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Bacteriose da nogueira: epidemiologia de um
relevante problema fitossanitario em Portugal

Xanthomonas arboricola pv. juglandis é o agente causal da bacteriose da nogueira, doenca
mundialmente reportada e responsavel por perdas econémicas significativas nas principais
regides produtoras de noz. Em Portugal, o conhecimento adquirido nos ultimos anos sobre a
epidemiologia da bacteriose da nogueira encontra-se enquadrado na atividade 1&D desenvolvida

pelo INIAV e CIBIO-InBIO.
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Xanthomonas arboricola pv. juglandis é uma
bactéria capaz de infetar folhas e frutos da
nogueira provocando manchas necroéticas
nestes 6rgdos, queda precoce da noz e/ou
necrose do embrido no interior do fruto, le-
vando a consideraveis perdas de producio e
avultados prejuizos econdémicos. Apesar da
sua relevancia, pouco se sabe sobre a ocor-
réncia da bacteriose da nogueira em Portu-
gal e sobre as caracteristicas de patogeni-
cidade e viruléncia das bactérias responsa-
veis. Neste artigo pretende-se dar a conhe-
cer algumas das atividades de I&D desen-
volvidas, desde 2014, pelo INIAV e CIBIO-
-InBIO no sentido de compreender melhor
a biologia dos agentes etiologicos e as suas
caracteristicas epidemiologicas. Espera-se
que o conhecimento detalhado da diversida-
de e distribuicdo de diferentes populacGes
destas bactérias fitopatogénicas, em funcao
de diferentes metadados, e os estudos de
gendmica comparativa ainda em curso, per-
mitam a otimizacdo de medidas fitossanita-
rias de controlo desta doenca das nogueiras
para que os produtores possam encarar com
otimismo uma cultura tradicionalmente im-
portante da nossa agroeconomia.

Xanthomonas arboricola

pv. juglandis como o agente causal
da bacteriose da nogueira
Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)
foi descrito, pela primeira vez, no inicio do
século XX (Pierce, 1901) como o agente res-

ponsavel da bacteriose da nogueira, a doen-
¢a bacteriana mais conhecida e comum nos
pomares de nogueira. Esta doencga é reporta-
da por todo o mundo e a sintomatologia que
provoca afeta maioritariamente a qualidade
do fruto. A bacteriose afeta diferentes 6rgaos
da nogueira, em particular folhas e frutos.
Estes, quando infetados, apresentam sinto-
mas caracterizados por manchas necroéticas,
sem causar normalmente lesdes internas no
fruto (Figura 1. Os sintomas caracteristi-
cos da bacteriose da nogueira encontram-se
também dispersos pelos pomares em Portu-
gal, onde o primeiro registo desta doenca foi
descrito em 1935 (Oliveira & Cabral, 1942).

Xaj encontra-se dispersa pelo mundo, acom-
panhando a distribuicao e o desenvolvimen-
to das cultivares da espécie Juglans regia
(nogueira-comum), que possui uma grande
importancia comercial. Xaj também acom-
panhou as mudancas nos sistemas de gestao
cultural da noz, onde o rendimento e a qua-
lidade dos frutos da nogueira aumentaram
consideravelmente, devido ao crescimento
de pomares de monocultura intensiva com
a implementacao de tratamentos de poda,
fertilizagdo, irrigagdo e produtos quimi-
cos. Essas praticas tornaram-se comuns na
maioria dos pomares, conduzindo a criagio
de um ambiente mais favoravel a infecio,
tornando Xaj um patdgeno mais destrutivo.
De facto, ao longo das ultimas trés décadas,
a manifestacio da doenca causada por Xaj
alterou-se consideravelmente. Xaj emergiu
como o principal agente de novos aspetos
sintomaticos (como a necrose apical do fru-
to e a exsudagio do tronco), ocorrendo tam-
bém um aumento da severidade da infecao.
A necrose apical do fruto foi o nome dado
ao sintoma necroético que aparece na cicatriz
do estigma de frutos imaturos, e que pode
atingir o interior do fruto causando lesdes
na noz em formacao (Figura 1). A reducio da
produtividade pode ser superior a 40% e, em
alguns casos, pode até existir a perda total
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da producio, devido a queda prematura da
noz infetada. Este novo sintoma ja é também
comummente observado em pomares de no-
gueira em varias regides do mundo, mas foi
primeiramente reportado na Europa no final
dos anos 9o (Belisario et al., 2002). O sinto-
ma necrose apical do fruto encontra-se pre-
sente também em Portugal. A informacio
disponivel sugere a sua presenca em poma-
res portugueses antes de 2000 (Martins et
al., 1997, Moreira & Coutinho, 2008), mas a
sua confirmacio foi devidamente documen-
tada recentemente (Fernandes et al., 2017).
A presenca de exsudacio do tronco € o ou-
tro sintoma causado por estirpes de Xaj que
afeta principalmente os troncos e os ramos
de nogueiras, sendo particularmente im-
portante em arvores jovens nos viveiros. A
evolugio desta manifestacdo pode também
originar cancros e deformacdes devido ao
desenvolvimento anormal dos tecidos (Fi-
gura 1). Este sintoma foi descrito, pela pri-
meira vez, no ano de 2004 em Franca (Me-
nard et al., 2004) e, até a data, ndo existem
casos reportados noutros paises. Embora
nio exista informacdo sobre a situacido
atual da doenca, é possivel prever impactos
econdémicos negativos relacionados com a
possivel contribuicao de viveiros para a dis-
persdo de Xaj, devido a propagacao de no-
gueiras infetadas e consequente devastacio
de pomares jovens.

