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Resumo

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) € a bactéria patogénica causal da doenca
tuberculose-da-oliveira, sendo uma das principais responsaveis pelas perdas
significativas na producédo e qualidade do olival em todo o mundo especialmente em
paises do Mediterraneo. O seu ataque na oliveira ocorre na parte aérea, formando nodulos
visiveis no tronco, caule, folhas e frutos, ndo existindo um tratamento especifico e eficaz
quando estabelecida no olival. Ocasionando a necessidade no desenvolvimento de
ferramentas inovadoras, seguras e eficazes para o seu controlo. Assim, neste trabalho
pretendeu-se identificar bacteri6fagos com potencial de serem usados contra a
tuberculose. Devido a elevada especificidade dos fagos, procedeu-se numa primeira fase
ao estudo da comunidade bacteriana endofitica associada a tumores e a ramos de oliveira
sem sintomas com o intuito de constituir uma colecdo de estirpes de Pss que sera Gtil no
processo de selecdo de bacteridfagos. O isolamento em cultura seguida pela identificagdo
dos isolados bacterianos através da sequenciacdo da regido 16S do rDNA permitiu
identificar um total de 69 taxa, sendo Pantoea e Erwinia os géneros mais abundantes em
caules assintomaticos, tendo destaque nos sintomaticos os géneros Pantoea e
Curtobacterium. O método por maceragdo gerou uma maior diversidade taxonémica que
no método de explante, sendo nos caules sintomaticos que verificou maior diversidade e
abundéncia bacteriana relativamente aos caules assintomaticos. O isolamento de
bacteriofagos em amostras de solo de olival permitiu identificar, pela primeira vez, um
total de nove bacteriéfagos com capacidade de causar a lise de Pss. A sua a¢do na luta
contra a tuberculose devera ser avaliada no futuro com ensaios in planta. Quando avaliada
a eficiéncia dos bacteriofagos contra a Pss em fatias de cenoura bioldgica, ndo se obteve
diferengas significativas, no entanto os resultados obtidos sugerem que os bacteriéfagos
podem ser considerados possiveis agentes de biocontrolo contra a multiplicacdo do

patogeno, necessitando, porém, de estudos complementares.

Palavra-chave: agentes de biocontrolo, Olea europaea L., endofitos, Pseudomonas
savastanoi pv savastanoi, bacteriofagos.
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Abstract

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Pss) is a pathogenic bacterium that causes olive
knot, being one of the main responsible for the significant loss in the production and
quality of olive groves worldwide, especially in Mediterranean countries. The attack on
the olive tree occurs in the aerial part, forming visible nodules on the trunk, stem, leaves
and fruits, and there is no specific and effective treatment when established in the olive
grove. Causing the development of innovative, safe and effective tools for its control.
Thus, this work aimed to identify bacteriophages with the potential to be used against
tuberculosis. Due to the high specificity of the phages, the study of the endophytic
bacterial community associated with tumors and symptomless olive branches was carried
out in a first phase, with the aim of constituting a collection of Pss strains that will be
useful in the bacteriophage selection process. The isolation in culture followed by the
identification of bacterial isolates through the sequencing of the 16S region of the rDNA
allowed the identification of a total of 69 taxa, with Pantoea and Erwinia being the most
abundant genera in asymptomatic stems, with emphasis on the symptomatic genera
Pantoea and Curtobacterium. The maceration method generated a greater taxonomic
diversity than the explant method, and the symptomatic stems showed greater bacterial
diversity and abundance than the asymptomatic stems. The isolation of bacteriophages in
olive grove soil samples allowed the identification, for the first time, of a total of nine
bacteriophages capable of causing Pss lysis. Its action in the fight against tuberculosis
should be evaluated in the future with in plant test. When evaluating the efficiency of
bacteriophages against Pss in slices of biological carrot, no significant differences were
obtained, however the results obtained suggest that bacteriophages can be considered
possible biocontrol agents against the multiplication of the pathogen, requiring, however,

additional studies.

Keywords: biocontrol agents, Olea europaea L., endophytes, Pseudomonas savastanoi

pv savastanoi, bacteriophages.
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1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

A tuberculose ou ronha da oliveira (Olea europaea L.) é causada pela bactéria
Pseudomonas savastanoi pv savastanoi (Pss), e é considerada uma das doengas mais
importantes do olival a nivel mundial (Valverde et al., 2020; Young, 2004). Nos ultimos
anos, o impacto econdémico desta doenca tem aumentado drasticamente, principalmente
devido a intensificacdo do cultivo da oliveira que favorece a infecdo e disseminacao do
patdgeno (Tous et al., 2010). A infegcdo por Pss da-se em locais onde ocorreram feridas,
produzindo tumores principalmente nos caules e ramos, que podem resultar na sua morte
ou de arvores jovens inteiras (Ramos et al., 2012).

Medidas preventivas atraves da aplicacdo de produtos a base de cobre, sdo geralmente
recomendadas para o controlo da doenca (Ramos et al., 2012). Porém, para além de
exibirem reduzida eficacia contra esta doenca, 0 uso continuo destes produtos tem
originado efeitos adversos ao meio ambiente e a um aumento da resisténcia de Pss ao
cobre (Sundin & Wang, 2018; Nguyen et al., 2018a). Uma hipotese para diminuir estes
problemas, é através do uso de produtos de base bioldgica, que oferecem uma abordagem
mais ecoldgica e direcionada para combater o patégeno.

Nos ltimos anos, os bacteriéfagos (ou resumidamente fagos) tém tido um interesse
crescente no controlo de doencas bacterianas em diversas espécies de plantas (Buttimer
et al., 2017; Koskella & Taylor, 2018), principalmente devido ao seu elevado grau de
especificidade com o hospedeiro (Buttimer et al., 2017; Holtappels et al., 2021). Os fagos
sdo virus que infetam e se replicam apenas dentro de bactérias hospedeiras especificas
(Grace et al., 2021). No entanto, até a data ndo foram reportados estudos relativos a sua

exploracdo contra o agente causal da tuberculose da oliveira.

1- Face ao exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo geral isolar e selecionar
fagos com potencial de serem usados na luta contra a tuberculose da oliveira
(terapia fagica). Devido a elevada especificidade dos fagos para com o seu
hospedeiro, procedeu-se numa primeira fase ao estudo da comunidade bacteriana
endofitica associada a tumores e a ramos de oliveira sem sintomas de tuberculose
com o intuito de constituir uma colecdo de estirpes de Pss. Esta cole¢do foi
fundamental para a segunda fase do trabalho, tendo estas estirpes sido utilizadas
quer no isolamento como na selecdo de fagos com atividade litica contra este

patogénico. Apesar de preliminar, espera-se que o trabalho realizado possa
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contribuir para o desenvolvimento de um novo meio de luta contra a tuberculose
através da terapia fagica que, tanto quanto se sabe, nunca foi explorado até ao

momento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A OLIVEIRA: Descricéo botéanica, distribuicédo e producao

A oliveira (Olea europaea L.) é uma espécie pertencente a familia Oleaceae,
composta por 25 generos e 600 espécies (Dong et al., 2022). Em particular, o género Olea
compreende 30 espécies (Bracci et al., 2011), sendo a oliveira a espécie mais popular e a
Unica usada como fonte de alimento. Segundo Bohm (2013), Olea europaea L originou-
se da domesticagéo da Olea sylvestris (oliveiras selvagens - Zambujeiro).

A oliveira é uma planta polimorfica, de porte médio com 4-8 metros de altura,
com copa densa, sistema radicular profundo, crescimento lento e grande longevidade
(Bohm, 2013). O fruto, azeitona, possui dimensdes de 1-4 cm de comprimento e 0,6-2 cm
de diametro, encontrando-se no seu interior uma semente (carogo) (Barranco et al., 2008).
Os ciclos vegetativos e reprodutivos da oliveira diferem no tempo necessario para se
completarem, sendo o primeiro de caracter anual e o segundo bienal (Barranco et al.,
2017). O frio é um fator promotor da inducédo floral, pelo que é muito importante no
desenvolvimento da oliveira (Fabbri & Benelli, 2000).

Esta arvore é moderadamente resistente a temperaturas baixas. Porém quando se
atingem temperaturas entre -5 °C e -10 °C pode ocorre a morte dos ramos do ano e abaixo
de -10 °C verifica-se a morte da propria arvore (Barranco et al., 2017). Contudo, esta
espécie (Olea europaea L.) € muito tolerante a secura tendo um limite inferior de
precipitacdo anual cerca dos 350 mm, estando idealmente situado entre os 800 a 1000
mm (olivais de sequeiro), sendo que 0 minimo aceitavel é de 400 mm anuais, para que se
consiga uma producdo rentavel (Ponti et al., 2014; Garcia, 2005).

O cultivo da oliveira é feito sobretudo nas regides do globo localizadas entre 30°
e 45° de latitude em ambos os hemisférios (Fernandez-Escobar et al., 2017). Assim, é no
Mediterraneo que o olival tem maior expressdo, tendo um grande impacto na economia,
historia, cultura e paisagem natural desta regido (Baldoni, 2009). Contudo, a sua
distribuicio esta em expanséo como resultado do aumento no consumo de azeitona e
azeite em todo o mundo, o que levou recentemente ao seu cultivo noutras regides do
mundo, incluindo os continentes Americano (Argentina, Chile, Uruguai e EUA),
Africano (Africa do Sul) e Asiatico (Japdo e China) (Sebastiani & Busconi, 2017).
Segundo dados da FAOSTAT (2022), o continente Europeu € o maior produtor de
azeitona a nivel mundial (59,6%), seguido pelo Africano (23,7%), Asiatico (13,2%) e
Americano (3,4%), e os restantes 0,2% na Oceania (Fig. 1).

16



Oceania

0.2% Africa
23,7%

3,4%
Asia
o 13,2%
Europa
59,6%
® Africa @ Américas Asia @ Europa @® Occania

Figura 1. Proporcdo de produgéo de azeitona por regido no mundo (FAOSTAT, 2022).

Portugal é atualmente o sétimo maior produtor mundial de azeitona com um total
de 722.580 toneladas e é 0 nono maior em termos de superficie com 379.44 hectares de
olival, onde a maioria do territério que existe é destinado para a producdo de azeitona
para azeite (FAOSTAT, 2020). As regides do Alentejo, Tras-os-Montes e Beira Interior
sdo consideradas as mais importantes a nivel nacional (INE, 2020). Existem trés tipos
diferentes de sistema de cultivo do olival em Portugal, sendo estes determinados
essencialmente pela regido onde € feito o cultivo. Os sistemas existentes sdo: tradicional,
intensivo e superintensivo. O sistema tradicional, é caracterizado por olival com
densidades até 100 arvores/ha, aos quais sdo normalmente denominados de olivais antigos
(centenarios) onde se faz uso de cultivares locais. Este tipo de olival situa-se normalmente
em zonas declivosas onde a possibilidade de intensificacdo é baixa. Quanto ao sistema de
cultivo intensivo, possui até 400 arvores/ha, sendo o espacamento determinado pela
disponibilidade hidrica, cultivar e condi¢Ges edafoclimaticas. Estes olivais possuem, na
maioria dos casos, rega e certo grau de mecanizagdo. Os olivais em sistema super-
intensivos possuem densidades de plantacéo de 1.200 arvores/ha, séo regados, a colheita
¢ mecanizada e tém um maior uso de fatores de producdo (Fernandez-Escobar et al.,
2013). Sendo em 2014, 80% do olival portugués conduzido de forma tradicional (Reis,
2014).

2.2 FATORES LIMITATIVOS DA PRODUCAO: 0 exemplo da Tuberculose

Em toda a sua area de distribuicdo, a oliveira é afetada por vérias pragas e doencas
(Abuamsha et al., 2013). As principais doengas que afetam o olival sdo causadas
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sobretudo por fungos que afetam a parte aérea, nomeadamente o Olho de Pavéo
(Spilocaea oleagina Castagne) e a Gafa (Colletotrichum spp.), e a parte radicular, como
a Verticilose (Verticillium dahliae) (Bohm, 2013). As principais doencas bacterianas
incluem a Tuberculose ou ronha, e mais recentemente o declinio rapido da oliveira
causada por Xylella fastidiosa (Castrignano et al., 2021). O agente causal da Tuberculose
é a P. savastanoi pv savastanoi, que se trata de uma bactéria Gram-negativa pertencente
a familia Pseudomonadaceae e ao género Pseudomonas (Correia, 2007; Romero, 2017).
Esta bactéria, inicia o processo de infecdo na planta nos locais onde surgem feridas,
causadas por pragas, geadas, granizo, cortes de poda ou pela colheita da azeitona,
produzindo tumores (Quesada et al., 2012). Estes surgem principalmente nos ramos
jovens, galhos e caules, com diferentes niveis de intensidade como observado na figura
2. Ocasionalmente também podem aparecer nas folhas e frutos, sobretudo em verdes
chuvosos, podendo resultar na redugéo da producédo e qualidade da azeitona (Moretti et
al., 2008; Young, 2004; Godena et al., 2012). A hipertrofia e hiperplasia dos tecidos
infetados da planta por esta bactéria, deve-se principalmente a producéo de acido indol-
3-acético (IAA) e citocinas pela Pss (Surico et al., 1985; Nester & Kosuge, 1981; Comai
& Kosuge, 1980). Apoés a invasdo da bactéria no hospedeiro, inicia-se a colonizagdo do
local da infecdo, seguida da desintegracdo e degradacdo de células da planta resultando
na formacdo de uma grande cavidade em torno da &rea colonizada pela bactéria (Quesada
et al., 2012). Estes tumores podem desenvolver-se por meses persistindo por longos
periodos e, por isso, a tuberculose é considerada uma doenca crénica (Buonaurio et al.,
2015).

