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Resumo

Xylella fastidiosa (Xf) é uma das bactérias fitopatogénicas mais perigosas do mundo, sendo
responsavel por uma vasta gama de doencas com enorme impacto econémico e ambiental. O
papel central do microbioma associado a planta na manutencao do fitness é crucial, no entanto,
pouco se sabe sobre a diversidade e estrutura dessas comunidades de microrganismos
endofitos. Atualmente, a procura de alternativas para o controlo e/ou mitigacao de doencas
das plantas é uma estratégia prioritaria para a agricultura sustentavel. Desta forma, é essencial
estudar a diversidade estrutural da comunidade microbiana endoéfita e as interacoes entre
endofitos e plantas para elucidar o potencial biotecnolégico desses microrganismos. Neste
contexto, um dos objetivos deste trabalho foi caracterizar a diversidade estrutural de
microrganismos endofitos em espécies de plantas silvestres suscetiveis a infecao por Xf e
presentes na zona de foco em Portugal. Desta forma, amostras em que Xf foi detetada e
amostras em que Xf ndo foi detetada foram sequenciadas através da tecnologia ONT. Os
resultados da analise da diversidade estrutural das comunidades endoéfitas mostraram que, de
forma geral, as amostras partilham os mesmos géneros nomeadamente, Ralstonia,
Caballeronia, Stanieria, Aliterella e Loriellopsis, porém na maioria dos casos nao partilham
as espécies dominantes. Salienta-se a importancia funcional de alguns dos grupos pertencentes
ao core microbiome, nomeadamente a capacidade de degradacdo de substancias toxicas,
fixacao de nitrogénio e promocao do crescimento das plantas. A auséncia de sintomas visiveis
nestas plantas silvestres, e a auséncia de sinais de declinio, podem estar relacionadas com a
presenca de determinados grupos taxonémicos na comunidade endéfita que pela sua funcao
possam promover a modelacdo da infecdo. E também importante salientar que este é o
primeiro estudo em plantas silvestres pelo que a identificacao destas bactérias pode constituir
um ponto de partida para ajudar a compreender o impacto de Xf na disbiose do microbioma.
Também é relevante salientar que no microbioma em que a abundancia relativa de Xf é maior,
passam a ser detetados outros organismos fitopatogénicos, nomeadamente Xanthomonas,
permitindo inferir que a sintomatologia e declinio podem ser causados pela acao cumulativa

de diversos organismos patogénicos.
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Xuylella fastidiosa; Microbioma endéfito; gene 16S rRNA; Oxford Nanopore Technology
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Abstract

Xylella fastidiosa is one of the most dangerous phytopathogenic bacteria in the world, being
responsible for a wide range of diseases with enormous economic and environmental impact.
The central role of the plant-associated microbiome in maintaining the fitness is crucial,
however, little is known about the diversity and structure of these communities of endophytic
microorganisms. Currently, the search for alternatives for the control and/or mitigation of
plant diseases is a strategic priority for sustainable agriculture. Therefore, this study is
essential to understand the endophytic microbial community diversity and the interactions
between endophytes and plants, expanding these microorganisms’ biotechnological potential.
In this context, one of the objectives of this work was to characterize the structural diversity of
endophytic microorganisms in wild plant species susceptible to Xfinfection and present in the
focus zone in Portugal. In this way, samples where Xf was detected and samples where Xf was
not detected were sequenced using ONT technology. The results of the analysis of the structural
diversity of the endophytic communities showed that, in general, the samples share the same
genera, namely, Ralstonia, Caballeronia, Stanieria, Aliterella and Loriellopsis, but in most
cases, they do not share the dominant species. The functional importance of some of the groups
belonging to the core microbiome is emphasized, namely the ability to degrade toxic
substances, fix nitrogen and promote plant growth. The absence of visible symptoms in these
wild plants, and the absence of signs of decline, may be related to the presence of certain
taxonomic groups in the endophyte community that, due to their function may promote the
modelling of the infection. It is also important to note that this is the first study in wild plants,
so the presence of these bacteria may be a starting point to help understand the impact of Xf
on microbiome dysbiosis. It is also relevant to point out that in the microbiome where the
relative abundance of Xf is higher, other phytopathogenic organisms are detected, namely
Xanthomonas, allowing us to infer the symptomatology and decline may be caused by the

cumulative action of several pathogenic organisms.
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1.1 Xylella fastidiosa

1.1.1 Classificacao e morfologia

Xylella fastidiosa (Xf) é uma das bactérias fitopatogénicas mais perigosas do mundo,
sendo responsavel por uma vasta gama de doencas com enorme impacto econémico e
ambiental (Camino et al., 2021).