Atualmente, Xaj é considerado o principal
agente bacteriano que afeta a nogueira, nao
s6 pelos varios sintomas que provoca, mas
principalmente, e também pelas consequén-
cias que acarreta para a produtividade, es-
tando associado com a diminui¢io da quali-
dade da noz, com a reducio da produtivida-
de nos pomares e com o aumento dos custos
de manutencio das nogueiras nos viveiros.
Consequentemente, a producio de noz tem
vindo a ter grandes perdas de rendimento,
com prejuizos socioecondmicos em todo o
mundo. Estes efeitos negativos tém sido ob-
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Figura 1 - Principais sintomas causados por Xaj observados em nogueiras. A-H: Diferentes 6rgéos que apresentam sintomas de manchas necréticas caracteristicos da bacteriose da nogueira. I-L: Frutos
imaturos que apresentam o sintoma necrose apical do fruto, com diferentes graus de infe¢ado. M-O: Troncos de nogueira que apresentam o sintoma de exsudagao do tronco, destacando-se a possivel evolugéo do
sintoma com deformagdes (M) e cancros (N e O) (Fontes: C. Fernandes; Hajri et al., 2010)

servados, sobretudo, nos principais paises
produtores de noz na Europa mediterranea,
onde a ocorréncia de surtos da doenca cau-
sados por Xaj é mais frequente, e onde Xaj
constitui atualmente uma das principais
ameacas a cultura da nogueira.

Embora a importancia de Xaj seja reconhe-
cida, as informacdes sobre a sua biologia e
epidemiologia, incluindo a sua diversidade
genética, dinamica populacional, e a sua ca-
pacidade de adaptacdo ao hospedeiro e ao
ambiente permanecem desconhecidas, pre-

judicando o fornecimento de informacgGes
relevantes para a implementacdo de medi-
das fitossanitirias mais adequadas para a
prevencao e controlo dos sintomas.

Progressos efetuados no estudo

da populacao de Xanthomonas
arboricola pv. juglandis em Portugal
Desde setembro de 2014 que decorre em
Portugal um estudo sobre Xaj, no ambito de
dois projetos de doutoramento e do projeto
FCT EVOXANT. O estudo encontra-se te-
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maticamente centrado nos pomares de no-
gueira em Portugal e, até a data, ja obteve
resultados promissores, particularmente
para a avaliacdo abrangente da diversida-
de genética presente nas populagdes de Xaj
existentes em Portugal, que serao enuncia-
dos de seguida neste artigo.

