,, 0,002% gelatina, 0,4 mM mistura de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, TTP), estabilizadores e
0,06 U/pL de Taq DNA Polymerase.

Segundo Bereswill et al. (1992), quando a lise bacteriana é realizada na presenca de
Tween 20, as bandas especificas a 900 bp sdo mais intensas. Por este facto, adicionou-se 0,5 pL
de Tween 20 para que a sua concentracao, na mistura final (50 pL), seja de 1% (v/v).

A mistura PCR foi preparada em microtubo de 1,5 mL, no gelo, de acordo com o seguinte:

Primer A - 2,5 pL (concentracao de 25 pmol) )

Primer B - 2,5 pL (concentracao de 25 pmol) x (n+1)

Ready Mix Red Taq - 25 pL > n = nimero de reacdes a testar

Agua ultra pura - 14,5 pL 1 - volume adicional para compensar perdas
Tween 20 - 0,5 pL /
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Seguidamente foram distribuidos 45 pL desta mistura em microtubos de 200 pL.

Em cada um destes tubos foram adicionados 5 pL da suspensao bacteriana que se
pretendia amplificar. Num dos microtubos substituiu-se a adicao de suspensao bacteriana por 5
pL de agua ultra pura que serviu como controlo negativo ou branco.

Num outro microtubo adicionou-se 5 L da suspensao de Erwinia amylovora CFBP 1430,
que funcionou como controlo positivo.

O volume final em cada microtubo foi de 50 pL. Os microtubos com as amostras foram
colocados no termociclador (Biometria, Tgradiente) e submetidos a um processo de desnaturacao
inicial a 93°C durante 2 minutos seguido de 37 ciclos a 93°C durante 1 minuto para a
desnaturacao, 52°C durante 2 minutos para a ligacao do primer e 72°C durante 2 minutos para a

amplificacdo. A etapa final a 72°C, durante 10 minutos, finalizou a reacao.

3.5.3 Eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose foi preparado a 1,5% em tampao TAE a 0,5X, conforme descrito no Anexo XII.

Procedeu-se ao carregamento dos pocos colocando, no primeiro e Gltimo pocos do gel, 5
ML de marcador de DNA de 100 bp, preparado conforme indicado no Anexo XIII.

Nos restantes pocos colocaram-se 20 uL de cada produto de PCR. Na amplificacao do
controlo positivo foi usada a estirpe CFBP 1430 de Erwinia amylovora. Incluiu-se no
carregamento do gel uma amostra sem DNA, usada como controlo negativo ou branco.

O controlo positivo e os isolados em estudo foram amplificados para duas concentracoes
diferentes, geralmente 10* e 10° ufc.mL”, que constituiram o duplicado da amostra. Essas
concentragées foram determinadas apés um pequeno teste explicado em 3.5.4.

Tendo o Ready Mix Red Taq ja tampao de carregamento (loading buffer), nao foi
necessario adiciona-lo as amostras, antes do carregamento dos pocos.

A separacao eletroforética foi realizada numa tina de eletroforese (Bio-Rad Wide mini
sugbcell GT), com tampao TAE 0,5x, durante cerca de 85 minutos a 90 V.

Findo este tempo, o gel foi colocado num banho com uma solucdo de brometo de etidio
(0,5 pg.mL™"), preparado conforme indicado no Anexo X1V, durante 20 a 30 minutos.

A amplificacdo do DNA foi visualizada por transiluminacdo UV e fotografada com camara
digital (Kodak DC 290).

3.5.4 Interpretacao do resultado de PCR

O teste de PCR é negativo se a amplificacdo especifica de Erwinia amylovora de tamanho
expectavel nao for detetada na amostra mas for detetada no controlo positivo. O teste de PCR é
positivo se a amplificacdo especifica de E. amylovora do tamanho expectavel é detetado nas

amostras, desde que nao existam amplificacdes no controlo negativo.
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De acordo com Bereswill et al. (1992) a banda especifica para E. amylovora é visivel a 900
bp, no entanto e de acordo com a EPPO (2004), podem ocorrer algumas variacoes entre os 900 -
1100 bp.

Com o objetivo de verificar a eficacia do teste PCR e determinar a concentracao da
suspensao bacteriana em que a separacao eletroforética é mais evidente, foi efetuado um ensaio
prévio. Neste ensaio, amplificaram-se trés concentracoes de DNA da estirpe de E. amylovora
CFBP 1430, dos isolados EA 0300 e EA 0410 e do isolado de Pseudomonas syringae (PS 0100),
usado também como controlo negativo. As concentracdes foram testadas conforme indicado na
Tabela 7.

Tabela 7. Concentragdes bacterianas testadas no ensaio prévio de PCR.

Concentracdo da | Concentracdao da | Concentracao da
Referéncia suspensao-mae 3.2 diluicao 6.2 diluicao
(ufc.mL’™) (ufc.mL’™) (ufc.mL’)
CFBP 1430 controlo positivo 0,3x108 0,3x10° 0,3x10?
PS 0100 controlo negativo 6,2x10% 6,2x10° 6,2x10?
EA 0300 coldnia suspeita 1,1x10° 1,1x108 1,1x10°
EA 0410 coldnia suspeita 5,5x108 5,5x10° 5,5x10?

Na Figura 7 pode observar-se a visualizacdo da separacao eletroforética obtida no ensaio

prévio de PCR.

Figura 7. Separacéo eletroforética do ensaio prévio. Pocos: 2, 3 e 4 - PS 0100 (6,2x108, 6,2x10° e 6,2x10? ufc.mL'1); 5,6
e 7 - CFBP 1430 (0,3x108%, 0,3x10° e 0,3x10? ufc.mL'1); 8,9 e 10 - EA 0300 (1,1x10°%, 1,1x10° e 1,1x10° ufc.mL'1); 11,
12 e 13 - EA 0410 (5,5x10%, 5,5x10° e 5,5x102 ufc.mL™"); 14 - controlo sem DNA; 1 e 15 - marcador de DNA de 100 bp.

Foram observadas bandas nos isolados de E. amylovora CFBP 1430, EA 0300 e EA 0410, nao
tendo havido amplificacdes nos controlos negativos (P. syringae e branco). Assim foi possivel
continuar o PCR utilizando esta metodologia. Pode-se constatar que nao foi visualizada qualquer
banda na concentracao de 10? ufc.mL™, embora tenha sido possivel visualizar, de forma ténue, a
banda na concentracdo de 10° ufc.mL™. Nas concentracdes mais elevadas (10° e 10° ufc.mL™)
obtiveram-se bandas demasiado intensas. A melhor visualizacao foi observada nas concentracoes
10° - 10® ufc.mL™". Por este facto, definiu-se que as concentracdes das suspensdes bacterianas a
amplificar deveriam ser da ordem de 10* e 10° ufc.mL", o que corresponde as diluicdes 107 e

10 ufc.mL™, preparadas a partir da suspensdo-méae de concentracdo 10% ufc.mL™.
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3.6 Teste de patogenicidade

Nos testes de patogenicidade foram usadas peras imaturas de variedades sensiveis ao fogo
bacteriano, das cultivares Williams e Williams rouge. Os frutos imaturos apresentavam um
tamanho compreendido entre 5 e 8 cm de comprimento longitudinal e 3 a 5 cm de diametro.

As peras imaturas, usadas no teste de patogenicidade, foram desinfetadas segundo o
procedimento referido no Anexo XV e conservadas no frio até ao momento da realizacao dos
testes.

O teste de patogenicidade foi efetuado conforme descrito no Anexo XVI e cada fatia de
pera foi inoculada, em duplicado, com uma suspensdo bacteriana de cerca de 10° ufc.mL™.
Foram usadas 2 fatias de pera por isolado, pelo que a inoculacao de cada isolado foi efetuada em
quadruplicado.

A concentracdo de 10° ufc.mL™ foi conseguida através da adicdo de cerca de 6 a 7 pl de
colonia a 5 mL de PBS. Como se pode verificar através da curva de calibracao determinada para
Erwinia amylovora, aquela concentracao bacteriana corresponde a uma absorvancia de 0,700 a
600 nm. A turvacao obtida é similar a turvacao 3 da escala de McFarland.

As suspensdes bacterianas com concentracdes de 10° e 10’ ufc.mL™ correspondem as
absorvancias de 0,100 e 0,106 a 600 nm, respetivamente. Tais absorvancias sao demasiado baixas
para serem lidas diretamente no espetrofotometro UV/vis, s6 podendo ser conseguidas através
de diluicoes. Apesar destas concentracdes também serem indicadas na bibliografia, entendeu-se
inocular as fatias de pera apenas com a concentracdo de 10° ufc.mL’, tendo por base os
resultados obtidos por Donat et al. (2005) que nao registaram diferencas significativas entre as
inoculacdes com as trés concentragdes bacterianas.

Dado que o numero de peras imaturas obtidas no primeiro ano nao foi suficiente para
realizar o teste de patogenicidade em todos os isolados, foram recolhidos frutos imaturos no ano
seguinte. Os testes realizados com as peras recolhidas no segundo ano nao foram conclusivos
uma vez que se obtiveram crescimentos bacterianos no controlo negativo. Depois de despistada a
possibilidade de contaminacao laboratorial, suspeitou-se que a contaminacao dos frutos tivesse
ocorrido ainda no pomar. De facto, na primavera seguinte algumas plantas apresentaram
sintomatologia tipica de fogo bacteriano.

A inexisténcia de peras imaturas sas levou a necessidade de efetuar os restantes testes de
patogenicidade em nésperas imaturas. Donat (2004), para além de evidenciar aparecimento de
exsudados bacterianos em peras imaturas, também observou aparecimento de exsudados em
nésperas e damascos imaturos.

Os frutos inoculados foram colocados sobre papel de filtro humedecido com agua destilada
esterilizada e incubados a 25°C em placa de Petri ou em frasco.

A EPPO (2004) padroniza a incubacao dos frutos a 25°C e leitura durante 7 dias, para

frutos imaturos e durante 15 dias para inoculacoes efetuadas em folhas ou rebentos. Santander
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et al. (2012) prolongou a leitura do teste em frutos imaturos quando estes foram inoculados com
bactérias no estado viavel mas nao cultivavel (VBNC). Palomo et al. (s/d) também sugere o
prolongamento das observacoes aos 15 dias.

O teste de patogenicidade realizado em fatias de peras imaturas decorreu durante 7 dias,
no entanto, o teste realizado em nésperas imaturas foi prolongado para 13-14 dias. A inoculacdo
em nésperas imaturas foi efetuada em triplicado.

Para além da inoculacdo em nésperas inteiras, também foram inoculados alguns isolados,
em fatias de nésperas para avaliar possiveis diferencas no tempo de aparecimento dos exsudados

bacterianos.

4 Resultados e discussao

4.1 Carateristicas culturais

As coldnias isoladas em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440) apresentaram maior
semelhanca com as carateristicas culturais da estirpe CFBP 1430 de Erwinia amylovora, para os
meios de cultura King B, agar nutritivo com 5% de sacarose (NSA) e CCT. Nomeadamente,
colonias domadas em NSA e CCT, de cor creme em NSA e violeta claro em CCT. As coldnias
cultivadas em King B apresentaram tamanho menor e uma coloracao esbranquicada (Figura 8 e
Tabela 8). Carateristicas semelhantes foram observadas em isolados obtidos em Espanha (Donat

et al., 2005) e em isolados obtidos em Marrocos (Yaich et al., 2011).