Figura 2. Sintomas tipicos de Tuberculose da oliveira causados pela bactéria P. savastanoi pv. savastanoi

(Pss) em ramos de oliveira.
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O ciclo de vida deste patogénico tem sido bastante estudado nos ultimos anos
(Rodrigues-Moreno et al., 2009). A infegdo dos tecidos internos da oliveira pela Pss pode
ocorrer durante todo o ano, uma vez que o range de temperatura onde se da a infecdo é
dos 4-38°C (Fernandez-Escobar et al., 2017). No entanto, a temperatura ideal para o
desenvolvimento de Pss é 23-24°C, sendo, por conseguinte, 0 outono e a primavera 0s
periodos 6timos de infe¢do (Fernandez-Escobar et al., 2017). Quando as infe¢des ocorrem
no outono e inverno, o tumor so é visivel na primavera seguinte, enquanto que as infe¢bes
de primavera e inicio do verdo podem-se desenvolver em 10-14 dias, tornando-se
especialmente mais perigosas quando se verificam valores de temperatura e humidade
relativa favoraveis a bactéria, e a presenca de feridas na planta (Fernandez-Escobar et al.,
2017). Nos tumores formados, cerca de 50% da carga bacteriana corresponde a Pss e uma
proporcéo significativa de espécies bacterianas ndo patogénicas (da Silva et al., 2014).
Algumas destas espécies ndo patogénicas, nomeadamente Erwinia toletana, Pantoea
agglomerans e Erwinia oleae, cooperam com a Pss, resultando num aumento da
severidade da doenca (Vuletin et al., 2019; Hosni et al., 2011; da Silva et al., 2014).

Uma vez no interior da planta a Pss pode movimentar-se através dos vasos xilémicos
para outras partes da oliveira formando tumores secundarios (Scortichini et al., 2004). A
transmisséo de Pss de plantas infetadas para sadias pode ocorrer a longas distancias pela
introducdo e plantacdo de arvores infetadas. A curtas distancias, o patogénico pode ser
disseminado pela chuva, vento, ou insetos, e ainda por praticas culturais como a poda e a
colheita que facilitam o processo de infecdo por provocarem lesdes na planta (Vuletin et
al., 2019; Quesada et al., 2010). Os equipamentos utilizados na poda sdo um dos métodos
de dispersdo da Pss mais preocupantes pois ao entrarem em contato com a bactéria, ficam
contaminados e disseminam efetivamente a bactéria para plantas ndo doentes (Nguyen et
al., 2017; Tous et al., 2010). Atualmente, as novas plantacGes de olival com densidades
elevadas (olivais intensivos e superintensivos) favorecem também a disseminacdo da
bactéria devido a curta distancia entre as arvores, e as feridas provocadas pela poda severa
e colheita mecanizada (Quesada et al., 2012).

As perdas causadas pela tuberculose sdo dificeis de quantificar, dado existirem
numerosos fatores que influenciam a gravidade dos sintomas. Apesar disto, € evidente 0s
prejuizos que ocorrem tanto a nivel da producdo como da qualidade dos produtos do
olival. A infecdo por Pss causa uma diminuigdo do vigor da &rvore, atrofiamento dos
ramos, desfoliacdo e consequentemente perda da area fotossintética, podendo em casos

graves culminar na morte da arvore (Quesada et al., 2010). Os poucos estudos que
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quantificam perdas de produgdo referem uma reducdo de 28% em Aarvores
moderadamente infetadas (0,5-1 tumor por 30 cm de comprimento de ramo) face a
arvores com niveis de infecdo mais baixo (0,1-0,3 tumor por ramo) (Godena et al., 2012).
Os frutos colhidos de ramos infetados com tuberculose podem originar azeites de ma

qualidade, com sabor a ranco e salgado, e odor desagradavel (Lopes & Pinto, 2010).

2.3. Meios de protecéo contra a tuberculose: o0 exemplo do controlo biologico

Atualmente ndo existem métodos capazes de erradicar a doencga quando detetada
no olival, sendo a estratégia utilizada apenas preventiva. Desta forma, a luta cultural com
recurso a praticas que minimizam a entrada da bactéria nos tecidos internos da arvore,
bem como a sua dispersédo no olival, tem sido a estratégia mais utilizada (Quesada et al.,
2012). Por exemplo, é fundamental efetuar a remocédo do material vegetal infetado através
da poda e higienizar os equipamentos utilizados, bem como evitar a realizacdo de préaticas
culturais que causem lesdes na arvore em epocas do ano com humidade relativa elevada,
por favorecer a infecdo (Ramos et al., 2012; Nguyen et al., 2017). E também importante
que as fertilizacGes e a rega sejam realizadas de um modo racional, de forma a evitar as
feridas ocasionadas pela desfoliagdo (Quesada et al., 2012). Aquando da instalacdo do
olival deve-se dar primazia a plantacdo de material vegetal acompanhado de um
certificado fitossanitario, de forma a prevenir a entrada do patogénico em areas ndo
infetadas, e optar pelo uso de cultivares menos suscetiveis a doenca. Até agora, nenhuma
cultivar de oliveira foi identificada como sendo completamente resistente a tuberculose,
mas diferentes cultivares exibem diferentes suscetibilidades & doenca (Penyalver et al.,
2006). Quando comparadas as cultivares comerciais mais importantes em Portugal, a cv.
Cobrangosa é menos suscetivel & doencga do que a cv. Verdeal Transmontana (Gomes, et
al., 2019).

A luta quimica tem sido usada juntamente com os métodos culturais para prevenir
infecBes por Pss (Ramos et al., 2012). A luta quimica baseia-se sobretudo na aplicacdo
de fungicidas cupricos nomeadamente hidréxido de cobre, oxicloreto de cobre, sulfato de
cobre e sulfato de cobre e célcio (Quesada et al., 2012). O efeito dos tratamentos de cobre
em Pss ndo e completamente compreendido, pensando-se que possa ter um efeito toxico
ou bacteriostatico sobre o patdgeno que coloniza epifiticamente a oliveira (Penyalver et
al., 1998, Quesada et al., 2012). Contudo, a eficiéncia deste tipo de produtos é
normalmente baixa e a relagao custo-beneficio é desfavoravel para o olivicultor (Quesada

et al., 2010). Por outro lado, 0 uso continuo de produtos a base de cobre tem vindo a
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causar efeitos adversos ao meio ambiente e adicionalmente tem-se vindo a assistir a um
aumento da resisténcia de Pss a este metal (Nguyen et al., 2018b).

O impacto econémico da tuberculose e a ineficdcia dos meios de controlo
disponiveis contra a doenca, tem incentivado a procura por novos meios de luta mais
eficazes e sustentaveis (Quesada et al., 2010). Neste ambito tém sido realizados alguns
estudos, sobretudo efetuados em condic¢des controladas, com o intuito de explorar o uso
de microrganismos e 0leos essenciais contra a tuberculose (Mina et al., 2020b; Bouaichi
etal., 2015; Filiz & Bozkurt, 2020). Entretanto existe também o uso de bacteriéfagos para
controlo de Pseudomonas savastanoi pv. glycinea em soja, ndo sendo encontrado ainda
para o caso da tuberculose (Tarakanov et al., 2022).

No que concerne aos microrganismos, verificou-se que Pseudomonas sp. isolada
da rizosfera da oliveira (Rokni-Zadeh et al., 2008), P. fluorescens e Bacillus subtilis
isolados de tumores e de folhas de oliveira, respetivamente (Krid et al., 2012), inibiram o
crescimento de Pss em condigdes in vitro. Em ensaios efetuados em plantulas de oliveira
em condicdes in vitro, foi verificado a capacidade de P. fluorescens em reduzir a
populacdo de Pss e o numero de tumores nao tendo, contudo, sido capaz de suprimir o
desenvolvimento da doenca (Maldonado-Gonzélez et al., 2013). Recentemente, Bacillus
amyloliquefaciens isolado de folhas de oliveira mostrou reduzir significativamente a
severidade da tuberculose (até 44%), o peso dos tumores (até 55%) e a populacdo de Pss
nos tumores (até 27%) em plantas de oliveira inoculadas com Pss face as ndo inoculadas,
em condicdes de estufa (Mina et al., 2020a). Tanto quanto é do nosso conhecimento ainda
ndo foi demonstrado a eficacia de agentes de luta microbiana contra a tuberculose em
condi¢cdes de campo. Apesar dos resultados obtidos em condi¢Bes controladas serem
encorajadores é necessario a realizacdo de mais estudos neste ambito.

No caso dos Oleos essenciais, foi utilizada uma estirpe de P. savastanoi pv.
savastanoi para analisar a atividade antibacteriana dos 0leos essenciais de tomilho
(Thymus ciliatus), orégdo (Origanum compactum), alecrim (Romasmarinus officinalis) e
absinto (Artemisia vulgaris), pela técnica de difusdo em disco de papel. Os ensaios foram
realizados in vitro, tendo maior inibi¢do da Pss, particularmente nos 6leos essenciais de
tomilho e orégdo necessitando maior investigacdo para avaliar as suas propriedades

bactericidas em campo aberto (Bouaichi et al, 2015).
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2.4 Bacteriofagos e seu potencial na protecao de plantas contra doencas

Bacteriofagos (fagos), sdo virus que infetam e usam recursos bacterianos para se
reproduzirem, levando posteriormente a morte da célula hospedeira (White & Orlova,
2019; Hatfull, 2011). Foram descobertos no século XX, e por muitos anos foram
utilizados como agentes terapéuticos em humanos (Wittebole et al., 2014). Recentemente
0 seu uso no controlo de bactérias fitopatogénicas tem vindo a despertar a atencdo ao
nivel da area da protecdo de plantas (Farooq et al., 2022). Este elevado interesse pela
terapia fagica deve-se ao aparecimento de bactérias fitopatogénicas resistentes ao cobre,
pertencentes sobretudo aos géneros Stenotrophomonas, Xanthomonas e Pseudomonas
(Behlau et al., 2012; Colombi et al., 2016; Richard et al., 2017a; Richard et al., 2017b).
Sendo a aplicacdo de produtos cupricos o meio de luta mais utilizado contra doencas, a
sua ineficacia podera comprometer seriamente a producdo das culturas. O interesse pelos
fagos deve-se também ao facto de serem extremamente eficazes e especificos na lise de
bactérias patogénicas, e por ndo serem prejudiciais a0 Homem e animais, encontrando-se
na natureza de forma abundante e ubiqua (Chan, 2013). Estimativas indicam que o
numero total de bacteriofagos no planeta Terra possa exceder os 10%° virides (Whitman et
al., 1998), traduzindo-se em 10%* novas infecdes fagicas a ocorrer por segundo no mundo
(Hendrix, 2008).

A enorme diversidade e abundancia de fagos na natureza tem levado o Comité
Internacional da Taxonomia de Virus a fazer varias revisdes no sistema de classificacéo
taxondmico. As principais propriedades analisadas nos fagos para serem classificados em
grupos taxonémicos baseiam-se no tipo de &cido nucleico que possuem e o tipo de
morfologia que apresentam (Fig. 3). Quanto aos acidos nucleicos, os fagos podem possuir
ADN de cadeia simples (ss) ou de cadeia dupla (ds) ou alternativamente ARN de cadeia
simples (ss) ou de cadeia dupla (ds). Os fagos de ADN de cadeia dupla podem possuir
cauda longa contractil (e.g. familia Myoviridae) ou ndo-contratil (e.g. familia
Siphoviridae), cauda curta (e.g. familia Podoviridae), ou sem cauda. Os fagos ADNds
sem cauda possuem um genoma de tamanho inferior face aos fagos com cauda e
caracterizam-se por possuirem um invélucro lipidico (e.g. familias Tectiviridae,
Plasmaviridae e Corticoviridae). Estas caracteristicas sd@o igualmente observadas nos
virus da familia Cystoviridae, distinguindo-se apenas por possuirem ARNdSs. Os fagos de
ADN e de RNA de cadeia simples sdo 0s que possuem um genoma menor e podem

apresentar morfologias muito diferentes podendo ser icosaédricos (e.g. Microviridae,
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Leviviridae) ou filamentosos (e.g. familia Inoviridae). Cerca de 96% dos fagos

conhecidos possuem cauda (Hyman e Abedon, 2012).