O género Xylella tem apenas uma espécie designada Xylella fastidiosa, descrita por
Wells e colaboradores (Wells et al., 1987). Embora seja a tinica espécie do género, a
bactéria Xf possui uma diversidade genotipica e fenotipica substancial (Jeger et al.,
2018).

Xf é uma bactéria gram-negativa da familia Xanthomonadaceae, ordem
Xanthomonadales, com forma de bastonete, paredes celulares onduladas e desprovida
de flagelo, apresenta dimensoes estimadas de 0,25 a 0,5 um de diametro e 0,9 a 4,0 um
de comprimento (Almeida et al., 2014). Sao estritamente aerdbicas e com crescimento

6timo a 26-28°C (Baldi & La Porta, 2017).

1.1.2 Hospedeiros, subespécies e doencas

Xf é o agente causal de uma vasta gama de doencas de plantas economicamente
importantes, incluindo inimeras espécies agricolas, florestais e ornamentais (Jeger et
al., 2018; Godefroid et al., 2019; Greco et al., 2021).

Desde 2017, Xf foi classificada na lista EPPO A2 como um patégeno de quarentena
presente no territério da Unido Europeia (UE) devido ao seu potencial destrutivo,
exigindo por isso um controlo obrigatério (Dupas et al., 2019; Greco et al., 2021).
Atualmente, de acordo com a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA), a lista de hospedeiros de Xf consiste em 655 espécies diferentes pertencentes a
88 familias de plantas (Delbianco et al., 2022). Apesar do processo de infecao ser sempre
0 mesmo, os sintomas e as doencas causadas por esta bactéria podem variar entre
espécies (Baldi & La Porta, 2017).

Inicialmente, Xf foi incluida num grupo de bactérias capazes de infetar uma vasta gama
de plantas hospedeiras, no entanto, no inicio dos anos 90, com a introducao de técnicas
de genotipagem baseadas em DNA, os investigadores comecaram a dividir as espécies
em diferentes grupos genéticos (Baldi & La Porta, 2017).

Até ao momento, foram descritas e classificadas seis subespécies de Xf (fastidiosa,
multiplex, pauca, sandyi, tashke e morus) associadas a doengas graves, que afetam

diferencialmente uma variedade de culturas (Godefroid et al., 2019).



Xf subespécie fastidiosa causa a doenca de Pierce, uma das doencas mais perigosas da
videira (Vitis vinifera), tendo sido também detetada numa vasta variedade de plantas
perenes e arbustos; a subespécie multiplex foi detetada principalmente em Aarvores
florestais e em Prunus spp., estando relacionada com a doenca da queimadura foliar nas
amendoeiras (Prunus dulcis); a subespécie pauca esté associada a clorose variegada dos
citrinos (Citrus spp.), com o sindrome do declinio rapido da oliveira (Olea europaea) e
com queimaduras na folha do café; a subespécie sandyi é responsavel pela queimadura
das folhas de oleandro (Nerium oleander); a subespécie tashke causa queimaduras das
folhas em Chitalpa tashkentensis; e por fim a subespécie morus provoca queimaduras
nas folhas da amoreira vermelha (Morus rubra) (Greco et al., 2021; EPPO, 2019; Baldi
& La Porta, 2017). No entanto, cada subespécie esta mais associada a um determinado
grupo de espécies hospedeiras, ainda que possa infetar outras espécies vegetais

(Godefroid et al., 2019).

1.1.3 Insetos vetores e transmissio

Xf coloniza dois habitats distintos, o xilema das plantas hospedeiras e o tubo digestivo
de insetos picadores-sugadores de seiva. A bactéria é transmitida por insetos vetores,
principalmente cigarrinhas, pertencentes a ordem Hemiptera (Aphrophoridae,
Cercopidae, Cicadellidae, Cicadidae e Clastopteridae), que se alimentam do xilema das
plantas hospedeiras (Greco et al., 2021). Estes vetores podem pertencer a diversas

espécies e diferir de pais para pais (Greco et al., 2021).