Figura 8. Crescimento em King B (A), agar nutritivo com 5% de sacarose (B) e CCT (C).

As colonias isoladas em 2006 (isolados EA 0010 a EA 0130) mostraram-se, de um modo
geral, pouco carateristicas no que respeita a cor e/ou a producao de levana (Tabela 8).

As colonias isoladas entre 2007 e 2009 (isolados EA 0150 a EA 220) apresentaram-se menos
domadas do que o esperado, especialmente em CCT. Também Donat et al. (2005) referem a
presenca de colonias atipicas relativamente a producao de levana, situacao ja observada por
Bereswill et al. (1997). Os mesmos autores referem ainda que uma das coldnias produtora de

levana no momento do isolamento perdeu a capacidade de a produzir depois de recuperada apos
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criopreservacao a -80°C. Paulin (2000) menciona que podem aparecer coldnias tipicas e atipicas
do mesmo isolamento, sendo cada tipo de colonia capaz de dar lugar ao outro.

Apenas o isolado EA 0140 produziu pigmento fluorescente visivel sob luz ultravioleta em
meio de King B. Apesar de esta evidéncia indicar ndo se tratar de um isolado de E. amylovora,

entendeu-se manté-lo no estudo.

Tabela 8. Carateristicas culturais dos isolados nos meios de cultura NSA, King B e CCT.

Tipicidade das colénias em Tipicidade das colénias em
Referéncia Referéncia

NSA, King B e CCT NSA, King B e CCT
EA 0010 pouco carateristica EA 0230 muito carateristica
EA 0020 pouco carateristica EA 0240 muito carateristica
EA 0030 carateristica EA 0250 muito carateristica
EA 0040 pouco carateristica EA 0260 muito carateristica
EA 0050 pouco carateristica EA 0270 muito carateristica
EA 0060 pouco carateristica EA 0280 muito carateristica
EA 0070 pouco carateristica EA 0290 muito carateristica
EA 0080 pouco carateristica EA 0300 muito carateristica
EA 0090 pouco carateristica EA0310 muito carateristica
EA0100 pouco carateristica EA 0320 muito carateristica
EA0110 pouco carateristica EA 0330 muito carateristica
EA 0120 carateristica EA 0340 muito carateristica
EA0130 carateristica EA 0350 muito carateristica
EA 0140 fluorescente emKing B EA 0360 muito carateristica
EA 0150 carateristica EA 0370 muito carateristica
EA 0160 carateristica EA 0380 muito carateristica
EA0170 pouco carateristica EA 0390 muito carateristica
EA 0180 pouco carateristica EA 0400 muito carateristica
EA 0190 carateristica EA 0410 muito carateristica
EA 0200 carateristica EA 0420 muito carateristica
EA 0210 carateristica EA 0430 muito carateristica
EA 0220 carateristica EA 0440 muito carateristica

4.2 Crescimento em anaerobiose, mobilidade e crescimento a
36°Ce 39°C

Em todos os esfregacos foram observados bacilos Gram negativos e todos os isolados
responderam negativamente ao teste da oxidase.

As bactérias isoladas entre 2006 e 2009 (isolados EA 0010 a EA 0220) revelaram-se
anaerobias facultativas em meio semissélido de King B, a excecédo dos isolados EA 0120 e EA 0200
(Tabela 9). Salientamos o crescimento débil, em condicées de anaerobiose, apresentado pelos
isolados, situacao descrita pelos autores para Erwinia amylovora (Holt et al. 1994; Paulin, 2000).
Contrariamente, dos 22 isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440), 18 nao
apresentaram crescimento naquelas condicdes. Os isolados que nao cresceram nos tubos com o
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meio semissolido de King B, confirmaram a mesma evidéncia no teste realizado em jarra de
anaerobiose. Todos os isolados cresceram no duplicado das placas colocadas em condicoes de
aerobiose, 0 que demonstrou que a auséncia de crescimento se deveu estritamente as condicoes
de anaerobiose a que foram sujeitos. Por outro lado, a auséncia de crescimento dos isolados
bacterianos no teste realizado em jarra de anaerobiose comprovou que a auséncia de
crescimento no meio semissolido de King B nao foi devido a insuficiéncia de cultura ao longo da
picada mas devido a auséncia de oxigénio. No entanto, esta situacdo ndo permite afirmar
tratarem-se de isolados aerodbios estritos, uma vez que estes isolados fermentaram os hidratos de
carbono no sistema APl 50CH, em condicdes de anaerobiose. Parece-nos que a auséncia de
crescimento em condicdes de anaerobiose se prende com as condi¢des a que as bactérias foram
sujeitas durante o ensaio.

Salientamos que a estirpe CFBP 1430 de E. amylovora, usada como controlo positivo,
cresceu debilmente, em ambos os ambientes.

Foi avaliada a mobilidade dos isolados que cresceram em condicdes de anaerobiose no
meio semissolido de King B (Tabela 9). Uma vez que o crescimento em anaerobiose é débil, o
estudo da mobilidade por esta metodologia nao se mostrou muito eficaz. Por este facto, a
mobilidade foi confirmada numa preparacao a fresco em gota pendente. Todos os isolados
apresentaram mobilidade mediante esta metodologia, conforme descrito por Raymundo & Ries
(1980a) para E. amylovora.

No que se refere ao crescimento a 36°C verifica-se que os isolados obtidos entre 2006 e
2009 (isolados EA 0010 a EA 0220) apresentavam crescimento 36 horas apos inoculacdo das
placas, sendo que os isolados obtidos em 2007 (isolados EA 0140 e EA 0150), 2008 (isolados EA
0160 a EA 0180) e 2009 (isolados EA 0190 a EA 0220) nao apresentaram crescimento a 39°C,
exceto o isolado EA 0170 (Tabela 9). Alguns isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a
EA 0440) manifestaram um crescimento fraco a 36°C, cinco dias apos inoculacdo, no entanto
todas as bactérias isoladas neste periodo mostraram paragem de crescimento a 39°C. O isolado
CFBP 1430 apresentou paragem de crescimento a 36°C.

Parece-nos de salientar que, de acordo com Holt et al. (1994), a bactéria cessa o seu
crescimento a 36°C, no entanto, dez anos mais tarde e fruto de ensaios interlaboratoriais, a
EPPO (2004) refere 39°C para a paragem do crescimento bacteriano. De realcar que durante este
periodo a bactéria se disseminou por zonas do mediterraneo, nomeadamente para Espanha, onde
os valores de temperatura sao bastante mais elevados que os verificados no centro da Europa.
Tal situacdo pode levar a presumir que a bactéria se tenha adaptado as novas condicdes
ambientais, passando a suportar temperaturas mais elevadas. Também poderemos deduzir que a
alteracao de 36°C para 39°C se pode dever a variabilidade existente entre os isolados, no que
respeita a temperatura, para a qual ocorre paragem de crescimento bacteriano. De referir ainda
que, no nosso estudo, as bactérias que cresceram a 39°C, foram isoladas de material vegetal
proveniente da regiao quente do interior do pais e as que pararam o crescimento a 36°C foram
isoladas a partir de material infetado do litoral centro, onde sao registadas temperaturas mais

amenas.
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Tabela 9. Crescimento em anaerobiose, mobilidade e crescimento a 36°C e 39°C.

£ o © £ © ©
Referéncia é :g _:-E g z .GE, i’ Referéncia é g :-f g ‘: E ‘Z
¢ & 5 S & " S S
Leitura (dias 7.0 Leitura (dias 7.0
apos 3.° ) (2) | 3.° | 5.° | 3.° | 5° apos 3.° ) (2) | 3.° | 5.° | 3.° | 5°
inoculagdo) inoculagao)
EA 0010 + + + + + EA 0230 - + - : -
EA 0020 + + + + + EA 0240 - + - : -
EA0030 + + + + + EA 0250 - + - - -
EA 0040 + + + + + EA 0260 - + - - -
EA 0050 + +R + + + EA 0270 + +R + + -
EA 0060 + + + + + EA 0280 - + - - -
EA 0070 + +R + + + EA 0290 + + + + -
EA 0080 + +R + + + EA 0300 - + + -
EA 0090 + +R + + + EA0310 - + + -
EA0100 + +R + + + EA 0320 - + - - -
EA0110 + +R + + + EA 0330 - + + -
EA0120 - + + + EA 0340 - + + -
EA 0130 + +R + + ? + EA 0350 - + - : -
EA0140 + +R + + - - EA 0360 + +R + - - -
EA0150 + +R + + - - EA 0370 - + + -
EA0160 + + + + - - EA 0380 - + - - -
EA 0170 + +R + + + EA 0390 + +R + + -
EA0180 + + + + - - EA 0400 - + + -
EA0190 + + + + - - EA0410 - + + -
EA 0200 - + + - - EA 0420 - + - - -
EA0210 + + + + - - EA 0430 - + + -
EA 0220 + + + + - - EA 0440 - + - - -
CFBP 1430 + +R + - - -

(1) Meio semissolido de King B.
(2) Gota pendente.
+ R - Mobilidade reduzida.

4.3 Sistemas API 20E e 50CH

Na Tabela 10 encontra-se registada a leitura padronizada pela EPPO (2004) para o API 20E e
preconizada pela EPPO (s/d) para o APl 50CH, para Erwinia amylovora, e a leitura obtida para a
estirpe CFBP 1430 (controlo positivo).

A empresa bioMérieux recomenda, na preparacdo da suspensao de inoculacdo para as
Enterobacteriaceae, o uso do meio API 50CHB/E, ao invés do meio Ayers padronizado pela EPPO
(2004). O primeiro usa o vermelho de fenol como indicador e o segundo o azul de bromotimol. Os
resultados obtidos com a estirpe CFBP 1430, utilizando o meio APl 50CHB/E, mostraram-se
coerentes com os propostos pela EPPO para E. amylovora. Assim, entendeu-se que poderia ser

usado o meio API 50CHB/E na preparacao das suspensoes de inoculacao.
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Tabela 10. Leitura dos sistemas de identificacao APl 20E e APl 50CH padronizada pela EPPO para Erwinia amylovora e
leitura da estirpe CFBP 1430 (controlo positivo).