Cauda, dsDNA,
genomas maiores

Fita simples,
genomas pequenos

Fita dupla,
genomas médios,
possuem lipidios I

|

e ®

_. L
e

Familia Myoviridae (dsDNA)
Familia Siphoviridae (dsDNA)
Familia Podoviridae(dsDNA)
Familia Tectiviridae (dsDNA)
Familia Cystoviridae (dsRNA)
Familia Plasmaviridae (dsDNA)
Familia Corticoviridae (dsDNA)
Familia Inoviridae (ssDNA)
Familia Microviridae (ssDNA)
Familia Leviviridae (ssRNA+)

Figura 3. Morfologia e genoma (tipos de genoma e tamanho) de varias familias de bacteriéfagos. A cor
azul indica capsideos (capa proteica protetora), o vermelho indica a cauda do virido e o amarelo refere-se a

lipidos. Fonte: adaptado de Hyman e Abedon (2012).

A infecdo dos fagos inicia-se com o reconhecimento de recetores especificos
existentes na membrana bacteriana, seguida pela adesdo do virus e sua introducdo na
célula hospedeira (White & Orlova, 2019). No caso de fagos com cauda, apenas o acido
nucleico e certas proteinas acessorias entram na célula hospedeira. Em fagos sem cauda,
ocorre a introducdo de toda a particula fagica por processos de endocitose, translocacao
ou fusdo do invélucro fagico. Apés a entrada do acido nucleico fagico na bactéria
hospedeira inicia-se a formacdo de novos fagos (Fernandes, 2018; Weitz, 2013). Este
processo pode ocorrer de trés formas distintas, designadas por ciclos de vida litico,
lisogénico e crénica (Farooq et al., 2022). No ciclo litico o acido nucleico viral replica-se
de forma independente do cromossoma do hospedeiro, e 0s novos fagos produzidos séo
libertados através da lise da célula hospedeira para invadirem outras bactérias. Neste
ciclo, os fagos apoderam-se da maquinaria celular do hospedeiro para sintetizar as novas
particulas fagicas. No ciclo lisogénico, o DNA viral é incorporado diretamente no
cromossoma da bactéria (profago) ou no citoplasma sob a forma de plasmideo, onde se

replica juntamente com o hospedeiro. Neste caso, o profago/plasmideo replica-se sem
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causar a lise da célula hospedeira, sendo transmitido também as células filhas (Wittebole
et al., 2014). Um bacteriéfago pode classificar-se em virulento ou temperado, consoante
sofra um ciclo litico ou lisogénico, respetivamente. No ciclo de vida crénica, a taxa de
infecdo é reduzida devido a uma disponibilidade limitada de recetores, e 0 acido nucleico
fagico ndo é recombinado com o genoma da bactéria. Existe, todavia, producéo de novas
particulas fagicas, embora em menores quantidades. N&o se verifica nesta alternativa a
lise celular (Farooq et al., 2022). De entre estes diferentes ciclos, o litico é o que apresenta
maior interesse na terapia fagica uma vez que leva a lise da célula bacteriana (Buttimer
et al., 2017). O ciclo lisogénico, também podera ter algum interesse neste ambito por ser
possivel provocar a lise bacteriana mediante estimulos especificos (Farooq et al., 2022).

O uso da terapia fagica tem, no entanto, alguns pros e contras. Como vantagens
destaca-se a sua capacidade em infetar patogénicos resistentes a antibidticos e a sua
adaptacdo as espécies bacterianas (Clavijo-Coppens et al., 2021). No entanto, ainda
existem alguns problemas relacionados com a selecdo do fago(s) mais adequado contra
uma determinada infecdo, o risco de desenvolvimento de resisténcia a fagos, a resposta
imune aos fagos por parte do hospedeiro, bem como novos requisitos regulamentares
(Roach & Debarbiuex, 2017; Harper, 2018).

Apesar disto existem alguns estudos que tem vindo a mostrar o enorme potencial
da terapia fagica contra doencas de plantas, como por exemplo no crestamento bacteriano
em alho-porro (Pseudomonas syringae pv. porri) (Rombout et al., 2016), podridao negra
do brdcolo (Xanthomonas campestris pv. campestris) (Nagai et al., 2017), mancha
bacteriana da pimenta (Xanthomonas euvesicatoria) (Gasi¢ et al., 2018), e podridao mole
da cebola (Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorum) (Zaczek-Moczydtowska et
al., 2020). As aplicacOes destes fagos como agentes antimicrobianos tem revolucionado
as estratégias de biocontrolo no manejo integrado das doencas sem causar danos a fauna

e a flora (Farooq et al., 2022).

2.5. Isolamento e desenvolvimento de consorcios fagicos na protecdo de

plantas

O isolamento de bacteriofagos para terapia fagica é frequentemente apresentado
como um exercicio bastante simples, 0 método basico é obter uma amostra ambiental que
provavelmente contenha ou tenha estado com a bactéria hospedeira direcionada (Haines
etal., 2021). Pode ser amostra de esgoto (Clavijo-Coppens et al., 2021), amostra de 4gua

(Harshitha et al., 2018), amostra de solo (Souza, 2020), etc. Sendo posteriormente a
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amostra contendo fagos misturada com a bactéria hospedeira, seguido por uma simples
remocao de detritos bacterianos por filtracdo e/ou centrifugacédo (Sillankorva, 2018).

Habitualmente os fagos originados demonstram especificidade do hospedeiro.
Essa natureza pode limitar a aplicacdo de um Unico fago no campo para atingir diferentes
patdgenos de plantas na mesma localidade (Farooq et al., 2022). Portanto, um coquetel
de fagos é obrigatorio para o biocontrolo de diversas fitobactérias resistentes em
condicdes de campo, ao possuir um espectro mais amplo de patdgenos-alvo teria um
mecanismo de infecdo distinto (Almeida, 2018; Bernardo et al., 2018). Na formulacdo de
coquetéis de fagos existem varias etapas envolvidas para além do isolamento, é
obrigatdrio avaliar o potencial terapéutico in vivo ou in vitro de um fago, incluindo a
atividade de gama de hospedeiros, caracteristicas gendmicas, adaptacGes para
biocontrolo, requisitos de armazenamento, aplicacéo e eficiéncia contra patogenos (Casey
etal., 2018).

25



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recolha de ramos de oliveira para isolamento de bactérias

A recolha de ramos de oliveira para o isolamento de P. savastanoi pv. savastanoi
e de outras espécies associadas foi realizada na primavera (abril, maio e junho) de 2021,
num olival localizado em Sucées — Mirandela (Nordeste de Portugal), com as seguintes
coordenadas 41°29°26” N; 7°15°30” O (Fig. 4). De acordo com a classificagdo de Koppen
e Geiger, o clima da regido onde se encontra este olival € do tipo Csa (Peel et. al., 2007),
caracterizada por clima temperado com verfes quentes e Secos e invernos suaves e
humidos. O olival amostrado é composto por oliveiras centenarias, com diversas
variedades antigas e desconhecidas, e conduzido em modos de producdo bioldgica e sem
rega.

Sucgdes- Mirandela (Portugal)
Pomar Olival

-~ £ - 3 \ A
“© o 48 _ g

Io7e ‘

Google Earth

Figura 4. Parcela de olival selecionado para amostragem de ramos de oliveira Fonte: Google Earth Pro
(2015).

Neste olival foram amostradas 20 oliveiras centenarias, de diferentes variedades
e selecionadas de forma aleatéria. Em cada arvore, foram colhidos cinco ramos do ano
aparentemente saudaveis e cinco ramos com nodulos da doenca, retirou-se os ramos dos
quatro quadrantes da arvore (norte/sul/leste/oeste), a uma altura de 1,60 — 1,70 metros
(Fig. 5). A colheita dos ramos foi feita com uma tesoura de poda devidamente desinfetada
com alcool 70% (v/v), sendo o processo de esterilizacdo realizado a cada corte. O material
vegetal recolhido foi colocado em sacos individuais estéreis com as suas respetivas
identificacOes, sendo posteriormente armazenados em caixa térmica e encaminhados para

o laboratorio de AgroBioTecnologia do Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO) e
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armazenados a 4°C até ao processamento das amostras que decorrem nas 24 horas
seguintes.

Figura 5. Oliveira centenéria selecionada para amostragem de onde foram retiradas amostras de ramos com
nddulos e sem nddulos (A); Ramo de oliveira com sintomas de doenca (nddulos) (B) e ramo sem sintoma
da doenca (saudavel) (C).

3.2 Isolamento Bacteriano

O isolamento de bactérias enddfitas (i.e., que colonizam os tecidos internos da
planta) dos ramos amostrados foi realizado utilizando 2 metodologias: i) cultura de
pequenos fragmentos vegetais; e ii) cultura do macerado dos tecidos vegetais. Em ambos
0s casos se procedeu inicialmente a esterilizagdo do material vegetal (i.e., caules de ramos
assintomaticos e nédulos de ramos com doenca) com o objetivo de eliminar a populacéo
microbiana epifitica. Este consistiu na imersdo sequencial do material vegetal, com
aproximadamente 4 cm de comprimento, em etanol a 70% (v/v) durante 1 minuto,
hipoclorito de s6dio 3% (v/v) durante 1 minuto e, por altimo, trés vezes em agua destilada
estéril (1 minuto em cada).

No isolamento por inoculacdo de fragmentos, cada caule/n6dulo foi cortado em 5
segmentos (aproximadamente de 5 mm comprimento) e, em seguida, foram transferidos

para uma Placa de Petri contendo meio de cultura PCA (Plate Count Agar, HIMEDIA).
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O material vegetal inoculado foi colhido de 10 &rvores, totalizando 500 explantes [10

arvores x 10 ramos (5 assintomaticos e 5 nodulos) x 5 explantes] (Fig. 6).

Figura 6. Ramos saudaveis de oliveira (A); Nédulo de tuberculose da oliveira (B); Placas de Petri com

meio PCA contendo as cinco partes de ramos/nddulos distribuidas (C).

No processo de isolamento por cultura do macerado dos tecidos vegetais, foram
utilizados material proveniente de outras 10 oliveiras. Apoés a esterilizacdo dividiu-se 0s
cinco ramos de cada arvore em cinco partes, obtendo vinte e cinco pedacos (1 g) que
foram inseridos num almofariz e macerados com 2 ml de tampéo PBS (1X) (NaCl
0,127M, KCI 0,0027M, NaHPO. 0,09M, KH.PO4 0,0098M, pH 7,4), em condicdes
estéreis. Do macerado obtido foram preparadas diluigdes decimais seriadas (1:10),
transferindo 200 pL do macerado para microtubos de 2 mL contendo 1800 pL de PBS.
Cada uma das dilui¢des preparadas (10 e 1072) foram inoculadas em Placas de Petri
contendo meio PCA. O in6culo (100 pL) foi espalhado com recurso a um espalhador,
contabilizando-se, no total, 120 Placas de Petri [10 &rvores x 6 repeticdes (3
assintomaticos e 3 nodulos) x 2 solucbes]. Depois de seladas com parafilm, as placas de
Petri de ambos os métodos de isolamento foram postas a incubar a temperatura ambiente,
no escuro. O crescimento bacteriano foi acompanhado diariamente, repicando para uma
nova placa de Petri com meio PCA todos os isolados individualmente, de forma a obter

cultura pura.

3.3 Identificacdo bacteriana

Culturas puras dos isolados bacterianos foram avaliadas pela morfologia da colénia
(cor, forma, elevacao e bordas), selecionando assim todos os morfotipos diferentes para
a identificacdo molecular. Conforme mostra a figura 7, 0 DNA genémico de cada isolado
puro foi extraido usando o kit REDExtract-N-Amp ™ Plant PCR (Sigma) seguindo as
instrucBes do fabricante. Resumidamente, com o auxilio de uma ponta de micropipeta
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estéril foi removida uma pequena quantidade de massa microbiana de col6nias em
crescimento ativo para um microtubo de 200 pL contendo 25 pL de solucgdo de extracéo,
em condicdes estéreis na camara de fluxo laminar. Apds mistura, as amostras foram
incubadas a 95°C durante 10 minutos, no termociclador MyCycler da BioRad, seguida
pela adigdo de 50 pL da solucdo de diluicdo. As diferentes amostras foram conservadas a
-20 °C. Em simultaneo, com recurso a uma ansa, devidamente, esterilizada foi retirada
uma quantidade significante de massa microbiana para tubos de criopreservacéo de 2 mL
contendo 1 mL de glicerol a 30% (v/v). Seguidamente, os distintos tubos foram

criopreservados a -80 °C, de modo, a integrarem a colecdo microbiana do CIMO.