Uma vez que a transmissao de Xfpor insetos nao requer periodo de incubacao, os vetores
que adquirem a bactéria, enquanto se alimentam do xilema de plantas infetadas, podem
inocular o patdgeno em plantas saudaveis imediatamente apds a aquisicao (Figura 1).
Uma vez infetadas, os vetores adultos podem transmitir a bactéria durante toda a vida,

embora nao exista transmissao a descendéncia (EPPO, 2019).

Depois de inoculadas em plantas suscetiveis, as células bacterianas, restritas ao canal
alimentar dos vetores, aderem as paredes dos vasos e multiplicam-se ativamente em
regides especificas do intestino anterior, produzindo exopolissacarideos e formando
biofilmes. A formagao destes biofilmes conduz ao bloqueio dos vasos do xilema,
impedindo o transporte de 4gua e sais minerais (Almeida et al., 2014; European Food
Safety Authority, 2013). Este processo pode culminar com o aparecimento de sintomas,
que podem ser confundidos com deficiéncias nutricionais, stress hidrico ou associados a
outros patogenos (Baldi & La Porta, 2017). O tempo de inoculacao e o aparecimento de
sintomas na planta é altamente variavel, alterando de acordo com a espécie, idade da

planta e condicoes edafocliméticas (Jeger et al., 2018).



Inseto desloca-se para
novo hospedeiro

Hospedeiro saudavel

Inseto vetor infeta uma
planta saudavel

Inseto vetor
alimenta-se de uma
planta infetada

Xilema obstruido por
células bacterianas e
resposta da planta
(tiloses)

Hospedeiro infetado

Figura 1. Ciclo de vida da Xf, adaptado de Gould & Lashomb, 2007.

1.1.4 Sintomas

Dada a taxa de crescimento lenta da Xf, os sintomas da doenca manifestam-se
normalmente muito tardiamente, o que dificulta a implementacdo de medidas de
controlo (Jeger et al., 2018). Os sintomas em plantas hospedeiras, geralmente, incluem
oclusao dos vasos do xilema, queimaduras das folhas, murchidao foliar, necrose marginal
da folha, queda e floragdo prematura, reducdo da producdo e dimensao dos frutos, e
endurecimentos dos mesmos. No entanto, em casos mais graves, a infecao por Xf conduz
a morte da planta (Rapicavoli et al., 2018; EPPO, 2019).

Normalmente, os sintomas aparecem em apenas alguns ramos, espalhando-se
posteriormente pela planta (EPPO, 2019). Contudo, os sintomas de Xf podem nao ser
evidentes, sendo que muitos hospedeiros podem conter infecées assintomaéticas, o que
dificulta a detecdo precoce desta bactéria (Faino et al., 2021).

O desenvolvimento da doenca depende da capacidade da bactéria se deslocar do ponto
de inoculacao, proliferar dentro dos vasos do xilema e colonizar toda a planta (D’attoma

et al., 2019).

1.1.5 Epidemiologia

O aparecimento de doencas provocadas por Xf e a gravidade das mesmas tem vindo a
aumentar, possivelmente devido ao aquecimento global e as alteracoes climaticas.
Também as praticas agricolas podem ser influentes na gravidade de
potenciais epidemias (Godefroid et al., 2019).

Climas tropicais e mediterraneos caracterizados com invernos amenos favorecem

maiores taxas de sobrevivéncia de insetos vetores e maiores taxas de transmissao de Xf,



embora também possa ser encontrada em climas mais frios (Jeger et al., 2018; Almeida
et al., 2014; Janse et al., 2010). Por outro lado, temperaturas frias do inverno podem
afetar a sobrevivéncia de Xf nos vasos do xilema e permitir que as plantas recuperem
parcialmente de doencas induzidas por Xf (Godefroid et al., 2019).

Desta forma, a Europa retine condi¢oes favoraveis para a disseminacao desta bactéria,
tornando-se assim uma ameaca, ndo s6 para agricultura como para a biodiversidade
(Jeger et al., 2018). A avaliacao da area de estabelecimento de Xf na UE demonstra que
a maior parte do territorio apresenta alguns riscos associados, contudo o sul da Europa

exibe um risco mais acentuado (Bragard et al., 2019).

1.1.6 Distribuicao geografica

Xf é nativa do continente americano onde se manteve restrita até ao seu aparecimento
na Asia (Taiwan e Irdo) (Denancé et al., 2017) (Figura 2). A disseminacio de Xf e as
doencas associadas ¢ atribuida principalmente a atividade humana que introduz vetores

de insetos ou material vegetal infetado numa nova regiao (Rapicavoli et al., 2018).