Leitura Leitura
R i CFBP 1430 Parametros do teste API . CFBP 1430
Parametros do teste API 20E expectavel 50CH expectavel
48h 24h | 48h 72h 24h | 48h | 72h
ONPG [nitrofenil galactopiranosida variavel - - LARA |L-arabinose + - - +
ADH  [L-arginina - (ou fraco +) - - RIB D-ribose + - - +
LDC |L-lisina - - - DXYL |D-xilose variavel
ODC ([L-omitina - - - GAL D-galactose variavel + +
CIT |citrato de sédio - - - GLU  |D-glucose + + + +
H2S [tiossulfato de sodio - - - FRU D-frutose + * + +
URE |ureia - - - MNE  |D-manose variavel
TDA  |L-triptofano - - - MAN D manitol + + +
IND  [indol - - - SOR D-sorbitol + + +
VP piruvato de sodio + (ou variavel)| + + NAG [N-acetilglucosamina + + + +
GEL |[gelatina variavel - - MEL  [D-melibiose variavel
GLU [D-glucose + + + SAC D-sacarose + + + +
MAN  [D-manitol variavel + + TRE D-trealose + - + +
INO [|inositol variavel - - GEN B-gentiobiose + + +
SOR  [D-sorbitol variavel + +
RHA  |L-ramnose - - -
SAC D-sacarose + + +
MEL [D-melibiose - (ou fraco +) - -
AMY  [amigdalina - - -
ARA  [L-arabinose + (oualguns -)| + +
004 oxidase - - -

Na Tabela 11 apresentam-se as leituras, nos sistemas API 20E e APl 50CH, obtidas nos
isolados em estudo, registadas as 48 e 72 horas, respetivamente. A inscricdo “CFBP 1430”
respeita a coincidéncia dos resultados obtidos entre a estirpe CFBP 1430 e o isolado em estudo,
enquanto o registo “EPPQO” se refere ao cumprimento do registo padronizado pela EPPO. Sempre
que se verificaram desvios relativamente a leitura padronizada pela EPPO, assinalaram-se o
numero de testes desviantes. Na Figura 9 pode observar-se o resultado do sistema API 20E para o
isolado EA 0310 e do teste API 50 CH para o isolado EA 0300.
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Figura 9. Resultado dos testes API 20E, para o isolado EA 0310 e API 50 CH para o isolado EA 0300.
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Os isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440) expressaram o resultado
esperado pela EPPO para E. amylovora, nos dois sistemas API, sendo que, em muitas situacdes,
as leituras dos testes foram coincidentes com as leituras efetuadas para a estirpe de controlo
(CFBP 1430).

Algumas bactérias isoladas entre 2007 e 2009 (isolados EA 0140 a EA 0220) evidenciaram
concordancia com a leitura expectavel no APl 50CH, no entanto a leitura do APl 20E mostrou

sempre alguma discordancia relativamente a leitura padronizada pela EPPO.

Tabela 11. Leitura dos isolados nos sistemas de identificacao API 20E e 50CH.

Referéncia API 20E APl 50 CH Referéncia API 20E APl 50 CH
EA 0010 2 dif 1 dif EA 0230 CFBP 1430 EPPO
EA 0020 3 dif 2 dif EA 0240 CFBP 1430 EPPO
EA 0030 3 dif EPPO EA 0250 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0040 3 dif 3 dif EA 0260 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0050 6 dif 3 dif EA 0270 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0060 3 dif n. a. EA 0280 EPPO CFBP 1430
EA 0070 3 dif n. a. EA 0290 EPPO CFBP 1430
EA 0080 3 dif 3 dif EA 0300 EPPO CFBP 1430
EA 0090 3 dif n. a. EA 0310 EPPO EPPO
EA 0100 3 dif 2 dif EA 0320 EPPO CFBP 1430
EA0110 3 dif 2 dif EA 0330 EPPO EPPO
EA 0120 3 dif 1 dif EA 0340 EPPO CFBP 1430
EA 0130 1 dif 4 dif EA 0350 EPPO CFBP 1430
EA 0140 1 dif 2 dif EA 0360 EPPO CFBP 1430
EA 0150 4 dif EPPO EA 0370 CFBP 1430 EPPO
EA 0160 2 dif EPPO EA 0380 EPPO CFBP 1430
EA 0170 2 dif 1 dif EA 0390 CFBP 1430 EPPO
EA 0180 3 dif EPPO EA 0400 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0190 3 dif EPPO EA 0410 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0200 3 dif 1 dif EA 0420 EPPO CFBP 1430
EA 0210 3 dif EPPO EA 0430 CFBP 1430 CFBP 1430
EA 0220 3 dif EPPO EA 0440 EPPO EPPO

(n.a.) - ndo avaliado; (dif ) - nUmero de testes diferentes relativamente ao padronizado pela EPPO.

As diferencas resultaram, fundamentalmente, da utilizacdo do citrato de sddio, da L-
ramnose e da amigdalina (Tabela 12). No que se refere a utilizacdo destes compostos, a EPPO
(2012b) refere que mais de 90 % dos isolados apresentam um comportamento negativo para
aqueles testes, o que leva a crer que alguns isolados portugueses podem fazer parte do grupo de
isolados minoritarios, no que respeita a utilizacdo do citrato de sédio, da L-ramnose e da
amigdalina. De referir que Atanasova et al. (2007) identificaram perfis positivos para a L-
ramnose em 30% dos isolados estudados e Cabrefiga (2004) identificou 6% dos isolados com perfis

positivos para a utilizacao do citrato de sédio, da L-ramnose e da amigdalina.
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Tabela 12. Codigos API 20E obtidos nos isolados.

g ° g

g| g 3|3 o| |3 o " 5 8
8| £ © s |0 |8 s © v |3 s 2|88 |2 |8 a B
218 |Elels el Sl BIE (5 s 2|2 e lel2|5la (el e | @
° S »IFg|E[sla |2 [E|l3|3|8[2|& |E5|ls|&|&8|L | (|[C |3 =

G O A e A R 0 T o =0 0 I s S - 0 O - - B *

ONPG|ADH |LDC|ODC|CIT| H2S [URE|TDA|IND| VP |GEL|GLU|MAN|INO [SOR|RHA|SAC|MEL|AMY|ARA| OX

8 + + + + + + 0005522| 18,6
5 +| o+ + + + + + 0007522 11,6
4 + + + + + + 1004522 9,3 51,2
3 + + - + - + - - + - | 0004522 7,0
2 + + + + + + + 3004522| 4,7
3 + - - -+ : - : N N R + - - | +| + + + | - | 1204173 7,0
2 + - - -+ - - - N N R + |+ - + | o+ - + + | - | 1204333 4,7
2 + - - - + - - - - - - + + - + + + + + + - | 1204573 4,7
2 + R R R + R - - - + - + + - - + + - + + - | 1205133 4,7
1 + + + + + | o+ + 0204171 2,3
1 + - - - - - - - - - - + + - - + + | - + + - | 1004133] 2,3
1 + - - - - - - - - - - + + | o+ + + + | - + + - | 1004733 2,3
1 + - - - - - - - N - - + + - - + + + + + - | 1005173 2,3 483
1 + - - - - - - - [ N I I I I + + 1 -] 1007363 2,3
1 + - - -+ : - : N N R + |+ - PO i + + 1 -] 1204373 2,3
1 + - - -+ - - - o+ - +| o+ - - + |+ +| o+ + 1 -] 1205173 2,3
1 + - - -+ - - - B N I + B + + | -] 1205573 2,3
1 + - - - + - + - - - - + + - + + + |+ + + - | 1214573] 2,3
1 + + - - + - - - - - - + + - + + + + + + - | 3204573 2,3
1 + + - - + - - - N - + + - - + + + + + - | 3205173 2,3
1 + + + + + - + - - - - + + |+ - + + - + + - | 73143331 2,3

(+) - reacao positiva; (-) - reacao negativa.

Dos 43 isolados amostrados resultaram 21 codigos APl 20E, sendo que 51% dos isolados se
distribuiram em cinco codigos correspondentes a leituras padronizadas pela EPPO.

Os estudos efetuados por Donat et al. (2005), com 48 isolados espanhois e 13 isolados de
referéncia, mostraram também uma falta de homogeneidade quanto ao sistema APl 20E, dado
que a amostra estudada se distribuiu por sete codigos, alguns deles apenas com um isolado.
Apenas os codigos 0005522 e 0007522 foram obtidos nos isolados espanhois e portugueses. No
estudo de Donat et al. (2005), o primeiro foi encontrado em 31,5% da amostra e o segundo em
3%. O codigo 1005522, com maior expressao nos isolados espanhois e de referéncia (48%), nao foi
identificado nos isolados portugueses. A estirpe CFBP 1430 apresentou o cddigo 0005522 bem
como 18,2% dos isolados em estudo. Este foi também o perfil mais frequente obtido nos estudos
de Mergaert et al. (1984) e de acordo com Donat et al. (2005) nos estudos de Vantomme et al.
(1986).

Da diversidade de perfis encontrados neste estudo e por diversos autores, depreende-se
que o resultado do teste APl 20E nao podera ser usado isoladamente para identificar E.
amylovora, no entanto mostra-se (til, desde que associado a outros testes, para a sua presumivel
identificacao (Donat et al., 2005).

O isolado EA 0140, fluorescente em King B, apresentou o codigo 2206062, ao qual
corresponde uma boa identificacdo para o género Pseudomonas.

No que concerne aos resultados do sistema APl 50CH, verificou-se que 72,5% dos isolados

cumpriram o padronizado pela EPPO (Tabela 13), sendo que 45% responderam aos testes da
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mesma forma que a estirpe CFBP 1430. Os desvios relativamente ao padronizado pela EPPO
foram encontrados na D-frutose, D-sorbitol, N-acetilglucosamina, D-trealose, D-sacarose e B-
gentiobiose. Salientamos no entanto que, em 15% dos isolados, a reacao para aqueles testes foi
duvidosa, dado que as galerias apresentaram uma coloracao alaranjada. O isolado EA 0140
apresentou reacao negativa para a D-xilose, N-acetilglucosamina, D-melibiose e B-gentiobiose,
Unico isolado que apresentou, simultaneamente, reacdo negativa para aqueles testes, situacao

gue nao é de estranhar por nédo se tratar de um presumivel isolado de E. amylovora.

Tabela 13. Resultado do API 50CH para os isolados estudados.

©
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LARA [ RIB [DXYL [ GAL | GLU [ FRU[MNE [MAN| SOR | NAG |MEL|SAC [TRE|GEN
+ + + + + - + + + + + + 18| 45,0
+ + + + + + - + + + + + + 3 7,5
72,5
+ + + + + + - + + + + + + + 1 2,5
+ + + + + + + + + + + + + + 7| 17,5
+ + + + + | -fr|] + + - fr + + + | -fr]| -fr 1 2,5
+ + + + + + + + - fr + + + + | -fr 1 2,5
+ + + + + + + + - fr + + | -fr| + - fr 1 2.5
. 15,0
+ + + + + + + + - fr - fr + + + | -fr 1 2,5
+ + - - + + + + + + + + + | -fr 1 2,5
+ + + + + + + + - fr - fr + + | -fr| + 1 2,5
+ + + + + + + + - - fr + + + + 1 2,5
+ + + + + + + + - + + + + | -fr 1 2,5 12,5
+ + + + + + + + - + + + + + 3 7,5
(+) - reacao positiva; (-) - reacao negativa; (- fr) - reacao negativa fraca

4.4 Detecdao molecular por PCR

No teste PCR, segundo a metodologia descrita por Bereswill et al. (1992), foram obtidas
amplificacdées a 1000 bp, para 28 amostras. O intervalo da amplificacdo obtido obedece ao
estipulado pela EPPO (2004) para Erwinia amylovora. Também Yaich et al. (2011) obtiveram
amplificacdo das bandas a 1000 bp com os mesmos primers.