Importancia dos pomares
portugueses para o estudo de Xaj

O cultivo de noz encontra-se distribuido
por diferentes regiGes geograficas do pais,
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que estao sujeitas a distintas condi¢des bio-
climéticas, principalmente associadas com
a temperatura do ar e a humidade relativa,
e caracterizados por diferentes estratégias
de gestdo e préticas culturais. Estes fatores
sdo conhecidos como sendo particularmen-
te importantes para a epidemiologia de Xaj,
favorecendo a infecdo e o desenvolvimen-
to de doenca, tornando Portugal um bom
exemplo para estudos da sua estrutura po-
pulacional. Desta forma, incidimos o nosso
estudo (Fernandes et al., 2018a) em mais de
uma centena de isolados bacterianos ob-
tidos a partir de um rastreio extensivo de
amostras de folhas, frutos, ramos, gomos e
amentilhos de mais de sessenta arvores de
nogueiras sintomaticas, distribuidas pelas
principais regides produtoras do pais. A
caracterizacdo da diversidade genética da
populagio de Xaj presente em Portugal foi
efetuada num periodo consecutivo de trés
anos, atendendo a varios fatores que podem
influenciar o comportamento epidemiol6-
gico das populagdes bacterianas, tais como
aspetos climéticos, biogeograficos, tipo de
producao, cultivares de nogueiras, 6rgaos
de planta, entre outros.

As arvores amostradas encontravam-se
distribuidas por 14 regides portuguesas
delimitadas por quatro regides bioclimati-
cas distintas. Destacam-se aqui as regides
amostradas mais relevantes para o cultivo
de noz no pais, como a regido de Tras-os-
-Montes, com seca intensa no verdo e in-
vernos rigorosos; a regiao do Alentejo, com
temperaturas regularmente quentes e clima
seco; e a regido do Minho, com alta precipi-
tacdo anual e verdes relativamente amenos.
Estas regiGes possuem também diferentes
condicdes culturais, a regido de Tras-os-
-Montes é maioritariamente caracterizada
por ter uma produc¢io de noz mais tradicio-
nal, amplamente baseada em nogueiras de
origem seminal muito antigas, enquanto as
ultimas duas regides (Alentejo e Minho) sao
caracterizadas por possuirem pomares de
elevada produtividade, plantados com cul-
tivares de Juglans regia devidamente sele-
cionadas. Os pomares nestas regides podem
ser constituidos por uma unica cultivar ou
por diferentes cultivares de origem france-
sa, americana e portuguesa. De entre as cul-
tivares, pode-se referir as tradicionalmente
mais utilizadas, como “Amigo” e “Lara”, ou
as cultivares recentemente introduzidas,
como, por exemplo, “Hartley”, “Chandler” e
“Franquette”.

Verificou-se também a implementagio de
praticas de gestdo fitossanitiria em poma-
res de cultivo mais intensivo, bem como po-
mares mais antigos nido mobilizados. Além
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Figura 2 - Distribuicéo das linhagens bacterianas identificadas
no estudo populacional de Xaj, pelas 14 regides portuguesas
incluidas na amostragem. As 31 linhagens estdo enumeradas

de 1a 31. As linhagens pertencentes a um mesmo grupo estdo
representadas por uma mesma cor (Fonte: Fernandes et al., 2018a)

disso, apesar das diferentes medidas pro-
filaticas aplicadas nos diferentes sistemas,
incluindo praticas culturais, como melhoria
dos sistemas de cultivo, saneamento, gestao
de residuos da cultura, e/ou aplicacdo de
compostos cupricos, a maioria das arvores
infetadas apresentavam um fraco rendi-
mento com noz de menor qualidade, ou uma
queda prematura da noz infetada, reduzin-
do a produtividade do pomar e conduzindo
a uma preocupacao geral entre os produto-
res portugueses de noz.

A populacao de Xanthomonas
arboricola pv. juglandis

presente em Portugal

A metodologia aplicada neste estudo per-
mitiu caracterizar a populacio bacteria-
na eventualmente associada aos surtos da
doenca causada por Xaj em Portugal. Os re-
sultados demonstraram que a populacio se
encontra dispersa pelo pais e foi constitui-
da por 31 linhagens bacterianas, genetica-
mente heterogéneas e que se encontraram
distribuidas por 10 grupos filogenéticos
diferentes. Os resultados revelaram ainda
que a diversidade existente nas bactérias
do género Xanthomonas, onde se inclui Xaj,
associada as nogueiras em Portugal, é mais
complexa do que inicialmente se esperava,
evidenciando a existéncia de uma popu-
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lacdo caracterizada pela presenca de um
consorcio de estirpes distintas, nao neces-
sariamente pertencentes ao mesmo grupo
que Xaj, ou seja, a espécie de Xanthomonas
arboricola ou a patovar juglandis (Fernan-
des et al., 2018a).