Figura 2. Distribuicao geografica da Xf, adaptado da EPPO, 2021.

O primeiro surto de Xf na Europa foi declarado em 2013, em oliveiras no sul de Italia,
regiao de Apulia, onde se identificou a subespécie pauca, estirpe CoDIRO (Godefroid et
al., 2019). Foi posteriormente detetada em Franca (Ilha de Coérsega e na regiao Provenca-
Alpes-Costa Azul em 2015), em 2016, na Alemanha em plantas de alecrim e oleandro
(Dupas et al., 2019; Godefroid et al., 2019; Rapicavoli et al., 2018; Sicard et al., 2018). E
em Espanha (Ilhas Baleares em 2016, na provincia de Valéncia em 2017 e Madrid em

2018).



Em 2019, foi confirmada pela primeira vez a presenca de Xf em Portugal, num jardim
publico em Vila Nova de Gaia, numa sebe ornamental de Lavandula dentata, sendo
identificada como pertencente a subespécie multiplex (Despacho n.° 6/G/2022).
Em 2021, foi confirmada pela primeira vez a presenca da bactéria em viveiros em
Massama e Monte Abraao, no concelho de Sintra, e também no concelho de Tavira, numa
amostra de Salvia rosmarinus (Despacho n. © 40/2021; Despacho n. © 12/G/2022).

De acordo com a Direcao Geral de Alimentacao e Veterinaria (DGAV), em fevereiro de
2022, foi confirmada a presenca da bactéria em nove novos locais, tendo sido até ao
momento identificadas cinquenta e seis espécies vegetais infetadas na éarea

metropolitana do Porto (Despacho n.° 6/G/2022).

1.1.7 Isolamento

Xf é uma bactéria muito dificil de isolar e crescer em cultura axénica, requerendo meios
especificos e enriquecidos para crescimento in vitro (Wells et al., 1987), como Periwinkle
Wilt Gelrite (PWG) ou Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) (Cariddi et al., 2014;
EPPO, 2019). Estes meios sdo amplamente utilizados para o isolamento de diferentes
espécies, contudo, uma vez que o crescimento desta bactéria é lento podem ser
necessarias duas a trés semanas até se observar o aparecimento de colonias (EPPO, 2019;
Baldi & La Porta, 2017). Em ambos os meios, as coldnias sdao pequenas (inferiores a 1
mm), circulares e convexas (Cariddi et al., 2014). No meio BCYE, as colonias de Xf sdao
opacas e esbranquicgadas, contrastando com o meio preto devido a presenca do carvao.
No meio PWG as coldnias sao brilhantes e translicidas (Cariddi et al., 2014; Janse et al.,
2010). Geralmente, é recomendado o uso de, pelo menos, dois meios de cultura
diferentes para isolar a bactéria. Para o isolamento, é importante o processo de
desinfecdo da superficie das amostras para evitar o crescimento de organismos saprofitas

e limitar o desenvolvimento de outros microrganismos nas placas (EPPO, 2019).

1.1.8 Detecao e identificacao

A concentracao de células bacterianas numa planta depende de fatores ambientais, da
estirpe e da espécie hospedeira infetada, no entanto, nao sao necessarias muitas células
bacterianas para causar doencas numa planta saudavel (EPPO, 2019). Teoricamente, o
periodo de colheita é possivel durante todo o periodo de vegetagdo, contudo, para
maximizar a probabilidade de detecdo, a amostragem deve ser realizada durante o
periodo de crescimento ativo da planta (European Comission, 2015).

No entanto, muitas plantas hospedeiras infetadas com Xf nao apresentam sintomas, o
que dificulta a detecdo precoce deste organismo. As abordagens para o diagnostico de Xf
incluem o isolamento em meios de cultura, testes seroldgicos e testes moleculares
(EPPO, 2019).



Os testes serologicos para a detecao de Xf incluem Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA), Dot-immunobinding assay (DIBA), Direct Tissue Immuno Blot Assay
(DTBIA), imunofluorescéncia indireta e Western blotting. Os testes moleculares incluem
Polymerase Chain Reaction (PCR), real-time PCR (RT-PCR) e Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP) (Waliullah et al., 2019; Baldi & La Porta, 2017; Yaseen

et al., 2015).