As concentracoes amplificadas variaram entre 3,2x10% e 1,1x10° ufc.mL”, exceto para os
isolados EA 0300 e EA 0410 cujos duplicados foram amplificados a menores concentracoes
durante a realizacdo do ensaio prévio de PCR. No entanto, as concentracdes amplificadas
variaram, frequentemente, entre 10* e 10® ufc.mL™" (Anexo XVII).

A Figura 10 ilustra a separacao eletroforética obtida para seis isolados, sendo cada isolado

amplificado para as concentracdes de 10* e 10°. Apenas a banda do duplicado da amostra EA
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0380, na concentracdo 10%, ndo foi visivel, provavelmente devido a algum problema ocorrido
durante o processo de amplificacdo. Esta situacdo vem comprovar a necessidade de proceder a

realizacao do teste PCR em duplicado.

»
»

Amplificacao a 1000 bp

ANN hn

Figura 10. Separacéo eletroforética. Pocos: 2 e 3 - CFBP 1430 (2,6x10° e 2,6x10* ufc.mL™"); 4 e 5 - EA 0340 (3,5x10° e
3,5x10% ufc.mL™); 6 e 7 - EA 0350 (5,7x10° e 5,7x10* ufc.mL™); 8 e 9 - EA 0360 (4,1x10° e 4,1x10* ufc.mL™); 10 e 11 -
EA 0370 (1,4x10° e 1,4x10* ufc.mL™); 12 e 13 - EA 0380 (3,8x10° e 3,8x10* ufc.mL™); 14 - controlo sem DNA; 1 e 15 -
marcador de DNA de 100 bp.

As 28 amostras positivas foram isoladas das cultivares de macieira Bravo de Esmolfe;
Golden Rendres e Royal Gala e das cultivares de pereira Rocha e Passe Crassane. A percentagem
de testes positivos aumentou de 15% em 2006 para 100% em 2011 (Tabela 14). A percentagem
total de testes positivos, pela metodologia de Bereswill et al. (1992), foi de 65%. Salientamos
porém que, a metodologia usada neste trabalho se baseia no uso de primers das sequéncias
plasmidicas do pEA29 e que de acordo com Llop et al. (2006) existem isolados patogénicos de E.
amylovora que nao apresentam aquele plasmideo. Nestas situacdes devem ser amplificadas as
sequéncias dos genes cromossomicos ams, RNA r16S ou RNA r23S (Palacio-Bielsa et al., 2009;

Powney et al., 2011).

Tabela 14. Resultado do teste PCR, pela metodologia convencional de Bereswill et al. (1992).

Ano
isolamento

2006

2007

2008

2009

2010

2011

Espécie

Macieira

Pereira

Macieira

Pereira

Macieira

Pereira

Macieira

Pereira

Macieira

Pereira

Macieira

Pereira

Total

N.° isolados
testados

10

3

1

0

3

0

4

0

0

5

6

1

43

N.° isolados
positivos

Percentagem
resultados
positivos

20

33

75

11

28

100

100

100

Percentagem
resultados
positivos

15

33

75

100

100

Percentagem
resultados
positivos

65

4.5 Teste de patogenicidade

Na Tabela 15 apresentam-se os resultados do teste de patogenicidade, efetuado em peras e
nésperas imaturas. O teste foi considerado positivo sempre que ocorreu a producao de exsudado
bacteriano (Figuras 11 e 12). O nimero de dias ap6s a inoculacdao em que o exsudado foi visivel

encontra-se também registado na Tabela 15.
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Salienta-se que os isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440),
inoculados em pera e néspera, produziram infecées, de um modo geral, mais rapidamente do
que os isolados obtidos entre 2006 e 2009 (isolados EA 0010 a EA 0220). Tanto as peras como as
nésperas, inoculadas com a estirpe CFBP 1430, revelaram aparecimento de exsudado bacteriano

ao 3.° dia apds inoculagao.

Tabela 15. Resultados do teste de patogenicidade em frutos imaturos.

orgso Concentragdo | Patogenicidade Orgso Concentragdo | Patogenicidade
Referéncia inoculado stfspenséo de (dias ap6s Referéncia inoculado suspensao de (dias apos
inoculacao inoculagéao) inoculagao inoculagao)
EA 0010 néspera (1) 0,9x10° - EA 0230 néspera (1) 0,7x10° +(3.9)
EA 0020 néspera (1) 1,0x10° - EA 0240 pera (2) n.a. +(4.°)
EA0030 | néspera (3) 0,9x10° +(6.2)* EA 0250 néspera (3) 0,6x10° +(3.9
EA 0040 néspera (1) 0,9x10° - EA 0260 pera (2) n.a. +(6.°)
EA 0050 néspera (1) 0,7x10° - EA 0270 pera (2) n.a. +(6.°)
EA0060 | néspera (1) 0,7x10° . EA 0280 pera (2) 0,6x10° +(3.9)
EA0070 | néspera (3) 0,8x10° +(6.2)* EA 0290 pera (2) 0,7x10° +(3.9
EA 0080 néspera (1) 0,6x10° - EA 0300 pera (2) 0,7x10° +(3.9)
EA 0090 néspera (1) 0,8x10° - EA 0310 pera (2) 0,7x10° +(3.9)
EA 0100 néspera (1) 0,7x10° - EA 0320 pera (2) 1,0x10° +(3.9)
EA0110 | néspera (1) 0,7x10° - EA 0330 pera (2) 0,7x10° +(3.9
EA 0120 néspera (1) 0,9x10° +(7.°) EA 0340 pera (2) 0,5x10° +(7.°)
EA0130 | néspera (3) 0,9x10° - EA 0350 pera (2) 0,8x10° +(3.9)
EA 0140 néspera (1) 0,7x10° - EA 0360 pera (2) 1,1x10° + (3.9
EA 0150 néspera (1) 0,8x10° - EA 0370 pera (2) 0,9x10° +(3.9)
EA 0160 néspera (1) 0,7x10° +(13.°) EA 0380 pera (2) 0,6x10° +(3.9)
EA 0170 néspera (1) 0,7x10° +(13.°) EA 0390 pera (2) 0,7x10° +(5.9)
EA 0180 néspera (1) 0,7x10° +(5.9) EA 0400 pera (2) 0,9x10° +(3.9)
EA 0190 néspera (1) 0,9x10° +(7.°) EA 0410 pera (2) 1,0x10° +(3.9)
EA0200 | néspera (3) 0,7x10° +(7.2)* EA 0420 pera (2) 0,7x10° +(6.°)
EA0210 néspera (1) 0,8x10° + (4.9 EA 0430 pera (2) 0,7x10° +(3.9)
EA 0220 néspera (3) 0,7x10° +(7.9)* EA 0440 pera (2) 0,8x10° +(3.9)
(1) inoculacéo em frutos inteiros. néspera (1) 1,0x10° +(3.°)
(2) inoculacao em frutos fatiados. CFBP 1430 pera (2) 0,83x10° +(3.9)
(3) inoculacao em frutos inteiros e frutos fatiados. -
(n.a.) ndo avaliado. néspera (3) 0,7x10° + 39

(+) teste positivo.

(-) teste negativo.

(* ) exsudado de fraca evolucao ao longo dos dias
seguintes.

Dos 43 isolados amostrados, 32 produziram infecées em frutos imaturos. Sendo que, 100%
dos isolados obtidos entre 2008 e 2011 (isolados EA 0160 a EA0440) provocaram patogenicidade
em frutos imaturos de espécies sensiveis ao fogo bacteriano, com a producdo de exsudado
bacteriano (Tabela 16). Em 2006 (isolados EA 0010 a EA 0130) apenas 3 isolados se mostraram
patogénicos, correspondendo a 23% de amostras positivas.

Salienta-se que os isolados EA 0030, EA 0070, obtidos em 2006, e os isolados EA 0200 e EA
0220, obtidos em 2009, produziram menos quantidade de exsudado que os restantes isolados
positivos no teste de patogenicidade. Os ensaios de Powney et al. (2011) mostraram isolados

bacterianos de E. amylovora nao produtores de exsudado em frutos imaturos.
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Figura 11. Presenca de exsudado em peras imaturas ao 4.° (A) e 7.° dia (B) apds inoculacdo com o isolado EA 0330 e
controlo positivo com a estirpe CFBP 1430 (C) e controlo negativo com PBS ao 5.° dia ap6s inoculacéo (D).

0 isolado EA 0140, fluorescente em King B, nao provocou exsudado nos frutos imaturos de

néspera, atuando como um controlo negativo para este teste.

F H

Figura 12. Presenca de exsudado em nésperas imaturas ao 13.° dia apds inoculacdo com o isolado EA 0120 (A, B e C),
controlo positivo com a estirpe CFBP 1430 (D e E) e controlo negativo com PBS (F, G e H).

A patogenicidade dos isolados obtidos em 2011 (isolados EA 0280 a EA 0440) foi avaliada
em fatias de peras imaturas, da cultivar Williams Rouge, com cerca de 3 cm de diametro e da
cultivar Williams, com comprimento longitudinal aproximado de 8 cm, ambas cultivares sensiveis
ao fogo bacteriano. Pode-se observar que em 65% das amostras, o aparecimento de exsudado
ocorreu cerca de 2 a 3 dias (valor médio de 2,4 dias) mais cedo nas fatias de pera com 3 cm de
didametro do que nas fatias de pera com 8 cm de comprimento longitudinal (Anexo XVIII). Esta
situacdo esta de acordo com o descrito na bibliografia no que se refere ao aumento de
resisténcia com a idade do orgao (Lopez et al., 2009).

Por terem sido inoculados poucos isolados, ndo foi possivel evidenciar diferencas no tempo

de aparecimento dos exsudados bacterianos em fatias e frutos inteiros de néspera.
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Tabela 16. Amostras positivas no teste de patogenicidade, para Erwinia amylovora, em cada ano de isolamento.

Ano isolamento 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Espécie Macieira|Pereira|Macieira|Pereira|Macieira|Pereira|Macieira|Pereira|Macieira|Pereira|Macieira|Pereira

Total

N.° isolados testados 10 3 1 0 3 0 4 0 0 5 6 11 43

N.° isolados positivos 1 0 0 3 2 5 6 11 28

Percentagem
resultados positivos

10 0 0 100 50 100 100 100 65

N.° isolados positivos
fracos

Percentagem
resultados positivos 20 0 0 0 50 0 0 0 9
fracos

Percentagem
resultados positivos + 23 0 100 100 100 100

positivos fracos

Percentagem
resultados positivos + 74
positivos fracos

4.6 Identificacao de E. amylovora

De acordo com EPPO (2004) e EPPO (2012b), a identificacdo da bactéria Erwinia amylovora deve
assentar na combinacdo de dois testes baseados em diferentes carateristicas do agente
patogénico, como sejam, os testes bioquimicos, serologicos ou moleculares e sempre que se
entenda necessario, no teste de patogenicidade. Atendendo a este pressuposto e face aos
resultados obtidos nos diferentes testes, para os isolados estudados, podemos inferir que os
isolados EA 0230 a EA 0440 (22 isolados) respeitam a bactéria E. amylovora (Tabela 17).
Salientamos, porém, que alguns destes isolados ndo revelaram crescimento em anaerobiose nas
condicles testadas e apresentaram ligeiro crescimento a temperatura de 36°C, mas paragem de
crescimento a 39°C.