Figura 7. Extracdo de DNA e criopreservacao de isolado bacteriano puro. Placa com bactéria pura (A);
massa microbiana de colénia em microtubo com solucdo de extracdo qual posteriormente vai ao
termociclador MyCycler (B); e massa microbiana em tubo de criopreservacdo com glicerol 30% (v/v) para

armazenamento em -80°C (C)

Para a identificagdo molecular procedeu-se, numa primeira anélise, a sequenciacao da
porcdo do gene 16S do rRNA com recurso ao par de primers universais 27F (Methé et
al., 2012) e 534R (Muyzer et al., 1993) (Tabela 1). Para os isolados bacterianos
identificados como sendo Pseudomonas procedeu-se, numa segunda fase, a sequenciagdo
de uma porcéo do gene iaal, usando os primers IAALF e IAALR (Penyalver et al. 2000)

(Tabela 1), de forma a identificar os isolados até a espeécie.
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Tabela 1. Primers utilizados para a amplificacdo do DNA bacteriano.

Nome primers Sequéncias

27F S'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3'
534R 5’ATTACCGCGGCTGCTGG3’
IAALF 5'GGCACCAGCGGCAACATCAAT
IAALR 5'CGCCCTCGGAACTGCCATACY

As amplifica¢des ocorreram no termociclador MyCycler ™ Thermocycler (Bio-Rad),
utilizando os reagentes e concentracdes indicadas na Tabela 2. O ciclo de temperaturas
foi de 95°C por 5 minutos para uma desnaturacdo inicial, seguido por 30 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 40 segundos, emparelhamento a 54°C (primers 27F e 534R) e
58°C (primers IAALF e IAALR) por 50 segundos, e uma extensdo a 72°C por 30

segundos. Por fim uma extensdo final a 72°C por 3 minutos.

Tabela 2. Reagentes e respetivas concentra¢Ges utilizados para uma reagéo de PCR de 20 pL.

Componentes Concentracao final
ddH20* -

Buffer (10X) 1X

dNTPS (10 mM) 0,2 mM

Primer forward (10 puM) 0,2 uM

Primer reverse (10 M) 0,2 uM

DNA Polimerase? 1,25U

DNA -

1 4gua desionizada destilada autoclavada

2 DFS-Tag DNA polymerase (Bioron, Alemanha)

Apbs PCR todos os produtos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,25% em tampdo TBE (1X) (Tris base 89 mM, acido boérico 89 mM e EDTA
2 mM, pH 7,6). Foi carregado no gel, 5puL do produto da PCR com 2uL de tampdo de
carregamento Loading Dye Blue (6X) (Bioron, Alemanha). A separacdo eletroforética
ocorreu a uma diferenga de potencial de 100V por 30-45 minutos. Ap0s separacao, o gel
foi mergulhado numa solucéo aquosa de GelRed ™ Biotum (3X), por 20 a 40 minutos, e
o DNA amplificado foi visualizado por fluorescéncia sob radiacao ultravioleta utilizando
um transiluminador ChemiDoc™ XRS+with Image Lab™ Software da BioRad
(Hercules, California). Apo6s confirmacdo, os produtos de PCR foram enviados para
sequenciar na empresa Macrogen Spain (Madrid, Espanha).

O tratamento das sequéncias foi realizado com recurso ao programa bioinformatico

BioEdit e, em seguida, utilizou-se a base de dados NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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e o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que determina o grau de
similaridade entre as sequéncias introduzidas e as depositadas na base de dados, atraves
da execucdo de alinhamentos. Os resultados desses alinhamentos foram classificados por
maior percentagem de identidade e menor valor de E-value.

A anélise filogenética dos isolados obtidos, foi realizada recorrendo ao software
MEGA X (Kumar et al., 2018). Para tal, procedeu-se numa primeira fase & pesquisa no
GenBank das estirpes de referéncia com o melhor resultado em termos de % de
similaridade dos isolados obtidos, recorrendo ao algoritmo BLAST. As arvores
filogenéticas foram construidas fazendo o alinhamento maltiplo de sequéncias utilizando
o0 algoritmo MUSCLE ou o algoritmo CLUSTALW (arvore que incluem apenas o género
Pseudomonas). Todas as arvores filogenéticas foram construidas utilizando o método da
Méxima Verosimilhanca (do inglés, ML) com 1000 repeticdes de bootstrap. De acordo
com o critério de informacdo de Akaike Corrigido, os modelos de substituicdo
selecionados foram o GTR+G+l para a arvore filogenética com todas as bactérias
sequenciadas. Para a filogenia contendo as Pseudomonas sequenciadas pelo gene 16S o
modelo selecionado foi TN93+G+I e para as Pseudomonas sequenciadas com o gene IAA

utilizou-se 0 modelo TN93+G, seguindo 0 mesmo critério anterior.

3.4 Diversidade e analise da comunidade bacteriana

Os indices de diversidade para a comunidade bacteriana estudada foram avaliados
pela determinacdo da riqueza (numero de taxa diferentes), abundancia (nimero de
isolados por taxon) e indice de Shannon-Wiener (H). Utilizou-se o teste de comparagéo
ndo paramétrico de Mann-Whitney para avaliar a significancia das diferencas dos valores
entre os métodos de isolamento. Estes procedimentos e analises foram realizadas
utilizando o software Paleontological Statistics v4.09 (PAST) (Hammer et al., 2001).

Para testar se existem diferencas na estrutura da comunidade bacteriana entre os
métodos de isolamentos (explante e macerado), efetuou-se uma andlise multivariada
utilizando-se o software Community Analysis Package v. 5.0 (Henderson & Seaby, 2007).
Nesta analise procedeu-se a elaboragdo de uma ordenagdo ndo métrica multidimensional
(NMDS) com 999 permutages, utilizando o coeficiente de similaridade de Bray-Curtis.
A andlise estatistica para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre a estrutura
das comunidades fungicas foi realizada pela analise de similaridades - ANOSIM
(p=0,05). A medida de distancia usada foi a de Bray-Curtis. Esta analise foi realizada

usando o Community Analysis Package v. 5.0 (Henderson & Seaby, 2007).
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3.5 Amostragem de solo para isolamento de bacteriofagos

O isolamento de bacteriofagos foi feito em amostras de solo provenientes do
mesmo olival onde se isolaram as bactérias endofitas bem como de uma floresta com
vegetacdo natural localizada proximo ao olival. A amostragem ocorreu no més de outubro
de 2021, sendo a colheita de solos feita em “zigue-zague”, a uma profundidade de 5 cm
e debaixo da copa das arvores (Fig. 8). Em cada local amostrado (olival e floresta) foram
colhidas trés amostras de solo compostas, sendo cada uma delas constituida por trés
subamostras. O solo foi armazenado em sacos estéreis, devidamente identificado, e
levado para o laboratério de Agrobiotecnologia do Centro de Investigagdo de Montanha
(CIMO). Uma vez no laboratério, as amostras de solo foram submetidas a uma crivagem
em crivo de malha de 2mm de didmetro, tendo o cuidado de esterilizar o crivo entre cada

amostra.

Figura 8. Recolha do solo realizada com o auxilio do trado.

3.6 Isolamento dos bacteri6fagos das amostras de solo

Para o isolamento dos fagos das amostras de solo, 1 g de solo crivado foi
adicionado a 10 mL de tampédo de fago (100 mM Tris HCL, 100 mM NacCl, 10 mM
MgCI26H20, 10 mM MgSO4, pH 7,6) (Clavijo-Coppens, 2021). A mistura foi a incubar
durante 2 horas sob agitacdo a 80 rpm, seguida por uma centrifugacdo a 10.000 rpm
durante 5 minutos. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para frascos
estéreis e mantido sob refrigeracdo a 8°C-10°C até ao isolamento e purificacdo dos
bacteriofagos.

O isolamento de fagos das amostras foi realizado utilizando um isolado bacteriano
de P. savastanoi pv savastanoi (CIMO21ACO001), existente na colecdo de cultura do
Centro de Investigacdo de Montanha (CIMO-CC). Este isolado foi obtido de tumores de

32



oliveira e a sua identificacéo foi efetuada pela sequenciacéo de uma por¢édo da regido 16S
do rDNA e do gene iaaL (Penyalver et al. 2000). O isolado bacteriano foi cultivado em
75 mL de meio de cultura liquido YPG (7g L-* de Peptona de carne; 79 L-! de Extrato de
levedura e 7g L-t de Glucose) e incubado durante a noite a 28°C, sob agitacdo de 120
rpm. No processo de preparagdo da solugéo de enriquecimento, foram transferidos 400
WL desta suspensdo de P. savastanoi pv. savastanoi em meio de cultura liquido YPG para
0 sobrenadante do solo obtido anteriormente. A concentracdo da suspensao bacteriana foi
ajustada para ODeoo=0,1 correspondendo a um nimero de células de 17,3 x 108 UFC/mL.
A suspensao foi incubada durante a noite a 28°C sob agitacdo de 120 rpm e, em seguida,
foi centrifugada a 10.000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante da solucdo de
enriquecimento foi transferido para um novo tubo e mantido sob refrigeracdo a 8°C —
10°C.

O isolamento dos bacteri6fagos foi realizado, pelo método de dupla camada de
meio de cultura de Adams (Souza, 2020). Para tal, uma suspensdo de P. savastanoi pv.
savastanoi foi inoculada em meio semissolido YPG (7 g/L peptona de carne; 7 g/L de
extrato de levedura, 7g L-* de Glucose e 2 g/L de &gar), até atingir ODs0o=0,1 € mantida
a 50°C. Desta solugéo foram retirados 3000 pL para placas de Petri que continham uma
camada de meio sélido YPG (15 g/L de agar), seguido do plagueamento de 100 pL do
sobrenadante da solucdo de enriquecimento. As placas de Petri foram observadas

diariamente para acompanhar a formacéo de placas de lise avaliadas de forma visual.

3.7 Purificacéo dos bacteriéfagos

Para a purificacdo dos fagos, foram selecionadas as placas de lise que
apresentassem caracteristicas diferentes (tamanho ou formato), dando preferéncia as de
maior tamanho. As placas de lise selecionadas, foram recortadas com um bisturi estéril e
colocadas em 1000 uL de meio de cultura liquido YPG. Apds agitacdo leve & mao,
adicionou-se 100 pL de suspensdo de P. savastanoi pv. savastanoi (ODeo=0,1). As
amostras foram mantidas sob agitacdo a 120 rpm durante a noite. Apds este periodo
ocorreu a centrifugacdo a 10.000 rpm durante 5 minutos, seguido pela transferéncia do
sobrenadante (que contém os fagos) para um novo tubo. Deste sobrenadante foram
preparadas dilui¢Oes decimais seriadas (1:10), transferindo 100 pL do sobrenadante para
microtubos de 2 mL contendo 900 pL de meio liquido YPG. A partir da diluicdo 10-
Sprocedeu-se ao isolamento de bacteriéfagos pelo método de dupla camada de meio de

cultura de Adams tal como descrito anteriormente (Souza, 2020). As placas de lise
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formadas foram recortadas e colocadas em meio liquido YPG com a suspenséo de P.
savastanoi pv. savastanoi (OD 600=0,1). Apds incubagdo nas mesmas condicOes atras
referidas, procedeu-se a centrifugacdo a 10.000 rpm durante 5 minutos, seguido pela
transferéncia do sobrenadante (que contém os fagos) para um novo tubo que foi mantido

a 4°C ateé utilizacao futura.

3.8 Efeitos dos fagos no controlo de P. savastanoi pv. savastanoi

A capacidade dos fagos isolados em reduzir o desenvolvimento de tumores pela
P. savastanoi pv. savastanoi foi avaliado em condigdes in vitro utilizando um bioensaio
com cenoura, previamente validado por Doks6z & Bozkurt (2020). Para tal, cenouras
bioldgicas, foram superficialmente esterilizadas em alcool a 70% (v/v) durante um
minuto, seguida por lavagem em agua destilada estéril trés vezes durante um minuto cada.
Apos esterilizacdo, as cenouras foram cortadas em rodelas com 1-1,5 cm de espessura, e
inserida uma rodela em placa de Petri contendo papel de filtro (Whatman) esterilizado.
Cada uma das rodelas foi inoculada no centro com 10 pL de isolado de bacteriofago
(obtido em 3.6) e com 10 pL de suspenséo de P. savastanoi pv. savastanoi (ODg0o=0,1).
Como controlo, foram utilizadas rodelas de cenoura apenas inoculadas com o patogénico
(controlo positivo), ou com o bacteriéfago (controlo negativo), ou sem nenhuma
inoculacdo (controlo negativo). Prepararam-se seis repeti¢des por tratamento. As placas
de petri depois de seladas com parafilm foram postas a incubar a 27°C sem agitacédo, e
observadas diariamente para avaliar o desenvolvimento de tumores, durante 30 dias.