1.1.9 Medidas de controlo e prevencao

A capacidade para infetar muitas espécies de plantas e a falta de tratamentos eficazes,
tornam o controlo das infecoes por Xf muito desafiante, exigindo um conjunto de
estratégias para evitar a sua disseminagdo. Apesar de nao haver um tratamento
especifico, as estratégias de controlo aplicadas na UE centram-se essencialmente na
remocao de plantas infetadas e todos os hospedeiros da subespécie detetada numa
determinada area, controlo da populacao de insetos vetores e restricbes a movimentacao
de plantas (Schneider et al., 2020; Janse et al., 2010), sendo que a procura de
alternativas para uma agricultura sustentavel é hoje uma estratégia prioritaria para o
controlo de muitas doencas de plantas. Assim, uma medida indispensavel para evitar a
introducdo e o estabelecimento da bactéria é a realizacdo de prospecoes intensivas
(Cardone et al., 2021).

O Regulamento de Execu¢do (UE) 2021/2285, exige que, ap6s a dete¢do de um surto de
Xf, as autoridades fitossanitarias estabelecam, de imediato, uma zona demarcada, que
inclui uma zona infetada e uma zona tampao. A zona infetada deve ter um raio de, pelo
menos, 50 metros em torno das plantas infetadas por Xf, sendo que se deve proceder a
destruicao das plantas hospedeiras da subespécie identificada, apos realizacdo de um
tratamento adequado para eliminar potenciais insetos vetores. Na zona tampao sdo
realizados ensaios para a detecdo da bactéria em todas as plantas suscetiveis. O
Regulamento de Execucdo (UE) 2021/2285, também inclui outras medidas como a
proibicdo de plantacido nas zonas infetadas de plantas hospedeiras e a proibicdo de
comercializacao de qualquer planta para fora da zona demarcada (Morelli et al., 2021,
Regulamento de Execucao (UE) 2021/2285).

Posto isto, torna-se essencial desenvolver métodos de diagnostico especificos e mais

sensiveis, bem como ferramentas capazes de detetar precocemente Xf.

1.2 Analise MLST

Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método de tipagem baseado na anéilise de
sequéncias nucleotidicas provenientes de multiplos locais do cromossoma (Heliodoro,
2017). Este esquema aplicado a Xf analisa geralmente sequéncias parciais de sete genes

housekeeping: 2-isopropylmalate synthase (leuA); ubiquinol cytochrome c
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oxidoreductase C1 subunit (petC); ABC transporter sugar permease (malF); sirohaem
synthase (cysG); DNA polymerase III holoenzyme chi subunit (holC); NADHubiquinone
oxidoreductase NQO12 subunit (nuoL); e glutamate symport protein (gltT) (EPPO,
2019). E uma técnica simples e recomendada para identificacio de subespécies e para a
determinacao do Sequence Type (ST), no caso de um novo surto ou novos hospedeiros.
A caracterizacao bacteriana baseia-se na avaliacao da variacao genética entre os isolados
(Faino et al, 2021) por comparacdio com bases de dados especificas
(https://pubmlst.org/organisms/xylella-fastidiosa) (Jolley et al., 2018). Para um
determinado isolado bacteriano, os alelos de cada um dos sete genes definem
inequivocamente o ST. Cada sequéncia de um determinado gene é atribuida a um alelo
distinto (Dingle & MacCannell, 2015). Resumidamente, cada alelo de um determinado
gene recebe um nimero, de forma que diferentes linhagens de bactérias possam ser
caracterizadas por uma série de nimeros, representando um alelo para cada locus
analisado. A combinacao dos nimeros dos alelos em cada locus determina o ST para cada
estirpe (Baldi & La Porta, 2017).

As vantagens do MLST sao alta resolucao e reprodutibilidade, analise rapida e facil
interpretacdo dos dados de sequenciacdo, que normalmente sdo disponibilizados
eletronicamente através de bancos de dados publicos (Baldi & La Porta, 2017). Embora
este método tenha sido usado principalmente para definir estruturas taxonémicas e
relacdes evolutivas de diversas bactérias, também pode ser ttil em investigacoes

epidemiologicas (Rong & Huang, 2014).

Esta técnica esta incluida nos testes validados para identificacdo e determinacdo da
subespécie de Xylella fastidiosa (EPPO, 2019) pelo que, nos ultimos anos, tem sido

amplamente utilizada para a caracterizar (Jeger et al., 2018).

1.3 Microbiomas endofitos

De forma a encontrar estratégias para controlar as diversas doencas causadas por Xf
torna-se essencial compreender a sua relacdo com as bactérias endoéfitas do hospedeiro,

podendo esta relacao ser relevante na epidemiologia da doenca.