Obviamente que as linhagens identificadas
como estirpes bacterianas de Xaj foram as
mais representativas dentro da populacao.
Entre estas linhagens, destacam-se as po-
tencialmente mais problematicas para o
pais, embora seja sempre necessario a ela-
boracdo de mais estudos para determinar a
incidéncia correta dessas linhagens, avaliar
a sua viruléncia e identificar caracteristi-
cas especificas de adaptacio que possam
explicar a sua disseminacdo. As linhagens
Lino1 e Lin12 (Figura 2) parecem estar bem
estabelecidas e prevalentes no pais, uma
vez que possuem uma vasta distribuicado e
foram continuamente identificadas em ar-
vores amostradas em anos consecutivos. As
linhagens Lino6 e Linry (Figura 2) demons-
traram possuir uma presenc¢a mais persis-
tente em alguns pomares que, provavelmen-
te, estdo sobre pressdo de especificas con-
dicdes ambientais, climaticas ou culturais
(Fernandes et al., 2018a).

Adicionalmente, este trabalho também de-
monstrou que a coloniza¢do de um mesmo
hospedeiro por estirpes distintas é frequen-
te. Investigacdes adicionais sdo importantes
para determinar se as nogueiras poderao
ser infetadas simultaneamente por diferen-
tes estirpes de Xaj, e se estas estirpes pode-
rdo causar sintomas distintos em diferentes
orgaos da planta.

A presenca da bacteriose

em arvores de nogueira-peca

Além das dezenas de isolados pertencentes
a Xaj, a extensa amostragem efetuada no
ambito desta investigacdo também permi-
tiu identificar estirpes semelhantes a Xaj
numa outra espécie, a nogueira-peca (Carya
illionensis), pertencente a mesma familia de
plantas da nogueira (familia Juglandaceae).
As folhas das arvores peca colhidas neste
estudo apresentavam sintomas semelhantes
aos caracteristicos da bacteriose encontra-
da em folhas de nogueira-comum (Figura 3).
As estirpes bacterianas, isoladas a partir das
folhas sintomaticas de pec3, foram identifi-
cadas como pertencentes a mesma espécie
de Xaj (Xanthomonas arboricola), mas nao
a mesma patovar (juglandis), constituindo
desta forma um novo subgrupo bacteriano
(Fernandes et al., 2018b). A nogueira-peca
é economicamente importante na América
do Norte e encontra-se amplamente cultiva-
da em muitos paises, possuindo ainda uma
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Figura 3 - Sintomas da bacteriose em folhas de nogueira-peca, observados em Portugal (Fonte: Fernandes et al., 2018b)

menor relevancia comercial em Portugal. A
descricido da bacteriose em nogueira-pec3,
efetuada neste estudo, é um alerta para os
principais paises produtores de noz-peca
e para uma possivel expansdao da gama de
hospedeiros de X. arboricola a outras espé-
cies de arvores fruteiras.

Identificacao de uma nova espécie
de Xanthomonas sp. em nogueiras
com bacteriose

Estudos de genotipagem dos isolados bac-
terianos obtidos a partir de amostras de
nogueiras com sintomas de bacteriose per-
mitiram identificar um conjunto de estirpes
atipicas de Xanthomonas com gendtipo dis-
tinto do caracteristico de isolados de Xaj.
Através da sequenciacdo dos genomas de
trés destes isolados atipicos de Xanthomo-
nas e posterior analise de genémica compa-
rativa com Xaj e outras espécies de Xantho-
monas, foi possivel concluir que estes iso-
lados atipicos constituem uma nova espécie
de Xanthomonas distinta das descritas até
a data. Curiosamente, ensaios de patogeni-
cidade em folhas de plantulas de nogueira
mostraram que esta nova espécie de Xan-
thomonas inclui estirpes patogénicas e nio
patogénicas que apresentam diferencas sig-
nificativas no patriménio genético de de-
terminantes de patogenicidade e viruléncia,
nomeadamente nos genes do sistema de se-
crecdo tipo III (T3SS) e nos respetivos efe-
tores (T3E) (Fernandes et al., 2018a, 2018¢).
No seu conjunto, estas caracteristicas, que
colocam esta espécie na interface entre a
patogenicidade e um aparente comporta-
mento comensal, tornam este novo grupo
bacteriano um modelo tnico para com-
preender a evolucdo da patogenicidade de
Xanthomonas em nogueiras. Espera-se que
desta investigacdo em curso se possa iden-
tificar marcadores moleculares de patoge-
nicidade e viruléncia em Xanthomonas pa-
togénicas para a nogueira, essenciais para