Em particular foi avaliada a incidéncia (i.e., a percentagem de rodelas de cenoura
com sintomatologia) e a severidade (i.e., a area da cenoura com sintomatologia) da
tuberculose. Com estes dados da escala de severidade foi determinada a curva de
progresso da doenga (AUDPC, do inglés area under disease progress curve) seguindo o
procedimento descrito por Moral et al. (2008). Resumidamente, 0o AUDPC e uma medida
quantitativa da severidade da doenca ao longo do tempo, tendo-se utilizado a seguinte

férmula para estimar os seus valores:

n

AUDPC = [(S141 + 50/2](t141 — 1)

i=1

Onde (S) é a severidade observada no momento i, ti é o tempo (dias) da observacao
efetuada no momento i, e n € o numero total de observacdes realizadas. A severidade foi

estimada utilizando uma escala de 0 a 5 (Doks6z & Bozkurt, 2020), onde: 0 — auséncia
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de sintomas; 1- ligeiro escurecimento ao redor do centro (cAmbio vascular); 2-
Escurecimento destacado ao redor do centro; 3- Escurecimento ao redor do centro e
ligeira formacdo de tumores; 4- formacdo de tumores mais densos e 5-Necrose central

(correspondente ao xilema) (Fig. 9).

a /

Figura 9. Escala descritiva para avaliar severidade da tuberculose da oliveira em fatias de cenoura: 0- sem
qualquer sintoma da doenca; 1- ligeiro escurecimento ao redor do centro; 2- Escurecimento destacado ao
redor do centro; 3- Escurecimento ao redor do centro e ligeira formacéo de no; 4- formacgéo de n6 mais
denso e 5-Necrose central.

As diferengas na incidéncia e severidade entre tratamentos foram determinadas
por andlise de variancia (ANOVA), calculadas pelo teste de Kruskal-Wallis, para
probabilidades p<0,05, p<0,01 e p<0,001 considerando-se, respetivamente, como
significativas, muito significativas e altamente significativas. Estes procedimentos e
analises foram realizadas utilizando o software Paleontological Statistics v4.09 (Hammer
etal., 2001).
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4. RESULTADOS
4.1 Comunidade bacteriana endéfita

O isolamento de bactérias dos nodulos e ramos de oliveira sem sintomas, pelos
dois métodos (i.e., explante e macerado), permitiu obter um total de 69 unidades
taxonomicas operacionais (OTUs, do inglés operational taxonomic units) (Tabela S1 e
S2, ANEXO). Para corroborar a identificacdo dos isolados bacterianos a partir do
BLAST, procedeu-se a sua analise filogenética onde foram incluidas sequéncias de
referéncia do gene 16S do rRNA, obtidas no Genbank. Esta analise foi efetuada para todos
os isolados, sem incluir Pseudomonas. Este género foi analisado separadamente, fazendo
duas analises filogenéticas baseadas nas sequéncias dos genes 16S de rRNA e gene iaal
com o objetivo de tentar identifica-los até a espécie.

A primeira arvore (sem o género das Pseudomonas) distribui 61 OTUs em dez
familias e 18 géneros distintos (Fig. 10). Os isolados identificados até ao género através
do BLAST, agruparam no mesmo ramo especifico de cada género o que suporta a sua
identificacdo. Nesta analise verifica-se que a maioria dos OTUs (26 no total) pertence a
familia Microbacteriaceae e géneros Agrococcus, Frondihabitans, Plantibacter,
Microbacterium, Curtobacterium, Pseudoclavibacter e Okibacterium, seguindo-se a
familia Erwiniaceae com 18 OTUs pertencentes aos géneros Pantoea e Erwinia, e
finalmente a familia Xanthomonadaceae com 6 OTUs pertencentes ao género
Stenotrophomonas. As familias menos representadas foram Micrococcaceae (com 3
OTUs do género Arthrobacter), Bacillaceae (com 2 OTUs dos géneros Priestia e
Bacillus), Sphingomonadaceae (com 2 OTUs do género Sphingomonas),
Staphylococcaceae (com 1 OTU do género Staphylococcus), Mycoplasmataceae (com 1
OTU do género Mycoplasma), Methylobacteriaceae (com 1 OTU do género

Methylobacterium) e Nocardiaceae (com 1 OTUs do género Rhodococcus).
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Figura 10. Arvore filogenética determinada pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do parametro

General Time Reversible (G+I) e teste de bootstrap com 1000 repeticfes das sequéncias do gene 16S rRNA,
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dos isolados de ramos saudaveis e de nddulos com sintomas da doenga tuberculose da oliveira.

Na arvore filogénica das Pseudomonas, foram avaliadas oito OTUs identificadas
como Pseudomonas aquando da realizacdo do BLAST. A arvore obtida com base na
analise das sequéncias do gene 16S do rRNA, permitiu agrupar estes oito OTUs em trés
clados (Fig. 11). O clado composto pelos OTUs A33, Al19 e A2l encontra-se
filogeneticamente relacionado com muitas espécies distintas, ndo permitindo, por isso,
efetuar uma identificacdo destes trés isolados até a espécie. Por sua vez, 0 OTU A9 forma

um clado com a espécie Pseudomonas hamedanensis, sugerindo tratar-se da mesma
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espécie; enquanto que os OTUs A6, B6, C8 e C11, formam um terceiro clado

filogeneticamente relacionado com as espécies Pseudomonas savastanoi e Pseudomonas

syringae. A arvore filogenética obtida através da analise da sequéncia génica iaal origina

resultados ligeiramente diferentes, na qual foram avaliadas cinco OTUs identificadas

como Pseudomonas (Fig. 12). Esta arvore também agrupa no mesmo clado os OTUs A19

e A21, mas filogeneticamente proximos de Pseudomonas asgharzadehiana. O OTU A9

também aqui forma um clado sozinho, mas com a espécie Pseudomonas zeae. Por sua

vez, 0s OTUs A6 e B6 formam um clado, mas A6 relaciona-se filogeneticamente com

Pseudomonas syringae, enquanto que B6 se relaciona filogeneticamente mais com

Pseudomonas savastanoi.
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Figura 11. Arvore filogenética do género Pseudomonas com sequéncias obtidas da regido 16S do rRNA,

determinada pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do parametro Tamura Nei (G+l) e teste de

bootstrap com 1000 repeticOes das sequéncias dos isolados de ramos saudaveis e de nddulos da oliveira.
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#(6) GQ347272.1 Uncultured planctomycete clone SGSC844 16S ribosomal RNA gene TYPE material
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Figura 12. Arvore filogenética do género Pseudomonas com sequéncias obtidas do gene iaal, determinada
pelo método Neighbour-Joining gerada a partir do pardametro Tamura Nei (G) e teste de bootstrap com 1000

repeticdes das sequéncias dos isolados de ramos saudaveis e de nddulos da oliveira.

4.2 Comparagdo entre técnicas de isolamento e material vegetal na

diversidade bacteriana

Neste trabalho testaram-se duas técnicas para isolar as bactérias endofititas
presentes em nddulos e ramos sem doenca. Apesar de ndo se poder comparar estas duas
técnicas por terem sido testadas em arvores diferentes, verificou-se que o método por
explante permitiu obter uma menor diversidade taxonomica (no total 24 OTUs
pertencentes a 3 filos, 4 classes, 6 ordens, 7 familias e 12 géneros) face ao método de
maceracdo (no total 45 OTUs pertencentes 5 filos, 5 classes, 9 ordens, 11 familias e 16
géneros). De igual modo foram observadas diferengas entre estas técnicas ao nivel da
composicdo da comunidade bacteriana obtida. Na técnica de isolamento por explante
observou-se uma maior predominancia de isolados pertencentes ao filo Proteobacteria
(73% do total dos isolados), classe Gammaproteobacteria (67%), ordem Enterobacterales
(50%), familia Erwiniaceae (50%), e géneros Pantoea (26%) e Erwinia (24%) (Fig. 13).
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Figura 13. Gréafico Krona representando a abundancia em cada nivel taxonémico, desde o filo até ao

género, das comunidades bacterianas obtidas pelo método de isolamento por explante.

Por sua vez, a maioria dos isolados obtidos pela técnica por maceragao pertenciam
ao filo Actinobacteria (64% do total dos isolados), classe Actinomycetia (64%), ordem
Micrococcales (63%), familia Microbacteriaceae e género Curtobacterium (56%) (Fig.
14).
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Figura 14. Gréafico Krona representando a abundancia em cada nivel taxondmico, desde o filo até ao

género, das comunidades bacterianas obtidas pelo método de isolamento por macerag&o.

A comunidade bacteriana associada aos dois tipos de material vegetal estudados
(i.e., caules assintomaticos e nodulos) foi comparada em termos diversidade (riqueza e
Shannon — Wiener) e abundancia (N° total de isolados) (Fig. 15). Esta comparacdo foi
feita para cada uma das técnicas de isolamento efetuadas. Os resultados mostram que quer
a diversidade, expressa em riqueza e indice de Shannon - Wiener, bem como a abundancia
de espécies bacterianas foi significativamente (p<0,05) superior nos nédulos face aos
caules sem sintomas, em qualquer das técnicas de isolamento utilizadas. Através da
técnica de explante, os no6dulos mostraram ter maior diversidade (11 vezes mais) e
abundéancia (1,5 vezes mais) bacteriana face aos caules sem sintomas. De igual modo, na
técnica de maceracdo obteve-se uma maior diversidade (2,3 vezes) e abundancia (20

vezes) bacteriana nos nédulos face aos caules sem sintomas.

41



a b
. i - 16 ’
14 = =
5 ° .
g 12
g B
« =
; 4 B 2 1 -
& H
= = 08
& 3 A E A
" - ] @ 06 .
04 %
7 o W5
0 - 0 X
1 1
[J Expl Assint M Expl Sint [ Mac_Assint B Mac_Sint [J Expl Assint M Expl Sint [ Mac_Assint B Mac_Sint
45 (C) 300000 (D) b
40
B 250000
35
. ‘. .
g g
2 g <
& S
T S 150000
L X £
< <
15 100000
a
10
50000 ‘
[ X
0 0
1 1
[T Expl_Assint M Expl Sint [ Mac_Assint M Mac_Sint

Figura 15. Graficos Boxplot com os valores de diversidade (A e B) e abundancia (C e D) da comunidade
bacteriana associada aos nodulos (Sint) e caules sem sintomas (Assint) obtida pela técnica de isolamento
por explante (Expl) e macerado (Mac). A linha horizontal representa a mediana, a caixa o intervalo
interquartil e as linhas verticais os valores extremos, respetivamente. As barras com letras diferentes
representam valores estatisticamente diferentes (p<0,05) entre n6dulos e caules sem sintomas na técnica de

explante (letras maidsculas) ou do macerado (letras mindsculas).

A similaridade na composigdo da comunidade bacteriana entre nddulos e caules
sem sintomas foi avaliada através da ordenagdo ndo métrica multidimensional (NMDS)
(Fig. 16) e ANOSIM (Tabela S3, ANEXO), para cada uma das técnicas de isolamento o
ANOSIM, gera um valor-p, que avalia o nivel de significancia (p<0,05), e um valor-R
que varia entre 0 (indistinguivel) e 1 (completamente dissimilar), que determina o nivel
de similaridade/dissimilaridade na composicéao bacteriana. O valor de stresse de Kruskal
foi usado no NMDS para estimar a qualidade de ajuste do modelo, comumente aceitavel
guando o valor é menor que 0,2 (McCune et al., 2002). Os resultados obtidos, mostram
que no geral existem diferencas significativas (p=0,011) ao nivel da composi¢édo
bacteriana entre nodulos e caules sem sintomas, apesar de serem muito reduzidas
(Ranosim=0,099) (Tabela S3, ANEXO). Estas diferengas foram sobretudo notorias

42



quando o isolamento bacteriano foi efetuado pela técnica de maceragdo (Ranosim=0,227,
p=0,005), ndo se registando diferencas significativas na composicdo bacteriana entre
nodulos e caules sem sintomas pela técnica de explante (Ranosim=0,066; p=0,110). Este
resultado € corroborado pelo grafico NMDS (Fig. 16) onde é possivel observar que nao
existe uma clara separacdo das comunidades bacterianas entre os nédulos (indicado pelos
simbolos a vermelho) e os caules sem sintomas (indicados pelos simbolos a verde) no
total da amostragem, mas na comunidade bacteriana obtida pela técnica de maceracéo ja
é possivel observar uma ligeira separacdo. A analise SIMPER mostra que 0s géneros que
mais contribuiram para a diferenciacdo da comunidade bacteriana entre nédulos e caule
sem sintomas pelo método da maceragdo foram Pantoea (24,1%), Pseudomonas (23,5%)
e Curtobacterium (17,3%). Estes trés géneros surgiram em maior abundéncia 3, 7 e 12377

vezes nos nddulos face aos caules sem sintomas respetivamente.
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Figura 16. Ordenacdo ndo métrica multidimensional (NMDS) da comunidade bacteriana associada aos
nddulos (Sint) e caules sem sintomas (Assint) obtida pela técnica de isolamento por explante (Expl) e
macerado (Mac). Esta anélise foi efetuada usando o coeficiente de Bray-Curtis. Os valores de Krustal

stresse inferiores a 0,2 correspondem a uma boa ordenacéo, a duas dimensdes.