O sistema vascular das plantas garante-lhes varias funcoes biolégicas importantes, sendo
o xilema e o floema os principais veiculos para o transporte de 4gua, nutrientes, sacarose,
entre outros. Contudo, ha varios fatores, bioticos e abibticos, que comprometem a
integridade do sistema vascular e prejudicam o fluxo de seiva na planta (Blaustein et al.,

2017).

As plantas hospedam uma grande diversidade de microrganismos, tanto dentro como


https://pubmlst.org/organisms/xylella-fastidiosa

fora dos seus tecidos (Vandenkoornhuyse et al., 2015). Os microrganismos endofitos sdo
principalmente bactérias e fungos capazes de colonizar os tecidos internos da planta, sem
prejudicar a planta hospedeira. Podem ser isolados de diversas partes de plantas,
desinfetadas na superficie, ou dos tecidos internos da planta (Azevedo et al., 2016).
Apresentam um papel importante na promocao do crescimento das plantas, na protegao
contra patogenos e na produtividade de um ecossistema agricola (Vandana et al., 2021;
Azevedo et al., 2016). Uma vez que sdo ubiquos em plantas e colonizam um nicho
ecologico semelhante ao de alguns fitopatdgenos, a sua modulacdo e manipulacao tem
vindo a ser proposta como uma ferramenta alternativa para controlar patégenos de

plantas e melhorar o rendimento de culturas (Hanani et al., 2022; Vandana et al., 2021).

O papel central da microbiota vegetal é determinante na manutencao do fitness (saude e
equilibrio) do hospedeiro, sendo esta essencial para o crescimento e a sobrevivéncia das
plantas (Vergine et al., 2020; Vandenkoornhuyse et al., 2015). A diversidade microbiana
esta associada a satude e produtividade das plantas. No entanto, pouco se sabe sobre o
papel do microbioma nas plantas, havendo evidéncias que suportam que o microbioma
é especifico da espécie, e que cada habitat apresenta o seu proprio microbioma (Vergine
et al., 2020). De facto, as interacoes entre endofitos e plantas podem promover a satide
destas e desempenhar um papel significativo na agricultura sustentéavel (Azevedo et al.,

2016).

Atualmente, a procura de alternativas para uma agricultura sustentavel é uma estratégia
prioritaria para o controlo de muitas doencas das plantas. No entanto, a compreensao
dos mecanismos que permitem que os endéfitos interajam com as plantas é essencial
para perceber o potencial biotecnologico desses microrganismos (Azevedo et al., 2016).
Deste modo, é essencial estudar a diversidade da comunidade microbiana endéfita e as

interacOes entre endofitos e plantas (Vandana et al., 2021; Azevedo et al., 2016).

1.4 Técnicas de Sequenciaciao

Para identificar a comunidade microbiana enddéfita podem ser utilizadas técnicas
dependentes ou independentes de cultivo. No segundo caso, recorre-se a técnicas de
sequenciacao que permitem determinar a sequéncia de bases nucleotidicas numa
determinada molécula de DNA ou RNA (Grada & Weinbrecht, 2013). A sequenciacao de
acidos nucleicos tornou-se fundamental na biologia molecular e nos campos clinicos
(Liefting et al., 2021), tendo sido também amplamente utilizada no diagnostico e
prognoéstico de doengas (Zhong et al., 2021).

O método de Sanger, também conhecido como o método da terminacao em cadeia,
desenvolvido por Frederick Sanger e colaboradores, em 1977, é considerado uma

tecnologia de sequenciacdo de primeira geracao (Lin et al., 2021; Pareek et al., 2011). A
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sequenciacao de Sanger usa nucledtidos de terminacao de cadeia especificos, os
dideoxinucle6tidos (ddNTPs). Estes nucleétidos nao possuem o grupo OH na posicao 3’
da pentose, necessario para a extensao das cadeias de DNA. Assim, uma vez incorporados
0s ddNTPs, ocorre um impedimento da extensao promovida pela DNA polimerase, nao
havendo por isso a formacdo de uma nova ligacao fosfodiéster, o que resulta na
terminacdo da sintese da cadeia de DNA. Os ddNTPs sdo marcados com radioisétopos
ou com fluoréforos especificos para cada nucleoétido, para posterior detecao e anélise
(Slatko et al., 2018; Heather & Chain, 2016).