Ja os isolados EA 0160, EA 0190, EA 0200 e EA 0220 cresceram em condicées de
anaerobiose, a excecdo do isolado EA 0200, apresentaram paragem de crescimento microbiano a
39°C e evidenciaram amplificacdo a 1000 bp. Apresentaram um padrao bioquimico, para o API 50
CH conforme esperado, salvo o isolado EA 0200 que se mostrou negativo fraco no teste da B-
gentiobiose (Anexo XIX), no entanto, o comportamento bioquimico evidenciado no APl 20E
mostrou diferencas no que respeita a utilizacdo do citrato de sodio, da L-ramnose e da
amigdalina (Anexo XX). Por este facto, parece necessario avaliar a resposta ao teste de
patogenicidade. Da observacao da Tabela 15 verificamos que os 4 isolados produziram exsudados
bacterianos em nésperas imaturas entre o 7.° e o 13 dia, o que parece indicar que esta presente
a E. amylovora. De acordo com Milagro Lopez (comunicacao pessoal, 2012), até a data apenas se
conhece a E. amylovora a capacidade de produzir exsudado bacteriano em frutos imaturos.

Salienta-se que os isolados EA 0200 e EA 0220 produziram menos exsudado.
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Tabela 17. Resumo do resultado dos testes.

< £ © © - ©
Referéncia 292 g’ '§ = |8 : £ °: i R g £
a .® o s a a|c m|c ™ o T 2 g
58 [RE 2 | < = |8 | £
S 5 O o o a
EA 0010 pouco carateristica + + + + 2 dif 1 dif
EA 0020 pouco carateristica + + + + 3 dif 2 dif
EA 0030 carateristica + + + + 3 dif EPPO + +
EA 0040 pouco carateristica + + + + 3 dif 3 dif
EA 0050 pouco carateristica + + + + 6 dif 3 dif
EA 0060 pouco carateristica + + + + 3 dif n. a.
EA 0070 pouco carateristica + + + + 3 dif n. a. +
EA 0080 pouco carateristica + + + + 3 dif 3 dif
EA 0090 pouco carateristica + + + + 3 dif n. a.
EA 0100 pouco carateristica + + + + 3 dif 2 dif
EAO0110 pouco carateristica + + + + 3 dif 2 dif
EA0120 carateristica + + + 3 dif 1 dif + +
EA0130 carateristica + + + + 1 dif 4 dif
EA 0140 fluorescente emKing B + + + 1 dif 2 dif
EA 0150 carateristica + + + 4 dif EPPO
EA 0160 carateristica + + + 2 dif EPPO + +
EAO0170 pouco carateristica + + + + 2 dif 1 dif +
EA 0180 pouco carateristica + + + 3 dif EPPO +
EA 0190 carateristica + + + 3 dif EPPO + +
EA 0200 carateristica + + 3 dif 1 dif + +
EA 0210 carateristica + + + 3 dif EPPO +
EA 0220 carateristica + + + 3 dif EPPO + +
EA 0230 muito carateristica + CFBP 1430 EPPO + +
EA 0240 muito carateristica + CFBP 1430 EPPO + +
EA 0250 muito carateristica + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0260 muito carateristica + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0270 muito carateristica + + + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0280 muito carateristica + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0290 muito carateristica + + + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0300 muito carateristica + + EPPO CFBP 1430 + +
EA0310 muito carateristica + £ EPPO EPPO + +
EA 0320 muito carateristica + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0330 muito carateristica + + EPPO EPPO + +
EA 0340 muito carateristica + + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0350 muito carateristica + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0360 muito carateristica + + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0370 muito carateristica + + CFBP 1430 EPPO + +
EA 0380 muito carateristica + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0390 muito carateristica + + + CFBP 1430 EPPO + +
EA 0400 muito carateristica + + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0410 muito carateristica + + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0420 muito carateristica + EPPO CFBP 1430 + +
EA 0430 muito carateristica + + CFBP 1430 CFBP 1430 + +
EA 0440 muito carateristica + EPPO EPPO + +
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Os isolados EA 0030 e EA 0120 apresentaram utilizacdo de citrato de sodio, L-ramnose e
amigdalina, sendo que o primeiro apresentou o padrao esperado em APl 50 CH e o segundo
mostrou-se negativo no teste do sorbitol. Os isolados foram amplificados a 1000 bp pela
metodologia de Bereswill et al. (1992) (Anexo XVII) e apresentaram exsudados bacterianos em
nésperas imaturas aos 6.° e 7.° dias ap6s inoculacao (Tabela 15), sendo que o isolado EA 0030 se
mostrou menos patogénico. Ambos os isolados cresceram a 39°C, contra o descrito na
bibliografia. Os isolados EA 0070, EA 0170, EA 0180 e EA 210 mostraram-se semelhantes aos
anteriores no que respeita aos sistemas API, sendo que os dois primeiros isolados crescem a 39°C
enquanto os segundos revelam paragem de crescimento para aquela temperatura. As colonias
mostraram-se atipicas por serem demasiado mucoides e pouco domadas No teste de
patogenicidade surgiram aparecimento de exsudados bacterianos a partir do 4.°dia apos
inoculacao (Figura 13), mas nenhum deles foi amplificado com os primers A e B de Bereswill et
al. (1992). Esta metodologia baseia-se no uso de primers das sequéncias plasmidicas do pEA29 e
existem isolados patogénicos de E. amylovora que nao apresentam aquele plasmideo. Uma vez
que nao foram testadas as sequéncias dos genes cromossomicos ams, RNA r16S ou RNA r23S, os
isolados que se apresentaram negativos, pela metodologia de Bereswill et al. (1992), poderao ser
apenas falsos negativos devido a auséncia do plasmideo pEA29 ou devido a falta de eficacia da

metodologia.

~ EA 0070 EA 0170 EA 0180 EA 0210

Figura 13. Presenca de exsudado em nésperas imaturas, ao 13.° dia apos inoculacéo, com os isolados EA 0070, EA 0170,
EA 0180 e EA 0210.

Os isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440), inoculados em pera ou
néspera, produziram, de um modo geral, infecdes mais rapidamente do que os isolados obtidos
entre 2006 e 2009 (isolados EA 0010 a EA 0220), o que leva a presumir tratarem-se de estirpes
mais virulentas.

Tal como previsto, o isolado EA 0140, fluorescente em King B, nao foi amplificado com os
primers A e B de Bereswill et. al. (1992) e nao provocou a formacao de exsudados bacterianos
em frutos imaturos, uma vez que, de acordo com o perfil APl 20E, sera presumivelmente
Pseudomonas sp.

Dos 43 isolados estudados, 26 % mostraram-se presumivelmente negativos nos testes de
identificacao para E. amylovora, uma vez que se revelaram, simultaneamente, negativos no

teste de patogenicidade e na amplificacdo com os primers de Bereswill et al. (1992).
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5 Conclusoes

A analise da caraterizacao fenotipica e genotipica de isolados de Erwinia amylovora, obtidos em
Portugal, desde o aparecimento dos primeiros focos de fogo bacteriano, detetados em 2006, e
nos anos sucessivos até 2011, permitiu chegar as conclusdes que a seguir se enunciam.

Dos 44 isolados avaliados, 22 (isolados EA 0230 a EA 0440) apresentaram resultados
coincidentes com o expectavel para E. amylovora.

Os isolados EA 0160, EA 0190, EA 0200 e EA 0220 evidenciaram amplificacao a 1000 bp,
apresentaram um padrdo bioquimico, para o APl 50CH conforme esperado, salvo o isolado EA
0200 que se mostrou negativo fraco no teste da B-gentiobiose, mas o comportamento bioquimico
no APl 20E mostrou diferencas no que respeita a utilizacdo do citrato de sodio, da L-ramnose e
da amigdalina. Os 4 isolados produziram exsudados bacterianos em nésperas imaturas entre o 7.°
e o 13.° dias, o que leva a depreender que sao E. amylovora, apesar de os isolados EA 0200 e EA
0220 terem produzido menos exsudado. Os isolados EA 0030 e EA 0120 apresentaram utilizacao
do citrato de sddio, da L-ramnose e da amigdalina, sendo que o primeiro apresentou o padrao
esperado em APl 50CH e o segundo se mostrou negativo no teste do sorbitol. Os isolados foram
amplificados a 1000 bp pela metodologia de Bereswill et al. (1992) e apresentaram exsudados
bacterianos em nésperas imaturas ao 6.° e 7.° dias apds inoculacao, sendo que o isolado EA 0030
se mostrou menos patogénico. Ambos os isolados cresceram a 39°C, contra o descrito na
bibliografia. Esta evidéncia leva-nos a sugerir a possibilidade de alguns isolados portugueses
poderem crescer a temperaturas superiores a 39°C. Os isolados EA 0070, EA 0170, EA 0180 e EA
210 mostraram-se semelhantes aos anteriores no que respeita aos sistemas API, sendo que os
dois primeiros isolados crescem a 39°C, enquanto os segundos revelam paragem de crescimento
para aquela temperatura. As colonias mostraram-se atipicas por serem demasiado mucoides e
pouco domadas No teste de patogenicidade verificou-se o aparecimento de exsudados
bacterianos a partir do 4.°dia apos inoculacdo, mas nenhum deles foi amplificado com os primers
de Bereswill et al. (1992). Considera-se de interesse, para confirmacao, efetuar amplificacées
através de outras metodologias.

Dos 43 isolados estudados, 26 % mostraram-se presumivelmente negativos nos testes de
identificacao para E. amylovora, uma vez que se revelaram, simultaneamente, negativos no
teste de patogenicidade e na amplificacao com os primers de Bereswill et al. (1992).

0 isolado EA 0140, fluorescente em King B, sera presumivelmente pertencente ao género
Pseudomonas.

Os isolados obtidos em 2010 e 2011 (isolados EA 0230 a EA 0440), inoculados em pera e
néspera, produziram, de um modo geral, infecoes mais rapidamente do que os isolados obtidos
entre 2006 e 2009 (isolados EA 0010 a EA 0220), o que leva a presumir tratarem-se de estirpes
mais virulentas.

Nem todos os isolados se mostraram anaerobios facultativos nas condicdes ensaiadas. Tal
situacdo nao permite afirmar tratarem-se de isolados aerobios estritos, uma vez que estes

isolados fermentaram os hidratos de carbono no sistema API 50CH, em condicOes de anaerobiose.
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No que se refere a paragem de crescimento a 36°C, apenas 25% dos isolados evidenciaram
paragem de crescimento para este valor de temperatura. Constatou-se que aquele ndmero
aumentou para 68% quando os isolados foram sujeitos a uma temperatura de 39°C. Considera-se
de interesse continuar estes estudos, uma vez que poderdao demonstrar uma adaptacao da
bactéria as nossas condicoes climaticas. Se tal aconteceu, em condicdes favoraveis de humidade,
a bactéria podera provocar infecoes a temperaturas mais elevadas do que o inicialmente
previsto.

A utilizacao do citrato de sddio, da L-ramnose e da amigdalina, evidenciada em alguns
isolados, aponta para o facto de alguns isolados portugueses pertencerem ao grupo minoritario
de estirpes que utilizam aqueles compostos.