A anélise da composicdo da comunidade bacteriana no material vegetal amostrado
mostra uma predominancia nos nodulos de espécies pertencentes aos géneros Pantoea
(35% do total dos isolados) pelo método de isolamento por explante e Curtobacterium
(46% do total dos isolados) pela técnica de maceragdo (Fig. 17). Por sua vez, nos caules
sem sintomas observou-se uma predominancia de bactérias do género Erwinia (42% do
total dos isolados) pelo método de isolamento por explante e, dos géneros Pantoea (49%)

e Pseudomonas (37%) pelo método de maceracéo.
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Figura 17. Abundancia relativa (%) dos géneros de bactérias presentes nos nddulos (Sint) e caules sem
sintomas (Assint) obtida pela técnica de isolamento por explante (Expl) e macerado (Mac), bem como o
total (Total).

4.3 Isolamento de bacteri6fagos

O isolamento de bacteridfagos foi efetuado em amostras de solo proveniente do
mesmo olival onde se estudou a comunidade bacteriana endofitica de nddulos e caules
sem sintomas, bem como de uma floresta localizada na proximidade do olival. Para o
isolamento, optou-se por usar como hospedeiro um isolado de P. savastanoi pv.
savastanoi (CIMO21ACO001) pertencente a colecdo da cultura do CIMO, uma vez que
ndo foi possivel identificar até a espécie nenhuma das oito Pseudomonas obtidas no
presente estudo. Das 6 amostras de solo analisadas (3 do olival e 3 da floresta), apenas 2
amostras do olival apresentaram bacteriofagos com atividade litica sobre P. savastanoi
pv. savastanoi. A presenca de bacteriéfagos nestas amostras foi detetada pela formacao
de placas de lise, tal como representado na figura 18a. As placas de lise que apresentavam
caracteristicas diferentes (tamanho ou forma) e com maior tamanho, foram selecionadas
para a obtencgéo de bacteriofagos puros. No total foram selecionadas 9 placas de lise, cada
uma delas correspondendo potencialmente a um bacteriéfago. Para obter culturas puras
de cada um destes bacteridfagos, procedeu-se a sua diluigdo seriada cinco vezes (10-2, 10-
2...). Utilizando apenas a quinta diluicdo que formou placas de lise de maior tamanho (ou

seja, com maior atividade litica) procedeu-se a purificacdo para avaliar o seu efeito no
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controlo de P. savastanoi pv. savastanoi em bioensaios. Na figura 18b é mostrado o
bacteriéfago que foi selecionado B5, tendo formado uma placa de lise do tamanho da

placa de Petri (9 cm de didametro) em culturas de P. savastanoi pv. savastanoi.

Figura 18. Placas de lise em culturas de P. savastanoi pv. savastanoi mostrando a presenca de Varios

bacteriéfagos isolados do solo do olival (a) e, de uma cultura pura de bacteriéfago da diluicdo 10-° (b).

4.4 Eficiéncia do bacteriéfago no controlo de P. savastanoi pv. savastanoi

Para avaliar a eficiéncia do bacteriofago selecionado no controlo de P. savastanoi
pv. savastanoi, utilizou-se um bioensaio com cenouras previamente otimizado por
Doks0z & Bozkurt (2020). Para tal foi estimada a incidéncia e a severidade do
desenvolvimento de tumores em rodelas de cenoura inoculadas apenas com P. savastanoi
pv. savastanoi (Pss), com o bacteriéfago ou com Pss + bacteriofago.

Pelos dados obtidos, verificou-se que os fagos adquiridos neste trabalho nao
apresentaram quaisquer diferencas quando inoculados em cenoura com P. savastanoi pv.
savastanoi, tendo sido monitorados por 30 dias ap0s inoculacdo. As primeiras diferencas
visiveis, apareceram uma semana apos a inoculacdo onde as formagfes mais expressivas
de nds ocorreram nos primeiros 15 dias e permaneceram estaveis até o 30° dia. Como o
controlo sem a inoculacdo de Pss ndo desenvolveu sintomatologia tipica de tuberculose
durante a realizacdo do ensaio, foi possivel confirmar a patogenicidade da bactéria quando

comparada com as fatias de cenoura inoculadas com patogeno (Fig. 19).
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Figura 19. Comparacdo entre fatias de cenoura ap6s 15 dias. Controlo sem inoculacdo de Pss (a);

inoculacdo somente com bactéria Pss (b).

A incidéncia da doenca obtidos da AUDPCIi entre cenouras inoculadas somente
com P. savastanoi pv. savastanoi e com Pss em conjunto com o bacteriéfago nédo
mostraram diferencas significativas (Fig. 20). Sendo o valor-P da comparagdo entre
amostras aos 15 dias (Pss15 vs Pss+B15) p = 0,518 e aos 30 dias (Pss30 vs Pss+B30) p=
0,518.
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Figura 20. Gréaficos Boxplot de analise dos diferentes tratamentos usando os dados da incidéncia
(AUDPCI), das amostras Pss (Inoculagdo somente com P. savastanoi pv. savastanoi) e Pss+B (Inoculagéo
com P. savastanoi pv. savastanoi mais bacteriofago) no dia 15 e no dia 30. As letras sdo usadas para indicar
as diferencas significativas entre as amostras (p<0,05), entre Pss15 e Pss+B15 (Dia 15 - letras maitsculas)

ou Pss30 e Pss+B30 (Dia 30 -letras minusculas).
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Do que concerne a severidade, os resultados obtidos da AUDPCs em cenouras
inoculadas somente com P. savastanoi pv. savastanoi e com Pss em conjunto com o
bacteriofago ndo mostraram diferencas significativas (Fig. 21). O valor-P adquirido na
comparacdo das amostras aos 15 dias (Pss15 vs Pss+B15) foi de p = 0,253 e aos 30 dias

de (Pss30 vs Pss+B30) p= 0,361.
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Figura 21. Graficos Boxplot de analise dos diferentes tratamentos usando os dados da severidade
(AUDPCs), das amostras Pss (Inoculacdo somente com P. savastanoi pv. savastanoi) e Pss+B (Inoculagdo
com P. savastanoi pv. savastanoi mais bacteriéfago) no dia 15 e no dia 30. As letras sdo usadas para indicar
as diferencas significativas entre as amostras (p<0,05), entre Pss15 e Pss+B15 (Dia 15 - letras maiusculas)

ou Pss30 e Pss+B30 (Dia 30 -letras mindsculas).
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5. DISCUSSOES
5.1 Comunidade bacteriana endéfita

No presente trabalho foi avaliado, numa primeira fase, a comunidade bacteriana
endofitica presente em nddulos e caules sem sintomas de oliveiras centenarias. Este
estudo foi feito recorrendo a métodos dependentes de cultura com o intuito de obter uma
colecdo de microrganismos. Em particular, pretendia-se obter diferentes isolados de P.
savastanoi pv. savastanoi para serem usados no isolamento de bacteriéfagos (ou fagos),
que constitui a segunda parte do presente estudo. Dada a especificidade dos fagos para
uma dada estirpe (Fernandéz et al., 2019), € recomendavel que durante o processo de
pesquisa de fagos seja incluido o maior nimero possivel de isolados da espécie
hospedeira. Dos 69 OTUs isolados, foram distinguidos oito pertencentes ao género
Pseudomonas. No entanto, a caracterizacdo molecular (16S rRNA e iaal.) destas 8 OTUs
ndo permitiu a sua identificacdo a niveis taxondmicos mais baixos, sendo necessario
efetuar no futuro estudos filogenéticos que incluam mais marcadores moleculares (e.g.
gyrB e 16S-23S rRNA (ITS)). Este estudo devera ser realizado em particular para 0s
OTUs A6, B6, C8 e C11, que mostraram estar relacionadas com Pseudomonas savastanoi
e Pseudomonas syringae, que constituem duas espécies filogeneticamente préximas e
dificeis de distinguir (Gomila et al., 2017). A colegdo de bactérias endofiticas obtida neste
estudo podera ainda ser bastante Gtil em trabalhos futuros que pretendam explorar estes
isolados na luta bioldgica contra a tuberculose da oliveira.

A abordagem de métodos culturais usada para o estudo da diversidade endofitica
apresenta, no entanto, o inconveniente de ndo permitir uma caracterizagdo completa da
comunidade bacteriana, uma vez que alguns microrganismos podem ser incapazes de
crescer em meios de cultura artificiais (Bonnet et al., 2020). Apesar desta limitagdo
verificou-se que a maioria dos isolados bacterianos obtidos no nosso estudo pertenciam
aos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, a semelhanca do reportado
anteriormente em trabalhos similares efetuados na oliveira usando métodos dependentes
(Mina et al., 2020b) ou independentes (Muller et al., 2015) de cultivo. Curiosamente
muitas espécies pertencentes ao filo Proteobacteria e Firmicutes sdo caracterizadas como
tendo um papel promotor no crescimento das plantas (Elmagzob et al, 2019) e algumas
demonstraram ainda ter um enorme potencial no controlo biologico de doencas, incluindo

da oliveira (Bizos et al., 2020). Neste ambito, destacam-se as espécies do género
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Pseudomonas (filo Proteobacteria) e Bacillus (filo Firmicutes). Varios isolados de
Pseudomonas (Schiliro et al., 2012; Gomez-Lama et al., 2018a; Sanei & Razavi, 2011;
Prieto et al., 2011; Cabanés et al., 2017) e de Bacillus (Gomez-Lama et al., 2018b),
mostraram ser efetivos contra a verticilose em plantulas de oliveira em condicdes de
estufa. De igual modo, as espécies Bacillus mojavensis (Ghanney et al., 2016), B. subtilis
(Bouaichi et al., 2019) e P. fluorescens (Maldonado-Gonzélez et al., 2013) mostraram
capacidade de reduzir o desenvolvimento de tumores na oliveira, causados pela P.
savastanoi pv. savastanoi, bem como reduzir o peso dos tumores e a abundancia da
populacdo patogénica. Face ao exposto, trabalhos futuros devem avaliar o potencial dos
isolados obtidos no presente estudo no controlo da tuberculose da oliveira. Segundo Ting
(2014), plantas resistentes ou assintomaticas em areas infetadas sdo mais propensas a
apresentar endofitos com potencial de controlo bioldgico do que outras plantas. Assim, é
esperado que os isolados bacterianos obtidos dos caules sem sintomas sejam mais
promissores para o controlo biolégico da tuberculose.

Esta hipdtese é reforcada pelo resultado da comparacdo da comunidade bacteriana
entre nddulos e caule sem sintomas que mostrou ser distinto ao nivel da diversidade e
composicdo. Nao so a diversidade, mas também a abundancia de enddfitos bacterianos
aumentou significativamente na presenca de P. savastanoi pv. savastanoi, tal como
reportado anteriormente por Mina et al. (2020b). Este resultado sugere que a presenca de
P. savastanoi pv. savastanoi tem influéncia no estabelecimento da comunidade bacteriana
nos nédulos. Este efeito pode ter resultado de alteragdes no metabolismo da planta
induzidas pelo patogénico que vai favorecer a colonizagdo de espécies endofiticas
especificas. Adicionalmente, o patogénico pode ter a capacidade de alterar o habitat por
ele colonizado, de modo a favorecer o seu crescimento bem como o de outras espécies
que com ele cooperam e a dificultar a colonizacdo de espécies antagonistas. Este efeito
de favorecimento de certas espécies microbianas em detrimento de outras foi
anteriormente exibido por algumas bactérias na rizosfera (Scharf et al., 2016). Assim, as
mudangas na composi¢do da comunidade bacteriana podem ser o resultado dos
comportamentos de cooperagédo e competicdo de P. savastanoi pv. savastanoi com outros
microrganismos, tal como reportado anteriormente (Dandekar et al., 2013; Tashiro et al.,
2013).

Curiosamente, observou-se diferengas na composi¢do bacteriana entre nédulos e
caules sem sintomas, ocorrendo uma predominancia dos géneros Pantoea e

Curtobacterium nos nddulos. Este resultado sugere que membros destes dois géneros
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possam cooperar com P. savastanoi pv. savastanoi no desenvolvimento da doenga na
oliveira. Estudos prévios tinham similarmente reportado a existéncia de associa¢do de
Pantoea agglomerans com P. savastanoi pv. savastanoi em nédulos, a sua frequente
presenca e isolamento no mesmo ambiente, sugere que podem ocorrer interacdes,
formacdo de comunidades e sinergismos. A comunidade bacteriana do né da oliveira,
portanto, fornece um nicho especial para estudar o papel da comunicacgao entre espécies
e a interacdo da comunidade entre o patdgeno e as bactérias residentes no
desenvolvimento da doenca. (Hosni et al., 2011). Os nos causados pela Pss associam-se
com bactérias do género Curtobacterium, algumas espécies endofitas desse género estéo
ligadas a inducdo de resisténcia sistémica quando interagem com outras bactérias
promotoras de crescimento e manutencdo da doenca contribuindo com o patégeno
(Buonaurio et al., 2015; Xu et al., 2019).