A tecnologia de sequenciacdo de DNA foi alvo de importantes avancos, no entanto,
embora a metodologia desenvolvida por Sanger tenha sido fulcral no desenvolvimento
da sequenciacdo, ao longo dos anos foi sofrendo diversas modificacbes e adaptagoes
(Moreno, 2013), o que levou ao surgimento de novos métodos de sequenciagao
designados por Next-Generation Sequencing (NGS). Estas novas plataformas permitem
a sequenciacao simultanea de milhoes de sequéncias de DNA ou RNA, de forma mais
rapida e econémica quando comparados com o método de Sanger (Fujiyoshi et al., 2020;

Grada et al., 2013).

O 454 Life Sciences, originou a primeira plataforma de sequenciacdo massiva de nova
geracdo e a segunda geracdo de sequenciacdo, em 2005, conhecido como
pirosequenciacao. Esta técnica permite que varias amostras e genes sejam sequenciados
ao mesmo tempo (Serrano, 2014), e baseia-se na detecao de pirofosfato libertado durante
a sintese de DNA, onde é gerada uma luz visivel (Heather & Chain, 2016). Esta tecnologia
envolve a criacdo de uma biblioteca de fragmentos de DNA, cuja é submetida a uma
amplificacdo em massa por PCR de emulsdo, sobre a superficie de diversas beads de

agarose (Serrano, 2014).

Em 2007, surge a sequenciacao Illumina, semelhante ao método de Sanger, no entanto
utiliza nucle6tidos terminadores reversiveis marcados com um corante fluorescente,
especifico para cada nucleétido que, uma vez incorporado na cadeia de DNA, previne a
incorporacao de mais nucleotidos (Zhong et al., 2021; Pareek et al., 2011). Apresenta

uma capacidade de sequenciar 36-300 pb (Goldfeder et al., 2017).

Uma nova metodologia, o Ion Torrent, surge em 2010, apresentando uma capacidade de
sequenciar 200-400 pb (Goldfeder et al., 2017). E uma técnica de sequenciacio de DNA
baseada na detecao de idoes hidrogénio, que deteta a libertacido de protdes apos a
incorporacao de nucle6tidos durante a sintese de DNA, gerando assim alteracoes de pH

(Zhong et al., 2021).
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Posteriormente, surgiu a terceira geracao de sequenciacao, que possui uma capacidade
de sequenciar aproximadamente 250 000 pb, em tempo real (Goldfeder et al., 2017).
Esta geracao nao requer amplificagdo e oferece leituras muito mais longas quando
comparados com tecnologias de sequenciacao de segunda geracao (Zhong et al., 2021).
A introducao do sequenciador de alto rendimento Pacific Biosciences (Pac Bio) facilitou
a analise estrutural de comunidades microbianas, através da tecnologia de sequenciacao
SMRT (Single Molecule Real Time) que possibilita, pela primeira vez, sequenciar em

tempo real uma tinica molécula (Fujiyoshi et al., 2020; Moreno, 2013).

Em 2014, foi desenvolvida uma nova tecnologia de sequenciacao de DNA, a sequenciacao
por nanoporos comercializado pela Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Fujiyoshi et

al., 2020).

1.4.1 Sequenciacio por nanoporos

Em comparacdo com outras técnicas de sequenciacdo que utilizam marcacao ou
incorporacdo de nucledtidos (Zhong et al.,, 2021), a sequenciacio ONT sequencia
diretamente uma molécula através da passagem por nanoporos (Weirather et al., 2017;
Lin et al., 2021). Existem trés formas de sequenciagao por nanoporos, 1D, 2D e 1D2. A 1D
usa nanoporos onde apenas uma cadeia de DNA é sequenciada. A sequenciacao 2D
utiliza uma estrutura hairpin numa das extremidades do DNA permitindo a leitura de
ambas as cadeias. Por fim, a 1D2 permite a sequenciacao de uma cadeia de DNA, seguida
pela sequenciacdo da cadeia complementar, o que permite aumentar a precisao das
leituras (Lin et al., 2021).