Os isolados estudados mostraram-se pouco homogéneos no que respeita a caraterizacdo
bioquimica efetuada no sistema APl 20E, dado que resultaram 21 codigos. Da diversidade de
perfis encontrados, depreende-se que o resultado do teste APl 20E nao podera ser usado
isoladamente para identificar E. amylovora, no entanto, pode ser (til desde que associado a
outros testes.

No teste de patogenicidade, o aparecimento de exsudado bacteriano ocorreu cerca de 2 a
3 dias mais cedo em peras de 3 cm de diametro comparativamente a peras com comprimento
longitudinal aproximado de 8 cm.

Entendemos que os isolados estudados deverdao ser amplificados através de outras
metodologias, para confirmacao de alguns resultados obtidos nos nossos ensaios, assim como
para determinacdo dos perfis filogenéticos. Esta determinacdo poderia permitir conhecer a
origem geografica dos isolados estudados.

Consideramos de interesse continuar os estudos de caraterizacao fisiologica, bioquimica e
molecular dos isolados portugueses, pois o conhecimento da bactéria Erwinia amylovora, nas

nossas condi¢des, contribuira para um melhor controlo e erradicacéo.
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Anexos

Anexo |. Distribuicao mundial do fogo bacteriano

(adaptado de EPPO PQR - informacao gerado a 10.01.2012)

Europa América
Albania B Letonia C Bermuda D
Alemanha B Lituania B Canada A
Arménia B Luxemburgo B Estados Unidos A
Austria C Macedodnia A Guatemala D
Bélgica B Moldavia A México B
Bielo-RUssia C Montenegro D
Bosnia e Herzgovinia B Noruega B
Bulgaria B Polonia B Asia
Chipre A Reino Unido B Irdao B
Croacia B Républica Checa B Israel A
Dinamarca B Roménia A Jordania D
Eslovaquia C Sérvia B Libano A
Eslovénia B Suécia B Siria B
Espanha B Suica B
Franca B Turquia A
Grécia A Africa
Holanda A Algéria C
Hungria B Oceania Egito B
Irlanda C Nova Zelandia B Marrocos B
Italia B

A - Presente, amplamente distribuida; B - Presente, distribuicdo restringida; C - Presente, pouco frequente; D - Presente,

sem detalhes
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Anexo Il. Hospedeiros de Erwinia amylovora

(EPPO PQR - informacao gerada a 10.01.2012)

Principais Secundarios Silvestres Inoculagéao artificial

Cotoneaster dammeri Amelanchier canadensis

Cotoneaster lucidus Cotoneaster

Cotoneaster moupinensis Cydonia oblonga

Cotoneaster x watereri Malus

Crataegus oxyacantha Pyracantha

Pyracantha crenatoserrata Sorbus

Sorbus aria
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Anexo lll. Suscetibilidade varietal de macieira e pereira ao fogo

bacteriano

Suscetibilidade varietal da macieira (adaptado de Van der Zwet et al., 2012 e Palacio-Bielsa et

al., 2009)

Pouco sensivel

Medianamente sensivel

Muito sensivel

Arkansas Black
Boskoop
Delicious (Red)
Early Red One
Glockenapfel
Haralson
Jamba

Jugol

Liberty
Lysgolden
Maigold
Manter

Nova

Ontario
Oregon Spur
Priam

Prima

Priscilla
Quinte

Red Chief
Redfree
Reinette Blanca
Sir Prize
Splendor
Starkimson
Starking Delicious
Topred

Winesap

Alkmene
Baldwin

Ben Davis
Cortland
Elstar

Empire

Fiesta

Golden Delicious
Granny Smith
Gravenstein
Grimes Golden
Jerseymac
Jonafree
Jonamac
Macoun
Mclntosh
Melrose
Monroe

Mutsu
Northwestern Greening
Oldenburg
Reinette Gries
Royal Gala
Spartan
Stayman

Summer Rambo

Abbondanza Wayne

Beacon Wealthy

Berlepsch Winter Banana
Burgundy Yellow Newton
Cox s Orange Pippin Yellow Transparent
Fuji York Imperial

Gala

Gloster

Goldparmane
Idared

Ingrid Marie

James Grieve
Jonagold

Jonathan

Klarapfel

Lodi

Mollies Delicious
Morgenduft
Niagara

Nittany

Northern Spy
Paulared

Reine de Reinettes
Rhode Island Greening
Rome Beauty
Twenty Ounce
Tydeman s Early

Verde Doncella
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Suscetibilidade varietal da pereira (adaptado de Van der Zwet et al., 2012 e Lespinasse &
Aldwinckle, 2000)

Pouco sensivel

Medianamente sensivel

Muito sensivel

Alexander Lucas
Ayers

Beurre Giffard
Harrow Delight
Harrow Sweet
Honeysweet
Magness

Maxine (Starking
Delicious)

Monterey
Moonglow
Potomac
Rocha
Tyson

Warren

Beurre d’Amantis
Beurre Diel

Beurre Hardenpont

Bonne Louise d’Avanches

Butirra Precoce Morettini

Charneu
Clara Frijs

Conference

Dawn

Douglas
Duchesse d’Angouleme
Garber

Harvest Queen
Kaiser Alexander
Kieffer

Lincoln

Luscious

Pierre Corneille
Rogue Red
Seckel

Spartlett
Worden Seckel

Abate Fetel
Alexandrine Douillard
Aurora

Bartlett (Williams)
Beurré d’Anjou
Beurré Bosc

Beurre Clairgeau

Beurre Durondeau

Beurre Hardy
Blanquilla

Bunte Juli
California
Cascate

Clapp’s Favorite
Comtesse de Paris
Concorde

Coscia

Cure

De Voe

Doyenne du comice
Earlibrite

Eldorado

Flemish Beauty
Forelle

General Leclerc
Gorham

Grand Champion
Herzogin Elsa
Highland

Jules Guyot

Kristally

Laxton’s Superb
Packham 's Triumph
Passe Crassane

Precoce de Trevoux
Sierra

Starkrimson (Red Clapp)
Triomph de Vienne
Winter Cole

Winter Nelis
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Anexo IV. Sensibilidade dos porta-enxertos de macieira e pereira

ao fogo bacteriano

Sensibilidade dos porta-enxertos de macieira (adaptado de Van der Zwet et al., 2012 e DGDAR
etal., 2011)

Pouco sensivel Medianamente sensivel | Muito sensivel
M.2 M.1 M.3
M.7 M.4 M.6
M.15 M.8 M.9
M.10 M.16
M.12 M.26
M.13 Pajam 1 ® Lancep
M.25 Pajam 2 ® Cepiland
M.27
MM. 102 MM. 106 MM.113
MM.103 MM. 107 MM. 114
MM. 104 MM.109
MM. 105 MM.112
MM.110
MM. 111

Sensibilidade dos porta-enxertos de pereira (adaptado de DGDAR et al. 2011)

Pouco sensivel Medianamente sensivel | Muito sensivel

OHF 333 ® Brokmal
Marmeleiro EMC
Marmeleiro d’Adams 332
Marmeleiro EMA
Marmeleiro Sydo
Marmeleiro BA29

Franco (Pyrus communis)
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Anexo V. Isolamento de bactérias a partir de material vegetal

infetado

e Desinfetar a bancada com alcool a 70%

e Lavar material em agua corrente para retirar impurezas;

e Lavar material com agua destilada;

e Cortar pedacinhos do material infetado (selecionar zonas onde o crescimento bacteriano é
mais ativo - transicao entre material sao e necrosado);

e Colocar os pedacos em PBS;

e  Pressionar o material para que as bactérias se desloquem para a agua;

e Deixar macerar durante 5 minutos;

e Colocar uma gota (50 pL) da suspensao/placa, em placa de Petri com meio de cultura de agar
nutritivo com 5% de sacarose (NSA), King B e CCT;

e Semear varias placas para que a probabilidade de isolar o ou os agentes patogénicos seja mais
elevada;

e Espalhar a gota de suspensao com semeador;

e  Colocar as placas de Petri na estufa a temperatura entre os 22 - 25° C
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Anexo VI. Composicao dos meios de cultura e solu¢dao tampao

Agar Nutritivo - NA

Triptona 5¢
Extrato de carne 3g
Agar 12g
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Agar Nutritivo com 5% de sacarose - NSA

Triptona 5¢
Extrato de carne 3g
Agar 12¢g
Sacarose 50¢g
Agua destilada 1L

Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

King B

Proteose peptona n.° 3 20,0 ¢
Glicerol 10,0 mL
K;HPO, 1,5¢g
MgS0,.7H,0 1,5¢g
Agar 15,0 g
Agua destilada 1L

Ajustar o pH a 7.0-7.2. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

CCT

Sacarose 100 g
Sorbitol 10¢g
Niaproof 1,2 mL
Cristal violeta (solucao 0.1% etanol) 2 mL
Agar nutritivo 23 g
Agua destilada 1L

Ajustar pH a 7,0-7,2. Esterilizar a 115°C durante 10 minutos

Preparar uma solucao de:
Nitrato de talio (1% w/v em solucao aquosa) 2 mL
Cicloheximida 0,05¢g

Esterilizar por filtracao (0,45 pm). Adicionar a 1 litro da solucao anterior a 45°C.
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Caldo Nutritivo

Triptona 10,0 g
Extrato de carne 5,0g
NaCl 5,08
Agua destilada 1L

Ajustar o pH a 7.2. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Ayers

NH,H,PO, 1g
KCl 0,2¢g
MgSO, 0,2¢g
Azul de bromotimol (solucao 0,2%) 75 mL
Agua destilada 1L

Ajustar o pH a 7. Esterilizar a 120°C durante 15 minutos.

Tampao fosfato salino - PBS

NaCl 8g
KCl 02¢g
Na,HPO,.12H,0 29¢
KH,PO, 0,2g
Agua destilada 1L
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Anexo VII. Colora¢cao de Gram

e Fazer um esfregaco e fixa-lo;

e Cobrir a preparacao com a solucao de cristal violeta e deixar atuar 1 minuto;
e Lavar a lamina com agua corrente;

e  Cobrir com solucao de lugol e deixar atuar 1 minuto;

e Lavar com a solucdo alcool-acetona + 30 segundos;

e Lavar com agua corrente;

e  Cobrir com a solucao de safranina e deixar atuar 30 segundos;

e Lavar com agua e secar com papel de filtro;

e Observar ao microscopio com 6leo de imersao na objetiva de 100x

A cultura é Gram negativa se for evidenciada uma cor vermelha ou Gram positiva se manifestar uma

cor violeta.
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Anexo VIII. Teste da oxidase

e Colocar uma gota do reagente incolor tetrametil p-fenilenediamina dihidrocloreto 1% recém

preparado e protegido da luz, num papel de filtro;

e Espalhar 2 a 3 colodnias da bactéria em estudo sobre a area do papel de filtro contendo o reagente,

utilizando uma ansa ndo metalica.

A prova é considerada positiva quando na mistura do reagente com a massa bacteriana se desenvolve

a cor azul-roxo escura em cerca de 10 segundos. Na reacdo negativa ndo ha desenvolvimento de cor.