Nos caules sem sintomas observou-se uma predominancia de bactérias do género
Erwinia, Pantoea e Pseudomonas. Espécies dos géneros Pantoea e Erwinia, sdo bactérias
ndo patogénicas que estdo constantemente associadas a Pss, na medida que aumentam a
gravidade da doenca. Estudos realizando co-inoculacdo de Erwinia toletana com Pss,
aumentou o tamanho dos nddulos obtendo maior colonizacdo bacteriana em comparacao
com o patdgeno sozinho (Buonaurio et al., 2015). Porém no caso da espécie Pantoea
vagans, € apontada em estudos por ser capaz de controlar uma ampla gama de patdégenos
de plantas (Walterson et al., 2015). A diversidade, estilo de vida e associacao das bactérias
endofiticas até este momento & uma incdgnita, necessitando estudos e analises
aprofundadas para obtencdo de um quadro completo das suas atividades (Oukala et al.,
2021).

5.2 Isolamento bacteriofago e sua eficiéncia no controlo da tuberculose

A identificacdo de fagos como parte de uma estratégia de controlo bioldgico tem
sido considerada uma estratégia eficaz para reduzir significativamente a contaminagdo
por patégenos bacterianos. Porém uma das principais dificuldades na aplicacdo de
bacteriofagos no controlo de fitopatdgenos bacterianos na agricultura € a sua alta
especificidade, infetando apenas estirpes especificas da bactéria alvo (Jones et al., 2012).
Por isso € importante que no processo de pesquisa de bacteri6fagos sejam utilizados
varios isolados do mesmo agente patogénico. Adicionalmente, este problema pode ser
parcialmente superado usando coquetéis de bacteriéfagos. Esta estratégia tem sido usada

com sucesso na industria alimenticia (Sharma, 2013) e na veterinaria (Sommer et al.,
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2019). No entanto, esta especificidade é considerada por muitos como uma propriedade
vantajosa no combate a bactérias quando comparada com os antibidticos que exibem
largo espetro (Forde & Hill, 2018). Por outro lado, os fagos ndo afetam o hospedeiro
infetado nem a comunidade microbiana normalmente existente, uma vez que a sua
atividade cessa quando a espécie bacteriana morre (Forde & Hill, 2018).

De acordo com Stefani et al. (2021), existem varios produtos a base de
bacteriofagos disponiveis no mercado. O primeiro produto autorizado na agricultura foi
0 AgriPhage (Omnilytics) desenvolvido contra a mancha bacteriana do tomate e pimentéo
(Pseudomonas syringae pv. tomato e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria). Outra
empresa, desenvolveu o XylPhi-PD, que contém bacteriéfagos que infetam a Xylella
fastidiosa, 0 agente causal da doenca de Pierce da uva. Na Europa, existem duas empresas
com biopesticidas a base de bacteriofagos registados: O Erwiphage® Plus usado no
controlo da bactéria Erwinia amylovora na macieira e Biolyse® PB, contendo
bacteridfagos para a controlo do crescimento bacteriano em batatas apds serem embaladas
na industria alimentar.

No caso da tuberculose da oliveira (Pss), ndo had colecdes de bacteriofagos
caracterizados e disponiveis que possam ser preparados e usados no controlo biolégico
em condicdes de campo. No presente estudo foi possivel o isolamento de 9 fagos
especificos para P. savastanoi pv. savastanoi que produziram zonas claras indicativas da
lise bacteriana. Todos estes fagos foram isolados do solo do olival onde se estudou a
comunidade bacteriana endofitica, pelo contrario, ndo foram detetados fagos especificos
para P. savastanoi pv. savastanoi nas amostras de solo colhidas na floresta. Estes
resultados sugerem que a presenca da bactéria patogénica no olival amostrado faz das
mesmas uma fonte importante para o isolamento de varios bacteriéfagos. De entre os
diferentes fagos obtidos, um deles mostrou reduzir de forma eficaz o crescimento do
patogénico em condicdes in vitro. Resultado similar é encontrado no estudo de Marei
(2020), quando avaliou a eficacia de fagos virulentos especificos para a Pseudomonas
aeruginosa como controlo biolégico em condicdes de laboratério, tendo também obtido
formagdes de placas de lise em placa de Petri.

A eficiéncia do isolado fagico selecionado no controlo da tuberculose foi avaliada
utilizando um bioensaio com cenoura. Devido as caracteristicas inerentes das plantas
lenhosas e de vida longa, investigar o mecanismo de agdo na aplicacdo de fagos pode
levar mais tempo e esforgo. O uso de explantes de plantas hospedeiras jovens séo

geralmente usados em testes de patogenicidade de P. savastanoi pv. savastanoi, embora
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geralmente leve algum tempo para produzir resultados se testado um grande nimero de
isolados. Assim, a utilizacdo de plantas de vida curta ou bioensaios com 6rgaos de plantas
apresenta-se como uma alternativa estratégica, com maior facilidade de execucdo
permitindo a obtencao de resultados de forma réapida.

Os resultados deste trabalho em fatias de cenoura néo apresentaram diferengas
significativas entre amostras do patégeno inoculadas com ou sem fago, havendo a
necessidade de repetir o teste com o ajuste de volumes de bacteriofagos para um
determinado volume de Pss e nimero de repeti¢fes. Porém o trabalho de Filiz & Bozkurt
(2020) com inoculagdo em fatias de cenoura, obteve sucesso ao avaliar a patogenicidade
de Pss, assim como determinar o potencial de bactérias antagonistas para o controlo
bioldgico in vivo (Filiz & Bozkurt, 2022). Outro resultado semelhante é encontrado no
estudo de Czajkowski (2016), onde misturas de fagos foram testadas em fatias de batata
em ambiente controlado, com o objetivo de observar a capacidade das misturas de fagos
como controlo para as multiplas espécies de patdgenos associadas a doenca da podridao
mole da batata (Pectobacterium spp. e Dickeya spp.). Pelo facto de as avaliacGes serem
apenas visuais, ha necessidade de um maior aprofundamento da anatomia e modo de vida

dos fagos para futuras utilizacGes estratégicas e eficientes.
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6. CONCLUSOES

As doencas que atacam plantas agricolas continuam a gerar impacto na produgdo
de alimentos em todo mundo e novas abordagens de controlo sdo constantemente
procuradas. Estratégias alternativas de base biologica para o controlo de patégenos de
plantas baseadas, por exemplo, em bactérias antagonistas e fagos estdo sendo
desenvolvidas e apontadas como estratégias promissoras.

Neste estudo foi possivel analisar a comunidade bacteriana de ramos com e sem
sintomas da doenca tuberculose-da-oliveira de oliveiras centenarias, por dois métodos
distintos de isolamento (explante e maceracdo), no qual se obteve-se uma maior
diversidade de isolados no método de maceracdo, onde ambos geraram diferencas ao nivel
das comunidades bacterianas obtidas. Verificou-se que as comunidades bacterianas dos
ramos sintomaticos foram mais diversas e abundantes quando comparado com 0s ramos
assintomaticos. Ramos sintométicos sdo mais diversos e abundantes em Pantoea,
Pseudomonas e Curtobacterium, face aos assintomaticos. N&o foi possivel a confirmacéo
das espécies dos isolados adquiridos do género Pseudomonas, sendo necessaria a
identificacdo utilizando outros marcadores moleculares.

Através de amostras de solo do olival, foi possivel isolar 9 bacteri6fagos, que
quando testados in vitro possibilitou a inibicdo da severidade da doenca causada pelo
patégeno P. savastanoi pv. savastanoi, que indica ser uma alternativa promissora a ser
estudada contra a tuberculose-da-oliveira. O fago selecionado para a inoculacao em fatias
de cenoura, ao ser comparado estatisticamente com as fatias inoculadas somente com Pss,
ndo demonstrou diferencas significativas, surgindo a necessidade de uma reviséo do
protocolo aplicado. No caso dos fagos adquiridos durante este estudo, uma alternativa é
a realizacdo de uma andlise mais complexa para elaborar novos protocolos e testes que
possibilitem a insercdo em ensaios in planta. O estudo de fagos na luta contra a
tuberculose-da-oliveira ndo s ajudara a resolver o problema causado por esta doenga,
mas também permitira esclarecer a biologia dos fagos e a relagdo com o seu hospedeiro
bacteriano para melhoramento de resultados futuros. Embora as arvores lenhosas, como
a oliveira, representem desafios para o desenvolvimento de estratégias de controlo
biologico devido ao seu porte e vida util relativamente longo, os conceitos existentes
desenvolvidos em pequenas culturas de curta duracdo podem ser transferidos futuramente

para o controlo bioldgico da arvore hospedeira.
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Tabela S 1. Resultados do BLAST para os isolados em estudo.

Database (nr)

ITS Type material

Cadigo da Cad. Query E Per. Ident ) o Query E Per. Ident Accessio Classificacéo
] Accession Classificacao
amostra Orig. Cover value (%) Cover value (%) n Tree
CIMO MT25618 NR11782
Pseudomonas sp. 100 Pseudomonas sp.5
21MCO014 A6 100 0 99,78 8.1 0 99,57 2.1
CIMO MH33799 CP0O7700
A9 Pseudomonas sp. 100 0 99,56 Pseudomonas sp.4
21MCO017 100 0 100 4.1 91.1
CIMO
Al9 MT42220 Pseudomonas sp. 100 0 99,76 MT56143 Pseudomonas sp.2
21MC025
100 0 100 8.1 8.1
CIMO MN30736 MT56143
A21 Pseudomonas sp. 100 0 98,65 Pseudomonas sp.3
21MCO027 100 0 98,87 0.1 8.1
CIMO MK55994 MF55463
A33 100 0 99,76 Pseudomonas 100 0 96,94 Pseudomonas sp.1
21MCO045 8.1 1.1
CIMO FN42171 NR11782
B6 Pseudomonas 100 0 99,78 Pseudomonas sp.6
21MC005 100 0 100 4.1 2.1
CIMO LC18917 NR11782
C8 100 0 99,78 Pseudomonas 100 0 99,57 Pseudomonas sp.7
21MCO066 7.1 2.1
CIMO LC18917 NR11782
Cl1 100 0 99,78 Pseudomonas 100 0 99,57 Pseudomonas sp.8
21MC069 7.1 2.1
CIMO Te - NR_1048 3e - NR10482
21MCO011 A2 100 176 99,14 28.1 Erwinia 100 177 99,14 8.1 Erwinia cf. toletana
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CIMO NR_0426 . NR04269

A8 100 0 100 Agrococcus versicolor 100 100
21MCO016 93.1 0 3.1 Agrococcus sp.3
CIMO MG73395 KJ65434
21MC018 Al0 100 0 99,79 1.1 Pantoea agglomerans 100 0 98,72 1.1 Pantoea sp.14
CIMO KJ482851 0 NR11636 Stenotrophomonas cf.
21MC019 Al2 100 0 100 A Stenotrophomonas 100 97,83 6.1 chelatiphaga
CIMO 6e - MT36019 le - KJ65434
21MCO020 Al4 100 84 99,44 6.1 Pantoea 100 83 98,88 1.1 Pantoea sp.16
CIMO MN88928 NR02546

Al5 100 0 100 Plantibacter flavus 0 99,77
21MCO021 2.1 100 2.1 Plantibacter sp.3
CIMO MN30996 le - MT42192

Al6 98 0 98,61 Bacillus cereus 98 98,34
21MCQ022 9.1 180 5.1 Bacillus cf. wiedmannii
CIMO MN82658 NR02546
21MCO023 Al7 100 0 99,55 4.1 Plantibacter flavus 100 0 99,55 2.1 Plantibacter sp.7
CIMO MN82658 NR02546
21MC024 Al8 100 0 100 4.1 Plantibacter flavus 100 0 100 2.1 Plantibacter sp.5
CIMO MN82658 NR02546
21MC026 A20 100 0 100 4.1 Plantibacter flavus 100 0 100 2.1 Plantibacter sp.4
CIMO ) .