desenvolver modelos de avaliacdo de risco
biolégico, e instruir praticas fitossanitarias
que visem o controlo e a mitigagido da bac-
teriose das nogueiras.

Consideracoes finais

O levantamento epidemioldgico das popu-
lacbes de Xaj associados a bacteriose da
nogueira em diversas regidoes de Portugal
continental sujeitas a diferentes regimes
bioclimaticos, nomeadamente em relagcdo
a sua diversidade, dinAmica da infecdo e
identificacdo de novos genoétipos e de ge-
nétipos mais prevalentes, realizado nos
dltimos anos, aponta para um problema fi-
tossanitario que importa nio negligenciar.
Adicionalmente, a identificacdo de estirpes
patogénicas de X. arboricola em nogueira-
-peci e ainda de estirpes patogénicas e n3o
patogénicas pertencentes a uma nova espé-
cie de Xanthomonas representam avancos
significativos sobre o conhecimento da bio-
logia desta doenca infeciosa e que deveriao
ser tidas em consideracdo para rastreios
mais eficazes e elaboracio de medidas cor-
retivas que, a médio prazo, reduzam a dis-
seminacgio das infe¢des e permitam, a mais
longo prazo, a irradicacdo da bacteriose da
nogueira nos pomares. O laboratério de fi-
tobacteriologia do INIAV e o CIBIO-InBIO,
através do seu grupo de investigacdo em
Diversidade e Evolug¢ao Microbiana, conti-
nuardo a colaborar no sentido de encontrar
solugdes que permitam aos produtores de
noz encarar com otimismo o seu investi-
mento nesta cultura fruticola de grande va-
lor acrescentado. ©

31
VIDA RURAL . abril 2020

Agradecimentos

Aos agricultores de norte a sul do pais que contribuiram
com atotal disponibilidade para saidas de campo e recolha
de material nos pomares de nogueira.

Estudo cofinanciado pelos Fundos Europeus Estruturais e
de Investimento (FEEI) através do Programa Operacional
Competitividade e Internacionalizagdo (COMPETE 2020)
e por Fundos Nacionais através da Fundagao da Ciéncia e
Tecnologia (FCT), no ambito do programa de trabalho do
projeto EVOXANT (PTDC/BIA-EVF/3635/2014 — POCI-01-
-0145-FEDER-016600) e no ambito das bolsas de douto-
ramento, financiadas pela FCT, SFRH/BD/95913/2013 e
SFRH/BD/137079/2018.

y
A ** %
* *
I I POCH °© o
Fundagio para a Ciéncia e a Tecnologia * *
iy ~ .

Referéncias bibliograficas

Belisario et al. (2002). Plant Disease, 86:599-602.

Fernandes et al. (2017). Plant Disease, 101:858-865.

Fernandes et al. (2018a). bioRxiv:397703.

Fernandes et al. (2018b). Plant Disease, 102:2632.

Fernandes et al. (2018c). Microbiology Resource Announ-
cements, 7,e00921-18.

Hajri et al. (2010). Plant Pathology, 59:1014-1022.

Martins et al. (1997). Acta Horticulturae, 442:367-372.

Menard et al. (2004). Plant Disease, 88:220.

Moreira & Coutinho (2008). Ficha Técnica 14. Bacteriose
da nogueira. Xanthomonas campestris pv. juglandis.
Direcao Regional de Agricultura e Pescas do Norte
(D.R.A.PN.).

Oliveira & Cabral (1942). Revista Agronémica, XXX:176-
-184.

Pierce (1901). Botanical Gazette, 31:272-273.