68



Identificacdo de Erwinia amylovora por técnicas de acidos nucleicos e bioquimicas

Anexo IX. Teste API 20E

A preparacao da galeria e do indculo, bem como a inoculacdao da galeria, deve ser realizado em

condicoes de esterilidade

Preparacao da galeria

e Juntar fundo e tampa

e Distribuir 5 ml de agua esterilizada na caixa de incubacao
e Identificar a colonia na lingueta lateral

e Retirar a galeria da caixa de armazenamento

e Colocar a galeria na caixa de incubacao

Preparacdo do indculo

e Abrir uma ampola : API Suspension Medium (5 mL)
e Colocar 1pL de coldnia, com crescimento de 48 horas, com ansa descartavel
e Efetuar a suspensdo bacteriana homogeneizando cuidadosamente as bactérias no meio utilizando o

vortice

Inoculacao da galeria

e Introduzir a suspensao bacteriana nos tubos da galeria utilizando a mesma pipeta de Pasteur.
Encostar a ponta no lado da cUpula para nao fazer bolhas. Inclinar, ligeiramente, a caixa de
incubacao para a frente

e Nos testes seguintes o tubo e a cUpula devem ficar preenchidos
{

CIT VP GEL

e Nos restantes testes encher apenas a os tubos

e Encher cUpula com 6leo de parafina os seguintes testes:

e Fechar a caixa de incubacao
e Incubar a 25-26°C
e Ler apos 24 e 48 horas

Leitura e interpretacao

e Consultar o quadro de leitura fornecido pela empresa bioMérieux

e Anotar as reacdes positivas e negativas na ficha de resultados

e Adicionar uma gota do reagente TDA no teste TDA. A producao de uma cor castanho-avermelhada
corresponde a uma reacao positiva.

¢ No teste VP adicionar uma gota dos reagentes VP1 e VP2. Esperar 10 minutos. As cores rosa ou
vermelho correspondem a reacdo positiva, uma fraca cor rosa corresponde uma reacao negativa

e Adicionar, no teste IND, uma gota de reagente James. Uma coloracao rosa difundida por toda a

clpula é indicadora de reacao positiva.
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Anexo X. Teste APl 50CH

A preparacao da galeria e do indculo, bem como a inoculacdo da galeria, deve ser realizado em

condicoes de esterilidade

Preparacao da galeria

e Juntar fundo e tampa

e Distribuir 5 ml de agua destilada na caixa de incubacao
e Identificar a colonia na lingueta lateral

e Retirar a galeria da caixa de armazenamento

e Colocar a galeria na caixa de incubacao

Preparacdo do inoculo

e Colocar 1 ml de agua destilada esterilizada num tubo esterilizado

e  Preparar uma suspensao com turvacao 4 da Escala de McFarland (cerca de 2 a 2,5 pl de colénia)
e Homogeneizar no vortice

e Verter, com pipeta de Pasteur, esta suspensao para uma ampola de APl 50CH CHB/E Medium

e Homogeneizar a suspensao no vortice

Inoculacao da galeria

e Introduzir a suspensao bacteriana nos tubos da galeria utilizando a mesma pipeta de Pasteur.

e Encostar a ponta no lado da clpula para nao fazer bolhas. Inclinar, ligeiramente, a caixa de
incubacao para a frente

e Encher apenas os tubos com a suspensao bacteriana

e Encher as clpulas com parafina liquida esterilizada

e Fechar a caixa de incubacao

e Incubar a galeria 25°C

e Ler as 24, 48 e 72 horas

Leitura e interpretacao

e Asreacdes sao consideradas positivas quando existe alteracao da cor vermelha para amarelo
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Anexo Xl. Preparacao dos primers

Os primers sao comercializados liofilizados. A solucdo mée preparada é de 100 uM.
Seguidamente procede-se a constituicao da solucao de trabalho de 10 pM.

A concentragdo de cada primer, em cada reagao, devera ser de 25 pmol. Assim, em cada reacao

devera ser adicionado 2,5 pL de cada primer.

Os primers depois de reconstituidos devem ser conservados a -20°C. (Bereswill et al., 1992)
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Anexo Xll. Preparacao da solucdo tampao TAE 0,5x e do gel de

agarose

Preparacao da solucdo tampao TAE 0,5x
A solucao de trabalho de TAE a 0,5x é preparada em agua destilada, adicionando a esta, o volume de
TAE da solucao concentrada, previamente calculado pela equacao das diluicoes:
CixVi =Cf xVf
Assim, para preparar 1 litro de solucao de trabalho de TAE 0,5x, colocar 10 mL de solucao

concentrada (50x) num balao volumétrico de 1000 mL e perfazer o volume com agua destilada.

Preparacao do gel de agarose

0 gel é preparado em funcao da espessura, da percentagem de agarose que se pretende usar e do

tipo de Tina.

Para a tina Bio-Rad (Wide Mini-Sub Cell GT) pode tomar-se como referéncia os volumes de tampéao

necessarios para se obter uma determinada espessura, como pode ser observado no quadro seguinte:

Espessura do gel (mm) | Volume de tampao (mL) | Volume da tina (mL) | Dimensées do gel (mm)
2,5 30
5,0 60 650-900 150 x 100
7,5 90
10 120

Para obter um gel a 1,5% e com espessura de 5 mm:

Pesar 0,9 g de agarose e adicionar a 60 mL de tampao TAE 0,5x

Modo de preparacao:

e Adicionar 0,9 g de agarose a 60 mL de tampao TAE 0,5x, num frasco apropriado;

e Pesar o conjunto;

e Fundir lentamente em micro-ondas até dissolver completamente a agarose ou seja até ficar
transparente, tendo o cuidado de nao deixar ferver, para evitar perdas;

e Retificar o peso com adicao de agua destilada, se necessario;

e Deixar arrefecer a temperatura ambiente;

Logo que seja atingida a temperatura de 50-60°C, verter no tabuleiro de preparacao do gel, onde

previamente foi colocado o pente, para formar os pocos;

Deixar solidificar durante 30 a 45 minutos

Retirar o pente;

Colocar o tabuleiro com o gel na tina de eletroforese;

Verter solucdo tampéo de TAE 0,5x, na tina de eletroforese, até submergir o gel de agarose, para

que este nao desidrate;
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Anexo XIIl. Preparacao do marcador

Carateristicas:

e marcador de DNA 100 bp da marca Invitrogen
e Ref.?: 15628-019 (quantidade/embalagem: 50 pg)

e Concentracao: 1 pg/pL (solucao stock)

Consiste em 15 fragmentos entre 100 e 1500 bp em multiplos de 100 bp e um fragmento adicional em
2072 bp.

A banda de 600 bp é aproximadamente 2 a 3 vezes mais brilhante do que as outras bandas do
marcador para fornecer orientacdo interna. Este marcador é adequado para medir tamanhos de fragmentos
de DNA entre os 100 e 1500 bp.

bp

D — 2072

b — 1500
S

e — 600

— 100

Marcador de DNA de 100 bp

0.5 pg/poco

2% gel de agarose com brometo de etidio
A solucao stock do marcador apresenta uma concentracao de 1000 ng/pL.
A solucao de trabalho deve apresentar uma concentracao de 50 ng/pL.

Para a sua preparacao recorre-se a equacao das diluicées: Ci xVi = Cf xVf

Assim, para preparar uma solucao de trabalho de 100 pL de marcador com uma concentracao de

50 ng/pL, deve pipetar-se 5 pL (com concentracao inicial de 1 pg/pL).

Uma vez que o marcador vai ser depositado no gel de agarose, tem que ter peso para que nao saia
dos pocos, por este facto é necessario adicionar gel loading na preparacao do marcador. O gel loading é
uma solucao constituida a base de acglcar, para conferir peso, e um indicador, azul de bromofenol, que

serve para visualizar a corrida de eletroforese.

Recomenda-se a proporcao de 1/5, pelo que se deve adicionar 20 pL de gel loading na preparacao de
um volume de 100 pL.
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Assim, 100 pL de solucdao de trabalho do marcador é obtida através da adicdao dos seguintes

componentes:

5 pL de marcador (solucao stock)

20 L de gel loading Adiciona-se a mistura por pipetagem,
num microtubo de 1,5 mL

75 pL de agua destilada ultra pura

100 pL de marcador com uma concentracao de 50 ng/pL

74



Identificacdo de Erwinia amylovora por técnicas de acidos nucleicos e bioquimicas

Anexo XIV. Preparacao do brometo de etidio

Carateristicas:

e Reagente toxico por contacto (mutagénico)
e Ref?: 17-1328-01 - marca: Plusone (quantidade/frasco: 10 mL)

e Concentracao: 10 mg.mL-1 (solucao stock)

A solucdo de brometo de etidio é usada com uma concentracdo de 0,5 pg.mL-1 (solucdao de
trabalho).

Recorrendo a equacao das diluicées e para preparar um volume de 200 mL de solucdo de brometo de

etidio, adicionar 10 pL da solucao stock de brometo de etidio a 200 mL de agua destilada.

Instrucoes de utilizacao:
1- Usar sempre luvas e bata

2- Colocar a solucdo de brometo de etidio, preparada no passo anterior, numa tina e mergulhar o gel

durante 20 minutos (se a solucao ja tiver sido usada algumas vezes, prolongar o tempo de permanéncia do

gel)

3- Apos o tempo de coloracao, o gel devera ser tirado com muito cuidado para outra tina contendo

agua destilada, para diluir ligeiramente o brometo de etidio e de seguida colocado no transiluminador.

4- Antes de ligar o transiluminador devem ser colocados dculos de protecdao UV, depois de ligado e
selecionado o melhor tempo de exposicdo, a imagem do gel é captada com camara digital devidamente
adaptada.
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Anexo XV. Conservacao das peras

. Mergulhar as peras rapidamente em alcool a 70%

o Lavar duas vezes com agua destilada e esterilizada

. Deixar secar

. Envolver cada fruto com papel absorvente e colocar em envelope de papel
. Acondicionar individualmente em sacos limpos

. Armazenar no frio entre 2-5° C
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Anexo XVI. Teste patogenicidade em peras e nésperas

. Usar frutos imaturos de 5 a 8 cm de comprimento ou 3 a 3,5 cm de diametro

. Passar os frutos com algodao embebido em alcool e lava-los com agua destilada esterilizada

. Cortar os frutos em fatias com 1 cm de espessura ou usar frutos inteiros

. Colocar as rodelas ou os frutos inteiros em placas de Petri esterilizadas e revestidas com papel
de filtro esterilizado e humedecido

. Preparar uma suspenséo bacteriana turva fraca em PBS (+ 10°cfu.mL-1) para, rapidamente,
inocular os frutos

. Fazer um corte com bisturi desinfetado e pipetar para dentro da ferida 10ul da suspensao
bacteriana

. Usar um controlo positivo (estirpe CFBP 1430) e um controlo negativo, este Gltimo é o solvente
usado para preparar as suspensoes bacterianas

. Incubar a 25° C em placa de Petri fechada

o Observacao entre o 3.° e 0 15.° dias apos inoculagao
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Anexo XVII. Resultados do PCR e concentracées amplificadas