A23 99 0 98,22 MW4665 Curtobacterium glycinis | 99 0 98,22 MW4665
21MCO029 . -

50.1 50.1 Curtobacterium cf. glycinis

CIMO NR_0254 NR02546

A24 100 0 100 Plantibacter flavus 100 0 100 .
21MC038 62.1 2.1 Plantibacter sp.1
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CIMO Te - MN92282 le - KJ65434
21MC030 A26 100 145 100 0.1 Pantoea vagans 100 144 99,65 1.1 Pantoea sp.17
CIMO MN31486 ) . MT76000
A27 100 0 100 Curtobacterium pusillum | 96 0 100 )
21MC040 6.1 2.1 Curtobacterium sp.5
CIMO
NR_0426 NR04269
21MCO031 .
A29-1 99 0 99,3 93.1 Agrococcus versicolor 100 0 99,76 3.1 Agrococcus sp.1
CIMO NR_0426 . NR04269
A29-2 100 0 99,76 Agrococcus versicolor 99 0 99,3
21MC032 93.1 3.1 Agrococcus sp.2
CIMO . . . . .
A32 100 0 100 MN75882 Microbacterium foliorum | 100 0 100 MWH5783 Microbacterium cf.
21MCO033 .
4.1 84.1 foliorum
CIMO 2e - 2e -
A35 99 85,56 CP038853 Pantoea 99 85,56 KJ65434
21MC047 46 46
A 1.1 Pantoea sp.10
CIMO NR_0247 NR02475
A36 100 0 99,3 Okibacterium fritillariae | 100 0 99,3 ) )
21MC048 55.1 5.1 Okibacterium sp.2
CIMO MK02681 KJ65434
B1 100 0 99,78 Pantoea agglomerans 100 0 98,93
21MC049 4.1 1.1 Pantoea sp.13
CIMO . )
JQ047368 Sphingomonas 98 0 NR11826 Sphingomonas cf.
21MC001 )
B2 98 0 99,75 | 99,01 3.1 kyugheensis
CIMO MG94862 - 6e - NR11581 ]
Mycoplasma wenyonii 65 Mycoplasma cf. insons
21MC002 B3 100 0 99,76 4.1 70 84,34 2.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG948624.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ESKFM7FJ01R

CIMO MK96712 MF67897
Staphylococcus 100 .
21MC003 B4 100 100 51 100 1.1 Staphylococcus cf. warneri
CIMO MH37554 CP07736
Pantoea 99 Pantoea sp.2
21MCO004 B5 99 98,12 8.1 98,12 6.1
CIMO MT36024 o NR12564
Frondihabitans 99
21MCO006 B7 100 100 6.1 96,85 4.1 Frondihabitans sp.1
CIMO MT39719 ) NR11606 Curtobacterium cf.
Curtobacterium 99
21MCO007 B8 99 100 6.1 99,04 4.1 oceanosedimentum
CIMO JF181266. . NR04102 Methylobacterium cf.
Methylobacterium 99 .
21MCO009 B10 99 99,28 1 98,55 6.1 mesophilicum
CIMO MT27996 . NR04213
B11 100 100 Sphingomonas 100 99,76 ]
21MCO010 9.1 0.1 Sphingomonas cf. aerolata
CIMO CP077366 CP07736
B12 99 96,98 Pantoea agglomerans 99 96,98
21MC050 A 6.1 Pantoea sp.7
CIMO CP035094 CP03509
B13 100 100 Priestia 100 100
21MCO051 A 4.1 Priestia cf. megaterium
CIMO CP077366 CP07736
B14 100 98,05 Pantoea agglomerans 100 98,05
21MC052 A 6.1 Pantoea sp.1
CIMO MN62906 MT12632
B15 100 100 Stenotrophomonas 100 99,78 Stenotrophomonas sp.3
21MCO053 6.1 7.1
CIMO Stenotrophomonas
B16 100 100 NR_1217 . ) 100 100 NR12173 Stenotrophomonas cf.
21MCO054 rhizophila ] .
39.1 9.1 rhizophila
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF181266.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ETDEC1RZ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JF181266.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ETDEC1RZ01R

CIMO

B17 100 100 MN62906 Stenotrophomonas 100 99,78 MT12632
21MCO055
6.1 7.1 Stenotrophomonas sp.4
CIMO NR_1217 Stenotrophomonas MT12632
B19 100 99,34 ) ) 100 99,78
21MCO057 39.1 rhizophila 7.1 Stenotrophomonas sp.2
CIMO NR_1217 Stenotrophomonas MT12632
B20 100 99,14 ) ) 100 99,57
21MC058 39.1 rhizophila 7.1 Stenotrophomonas sp.1
CIMO . .
B21 100 100 NR_1456 Pseudoclavibacter terrae | 100 100 NR14562 Pseudoclavibacter cf.
21MCO059
21.1 1.1 terrae
CIMO
C1 100 99,57 EU84910 Pantoea agglomerans 100 98,92 KJ65434
21MCO060
8.1 1.1 Pantoea sp.9
CIMO Curtobacterium
C3 99 100 NR_1048 99 99,48 MW4665
21MC062 oceanosedimentum
39.1 50.1 Curtobacterium sp.1
CIMO MW1112 Curtobacterium MW1112 Curtobacterium cf.
C4 100 98,75 100 98,75
21MC063 05.1 herbarum 05.1 herbarum
CIMO MN31486 ] ] MT76000
C6 100 100 Curtobacterium pusillum | 96 100 .
21MC065 6.1 2.1 Curtobacterium sp.4
CIMO NR_1048 Curtobacterium MW4665
C9 100 100 ] 100 98,48
21MCO067 39.1 oceanosedimentum 50.1 Curtobacterium sp.2
CIMO MH36649 NR13396
C10 99 100 Arthrobacter 99 99,06 Arthrobacter sp.1
21MCO068 3.2 9.1
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CIMO MH36649 NR13396

C12 100 0 100 Arthrobacter 100 0 99,08 Arthrobacter sp.2
21MCO070 3.2 9.1
CIMO GU58499 ) ) NR02475

C13 100 0 100 Okibacterium 100 0 99,3 ) )
21MCO071 3.1 51 Okibacterium sp.1
CIMO MG73396 KJ65434

Cl4 100 0 99,5 Pantoea 100 0 98,51
21MC072 0.1 1.1 Pantoea sp.15
CIMO CP077366 CP07736

C16 100 0 99,57 Pantoea agglomerans 100 0 99,57
21MCO073 A 6.1 Pantoea sp.3
CIMO 2e - KF20277 2e - KJ65434

C17 99 89,58 Pantoea 99 85,56
21MCO074 133 7.1 46 11 Pantoea sp.8
CIMO MN81105 MH2361

C18 100 0 100 Arthrobacter 100 0 99,55
21MCO075 9.1 28.1 Arthrobacter cf. humicola
CIMO LN68156 ] ] MT76000

C19 100 0 99,77 Curtobacterium pusillum | 96 0 100 .
21MCO076 9.1 2.1 Curtobacterium sp.3
CIMO NR_0254 NR02546

C20 100 0 99,77 Plantibacter flavus 100 0 99,77 )
21MCO077 62.1 2.1 Plantibacter sp.2
CIMO LN68156 ) . MT76000 Curtobacterium cf.

Cc21 100 0 99,77 Curtobacterium pusillum |96 0 100
21MCO078 9.1 2.1 flaccumfaciens
CIMO MK42428 . . MK4242  Microbacterium cf.

C22 100 0 100 Microbacterium foliorum | 100 0 100
21MCQ79 7.1 87.1 foliorum
CIMO CP077366 CP07736

Cc23 100 0 98,22 Pantoea agglomerans 100 0 98,27
21MC080 A 6.1 Pantoea sp.6
CIMO 3e- CP077366 3e- KJ65434

C24 100 99,64 Pantoea agglomerans 100 98,56
21MC081 141 1 136 11 Pantoea sp.11
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CIMO CP077366 CP07736
C25 99 0 99,78 Pantoea agglomerans 99 0 99,78
21MC082 A 6.1 Pantoea sp.5
CIMO CP077366 KJ65434
C26 100 0 99,35 Pantoea agglomerans 100 0 98,92
21MC083 A 1.1 Pantoea sp.12
CIMO MN36636 NR11912
c27 100 0 100 Rhodococcus 100 0 99,77 Rhodococcus cf. fascians
21MCO084 8.1 6.1
CIMO MK42429 Microbacterium MK4242 Microbacterium cf.
C28 100 0 100 100 0 100
21MC085 2.1 phyllosphaerae 92.1 phyllosphaerae
CIMO NR_0254 . NR02546
C29 100 0 100 Plantibacter flavus 100 0 100 .
21MC086 62.1 2.1 Plantibacter sp.6
CIMO CP077366 CP07736
C31 99 0 98,53 Pantoea agglomerans 99 0 98,53
21MC088 A 6.1 Pantoea sp.4

Tabela S 2. Classificacdo dos isolados obtidos a partir de amostras endofiticas de ramos saudaveis de oliveira e nddulos causados pela doenga tuberculose-da-oliveira.

Reino Filo Classe Ordem Familia ID Cddigo CIMO
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.5 CIMO 21MC014
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.4 CIMO 21MC017
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.2 CIMO 21MC025
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.3 CIMO 21MC027
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.1 CIMO 21MC045
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.6 CIMO 21MCO005
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.7 CIMO 21MC066
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp.8 CIMO 21MC069
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Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Erwinia cf. toletana CIMO 21MC011
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae | Agrococcus sp.3 CIMO 21MC016
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.14 CIMO 21MC018
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas cf. chelatiphaga CIMO 21MC019
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.16 CIMO 21MC020
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.3 CIMO 21MC021
Bactéria Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus cf. wiedmannii CIMO 21MC022
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.7 CIMO 21MC023
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.5 CIMO 21MC024
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.4 CIMO 21MC026
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium cf. glycinis CIMO 21MC029
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.1 CIMO 21MC038
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.17 CIMO 21MC030
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium sp.5 CIMO 21MC040
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Agrococcus sp.1 CIMO 21MC031
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae | Agrococcus sp.2 CIMO 21MC032
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium cf. foliorum CIMO 21MC033
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.10 CIMO 21MC047
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Okibacterium sp.2 CIMO 21MC048
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.13 CIMO 21MC049
Bactéria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae | Sphingomonas cf. kyugheensis CIMO 21MC001
Bactéria Tenericutes Mollicutes Mycoplasmatales Mycoplasmataceae | Mycoplasma cf. insons CIMO 21MC002
Bactéria Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae | Staphylococcus cf. warneri CIMO 21MC003
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Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.2 CIMO 21MC004
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Frondihabitans sp.1 CIMO 21MC006
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae | Curtobacterium cf. oceanosedimentum | CIMO 21MCO007
Bactéria Proteobacteria Alphaproteobacteria Hyphomicrobiales Methylobacteriaceae | Methylobacterium cf. mesophilicum CIMO 21MC009
Bactéria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingmonadaceae | Sphingomonas cf. aerolata CIMO 21MC010
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.7 CIMO 21MC050
Bactéria Bacellota Bacilli Bacillales Bacillaceae Priestia cf. megaterium CIMO 21MCO051
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.1 CIMO 21MC052
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas sp.3 CIMO 21MCO053
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas cf. rhizophila CIMO 21MC054
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas sp.4 CIMO 21MCO055
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas sp.2 CIMO 21MC057
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae | Stenotrophomonas sp.1 CIMO 21MC058
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Pseudoclavibacter cf. terrae CIMO 21MC059
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.9 CIMO 21MC060
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae | Curtobacterium sp.1 CIMO 21MC062
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium cf. herbarum CIMO 21MC063
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium sp.4 CIMO 21MC065
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium sp.2 CIMO 21MCO067
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter sp.1 CIMO 21MC068
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter sp.2 CIMO 21MCO070
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae | Okibacterium sp.1 CIMO 21MC071
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.15 CIMO 21MC072
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Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.3 CIMO 21MC073
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.8 CIMO 21MC074
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter cf. humicola CIMO 21MCO075
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium sp.3 CIMO 21MC076
Bactéria Actinobacteria | Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.2 CIMO 21MCO077
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Curtobacterium cf. flaccumfaciens CIMO 21MCQ078
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium cf. foliorum CIMO 21MC079
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.6 CIMO 21MC080
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.11 CIMO 21MCO081
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.5 CIMO 21MC082
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.12 CIMO 21MC083
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Corynebacteriales Nocardiaceae Rhodococcus cf. fascians CIMO 21MC084
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Microbacterium cf. phyllosphaerae CIMO 21MC085
Bactéria Actinobacteria Actinomycetia Micrococcales Microbacteriaceae Plantibacter sp.6 CIMO 21MC086
Bactéria Proteobacteria Gammaproteobacteria | Enterobacterales Erwiniaceae Pantoea sp.4 CIMO 21MC088
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Tabela S 3. Analise da similaridade (ANOSIM) baseada na distancia de Bray-Curtis da composicédo
bacteriana obtida pelo método de isolamento por maceracéo e explante, de nédulos (sintomatico) e de caule

sem sintomas (assintomatico).

Variaveis RANOSIM p
Assintomatico vs Total 0,099 0,011
Sintoméatico Macerado 0,227 0,005
Explante 0,066 0,11

82