. Concent. PCR . Concent. PCR . Concent. PCR
Referéncia » X Referéncia » X Referéncia » .
amplificadas | Bereswill amplificadas | Bereswill amplificadas | Bereswill
6 6 5
EA 0010 4,3x 10 . EA 0160 2,8x10 , EA0310 3,5x10 N
4,3x10° 2,8x10° 3,5x 10*
6 6 5
EA 0020 41x 10 . EA0170 2,0x10 EA 0320 6,8x 10 .
4,1x10° 2,0x10° 6,8 x 10*
6 6 6
EA 0030 2,0x10 v EA 0180 1,0x 10 EA 0330 1,2x10 N
2,0x10° 1,0 x 10° 1,2 x10°
6 6 5
EA 0040 9,6x10 . EA 0190 6,1x 10 N EA 0340 3,5x 10 .
9,6 x 10° 6,1x10° 3,5x 10*
6 6 5
EA 0050 3,5x10 . EA 0200 2,5x 10 N EA 0350 2,710 N
3,5x 10° 5,5x 10° 5,7 x 10*
6 6 5
EA 0060 7x 10 . EA 0210 9,0x 10 EA 0360 4,1x10 .
7x10° 9,0 x 10° 4,1x10*
10° 1,1x 107 1,4x 10°
EA 0070 3,3x10 . EA 0220 ,1x 10 N EA 0370 4x 10 N
3,3x10° 1,1 x 10° 1,4 x 10*
6 6 5
EA 0080 1,9x 10 . EA 0230 2,6x10 + EA 0380 3,8x10 .
1,9 x 10° 2,6 x 10° 3,8 x 10*
2,1x10° 4,6 x 10° 7,6 x 10°
EA 0090 ,1x 10 . EA 0240 6x 10 . EA 0390 ,6x 10 .
2,1x10° 4,6 x 10° 7,6 x 10*
6 6 6
EA 0100 2,0x10 . EA 0250 4,9x 10 + EA 0400 1,4x10 +
2,0x10° 4,9x10° 1,4x10°
3,2x 10* 2.2 x10° 10°
EA0110 . . EA 0260 2x 10 . EA 0410 3,5x10 .
3,2x 10 2,2x10° 5,5x 10?
6 6 5
EA0120 2,1x10 + EA 0270 2,0x 10 + EA 0420 4,2x10 ‘
2,1x10° 5,0 x 10° 4,2 x10*
5 5 5
EA 0130 ox10 . EA 0280 4,2x10 N EA 0430 8,8x 10 .
9 x 10* 4,2 x 10* 8,8 x 10*
1,3 x 10° 3,1x 10° 6,2 x10°
EA 0140 2 X . EA 0290 X , EA 0440 X N
1,3x 10° 3,1x 10* 6,2 x 10*
6 6
EA 0150 2,1x10 . EA 0300 1,1x10 N
2,1x10° 1,1x10°
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Anexo XVIII. Resultado da inoculacdo de fatias de pera em dois

estados de imaturidade

Concentragao Ored Patogenicidade Concentragao Ores Patogenicidade
rgao rgao
Referéncia | suspensdo de X g (dias apos Referéncia | suspensao de X g (dias apos
i N inoculado X ~ i _ inoculado . ~
inoculagéo inoculagéo) inoculagéao inoculagao)

fatia d 3.° fatia d 3.°

EA 0280 0,6x10° atia de pera (a) +67) EA 0370 0,9x10° atia de pera () +67)
fatia de pera (b) +(3.9) fatia de pera (b) +(6.°)
fatia d 3.° fatia de pera (a 3.°

EA 0290 0,7x10° fa de pera (a) +67) EA 0380 0,6x10° 1 pera (a) +6)
fatia de pera (b) +(4.°) fatia de pera (b) +(3.9)
fatia de pera (a 3.° fatia de pera (a 6.°

EA 0300 0,7x10° fa de pera (a) i) EA 0390 0,7x10° 1a de pera (a) * (6.9
fatia de pera (b) +(6.°) fatia de pera (b) +(5.9)
fatia de pera (a +(3.° fatia de pera (a +(3.°

EA0310 0,7x10° pera (a) 69 EA 0400 0,9x10° pera (@) 69
fatia de pera (b) +(6.°) fatia de pera (b) +(5.9)
fatia de pera (a +(3.° fatia de pera (a +(3.°

EA 0320 1,0x10° pera (2) 69 EA 0410 1,0x10° pera (a) 69
fatia de pera (b) +(3.9) fatia de pera (b) +(4.°)
fatia de pera (a +(3.° fatia de pera (a +(6.°

EA0330 0,7x10° pera (2) G- EA0420 0,7x10° pera (a) 69
fatia de pera (b) +(3.9) fatia de pera (b) +(7.°)
fatia de pera (a +(7.° fatia de pera (a +(3.°

EA 0340 0,5x10° pera (a) 7 EA 0430 0,7x10° pera (a) G-
fatia de pera (b) +(7.°) fatia de pera (b) +(6.°)
fatia de pera (a +(3.° fatia de pera (a +(3.°

EA 0350 0,8x10° pera (a) G- EA 0440 0,8x10° pera (a) G-
fatia de pera (b) +(7.9) fatia de pera (b) +(6.°)

5 fatia de pera (a) +(3.9) (a) pera da cultivar Wiliam’s rouge de *+ 3 cm de didmetro

EA 0360 1,1x10

fatia de pera (b) +(5.9) (b) pera da cultivar Wiliam’s de + 8 cmde comprimento
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Anexo XIX. Resultado do teste APl 50CH

E o
2 i g & E PlE|E|E |2 ! E 2 g E
- fud - " ] = - ) - = =
g | 3|%|°|8|e|e|e|°|o|} s|d|2 |3
LARA |RIB |DXYL (GAL |GLU |[FRU|MNE(MAN ([SOR| NAG (MEL (SAC | TRE |GEN
EA0010 + + + + + + + - + + + + +
EA 0020 + + + + + + + - + + + + -fr
EA 0030 + + + + + + + + + + + + +
EA 0040 + + + + + + + + | -fr| -fr + + -fr
EA 0050 + + + + + + + + | -fr| -fr + + * —fr
EA 0060 ndo avaado
EA 0070 néo avaliado
EA 0080 + | + | + | + | + | + | + | + | -fr| + | ¥ | -frl +fr | “fr
EA 0090 nao avaliado
EA 0100 + + + + + + + + | -fr + + + fr
EA 0110 + + + + + + + + - -fr + + + +
EA 0120 + + + + + + + + - + + +
EAO0130 + + + | -fr -fr + + + -fr | -fr
EA 0140 + + - + + + + + - - + + -
EA 0150 + + + + + + + + + + + + + +
EA 0160 + + + + + + +
EA 0170 + + + + + + + + - + + + + +
EA 0180 + + + + + + + + + + + + + +
EA 0190 + + + + + + + +
EA 0200 + + - - + + + + + + + + + -fr
EA 0210 + + + + + + + + + + + + + +
EA 0220 + + + + + + + + +
EA 0230 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0240 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0250 + - + + - + - +
EA 0260 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0270 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0280 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0290 + - + + - + - +
EA 0300 + + - + + + - + + + - + + +
EA0310 + + + + + + - + + + - + + +
EA 0320 + - + + - + - +
EA 0330 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0340 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0350 + - + + - + - +
EA 0360 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0370 + + + + + + - + + + - + + +
EA 0380 + - + + - + - +
EA 0390 + + + + + + - + + + + + + +
EA 0400 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0410 + - + + - + - ¥
EA 0420 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0430 + + - + + + - + + + - + + +
EA 0440 + + + + + + - + + + - + + +
CFBP 1430 + + - + + + - + + + - + + +
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Anexo XX. Resultado do teste API 20E

- § © B o § - —|lo |o|le|=|g w

§ |SE|2|2|5(S|58|5|e|8le|8|2|E |8 5|5 |sls|% |2 |2 &

g |BEg |57 |E|E EIJE|> |8 e (f 8|5 |&|a|5 |5 |°%] ¢

& L £|® - 2 - g

on aQ O

ONPG |ADH |LDC|ODC|CIT| H2S |URE|TDA|IND| VP |GEL|GLU[MAN| INO |SOR|RHA |SAC| MEL|AMY |ARA | OX

EA0O10 | + + o R R 1005173
EA0020 | + * + o]+ | o+ |+ 1205133
EA0030 | =+ o e e | ] - | 1205173
EA0040 | + o e | e ] - | 1205133
EA 0050 S T T S S 7 [ I R N U B RS B e + | o+ | -] 7314333
EAQ06O | + | - o - e e | r | | 1204173
EA0070 | + o e e - e - | e ] - | 1204333
EA0080 | + S I O O B i B B B i B B I IR L 2 v
EA0090 | + | - o e - ] ot ot | | 1204333
EA0100 | | - ol - e | r | | 1204173
EA0110 + +fr| - - + - - - -+ - + + | -fr| - + + + + + - | 3205173
EAO120 |+ | - ol | e | 1204173
EAO130 | + el s e e | | - | 1007363
EA0140 - T N N S ol o ot | - | 2206062
EAO150 | + S R IR B sl e e e e e | ] - | 1214573
EAO160 | + e e e e ] |+ | - | 1004733
EAO170 |+ S N I I ol e el < ¢ | - | 1004133
EAO180 | S R IR B I o f | f | - | 1208573
EA0190 v e -] - - - e e e - s e s s o+« | - | 3204573
EA 0200 - - - - + - - - - - - + + | -fr| -fr| +fr| + | +fr| + [ -fr| - | 0204171
EA0210 |+ S R I R R o e |t | 1204573
EA0220 | + | -fr| - | - | | - ol e e ] | 1204573
EA0230 N R I I L I N O B O O I B L5
EA 0240 T -1 -T1-17 -1 -1-1T-1T«1-T+1+«1-17T+1-17+1-1-1+7 -] ooos522
EA 0250 - S N I I ol e o] - - |+ | - | oooss22
EA 0260 - S IR IR I b e -] - -+ | - | oooss22
EA0270 - e - - - ¢ | - | oooss22
EA0280 |+ | +fr| - | - | - - | - - - - - ] - e -+ - - | + | - | 3004522
EA 0290 Sl o e - ¢ ] - | ooo7522
EA 0300 - S IR IR I I R N I e N B I 147
EA0310 S IR I T T e o] o o f | - | ooo7s22
EA0320 Sl e e - ¢ ] - | 0004522
EAO330 | + | +fr| - | - | -| - o e - - e - - | - | 3004522
EA0340 | S I I - S I IR I IR B I I S () I I R I B I AT/ 775
BAO350 |+ | - | - - - - - - e - e - e - - ¢ | - | 1004522
EAO360 | - e e e e ] - | - | 0004522
EA0370 | - e e o -+ ] -+ | - | oooss22
EA0380 | + S N I I o e e - | - - | ¢ | - | 1004522
EA 0390 - S N IR I o o - | | 0007522
EAO400 | - A S N R S I I I I I e e e e 7
EAO410 | - e e e o -+ ] -+ | - | oooss22
EA 0420 - S I I - -l e - - | - | 0004522
EA 0430 - S N IR I - e -] - - ¢ | - | oooss22
EA0440 | + S I I - o ] e - 2 - - | - | 1004522
CFBP 1430 - e e o - ] - | - | oooss22
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