A sequenciac¢io por nanoporos envolve uma membrana fina imersa numa solucao salina,
com elevada resisténcia elétrica, que contém poros com aproximadamente 1,5 — 2 nm de
didmetro (McGinn & Gut, 2013; Gupta, 2008). E aplicada uma corrente elétrica que
conduz as moléculas de DNA a passar pelos nanoporos, provocando uma mudanca de
potencial. A medida que os nucle6tidos passam pelo nanoporo, bloqueiam o fluxo de ides,
diminuindo a corrente por um periodo de tempo proporcional ao comprimento do acido
nucleico (Heather & Chain, 2016), ou seja, moléculas de diferentes tamanhos vao
bloquear o poro de forma diferente e durante espacos de tempo diferentes, possibilitando
a distincdo entre as quatro bases de DNA (T, G, C e A) e assim a identificacao da
sequéncia (McGinn & Gut, 2013). Durante a preparacao da biblioteca, ocorre o
emparelhamento do DNA de cadeia dupla com a enzima helicase, que tem como objetivo
separar ambas as cadeias, permitindo apenas a passagem de uma tnica cadeia através
do poro (Figura 3) (Sutton et al., 2019; Leggett & Clark, 2017). Numa célula de fluxo
MinION ha uma matriz com 512 sensores, cada um conectado a quatro nanoporos,

podendo ser utilizado a qualquer momento milhares de vezes por segundo. Cada um dos
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512 canais pode estar em varios estados diferentes dependendo se as moléculas estdo a
ser sequenciadas, capturadas no poro ou se os poros estao vazios ou bloqueados (Leggett
& Clark, 2017).

Helicase

Membrana

Fluxo
de ides

Ly

-/ ssDNA

Figura 3. Representacio esquematica da sequenciacdo por nanoporos, adaptado de Leggett & Clark, 2017.

Os nanoporos sao os principais componentes deste tipo de sequenciacao, sendo por isso
essencial o conhecimento das suas caracteristicas fisicas e quimicas. Existem trés tipos
de nanoporos, os biologicos, os de estado sblido e os hibridos (Wasfi et al., 2018).
Os nanoporos bioldgicos sdo normalmente colocados numa membrana lipidica como
proteina transmembranar (Lamb et al., 2020; Slatko et al., 2018), sendo a a-hemolisina
normalmente a mais utilizada em sequenciacoes ONT. Esta proteina geralmente forma
um nanoporo cilindrico e apresenta um didmetro de aproximadamente 1,5 nm, que
permite a passagem de RNA ou DNA de cadeia simples (ssDNA) (Wasfi et al., 2018;
Farzin et al., 2013). As vantagens do uso de nanoporos biolégicos incluem a sua
estabilidade térmica, a possibilidade de serem facilmente modificados e poderem ser
produzidos em grandes quantidades, sem alterar o seu tamanho e estrutura (McGinn &
Gut, 2013). Uma membrana proteica alternativa é a MspA de Mycobacterium
smegmatis, esta porina com diametro de 1 nm apresenta melhor estabilidade do que a
a-hemolisina (Slatko et al., 2018). Os nanoporos de a-hemolisina e MspA sao pequenos
canais que permitem a passagem de DNA ou RNA de cadeia simples, ja o Phi29, outro
tipo de nanoporo bioldgico, foi proposto para detetar DNA de cadeia dupla (dsDNA),
com um canal de didametro aproximado de 3,6 nm, diametro este que oferece melhor

flexibilidade para modificacGes bioquimicas (Wasfi et al., 2018).

Os nanoporos artificias de estado s6lido sdo estruturas com um orificio a escala
nanométrica formulados numa membrana sintética de silica ou derivados. Apesar deste
tipo de nanoporo ter a possibilidade de ser produzido de varias formas, os nanoporos

biologicos sdo mais estaveis termicamente, pelo que sdao ainda necessarias varias

13



melhorias para alcancar bons resultados na sequenciacdo de DNA através do uso de

nanoporos de estado soélido (Wasfi et al., 2018; Moreno, 2013).

De forma a superar as limitacbes dos nanoporos bioldgicos e artificiais, foram
combinadas as melhores caracteristicas de ambos. Assim, os nanoporos hibridos reinem
a durabilidade de um nanoporo de estado sélido com a estrutura precisa de um nanoporo
biologico (Wasfi et al., 2018; Sen et al., 2021). Contudo, tal como os nanoporos artificiais,
os nanoporos hibridos devem ser aprimorados para obter sucesso na sequenciacao
(Wasfi et al., 2018).

Em 2014, foi lancado o primeiro dispositivo disponivel para sequenciacdo por
nanoporos, o MinION, este é um sequenciador portatil com 105 mm x 23 mm x 33 mm
(McCabe et al., 2018) alimentado por USB (Reuter et al., 2015). Recentemente, foi
lancado o MinION MK1C que combina o sequenciador MinION com um computador de
alto desempenho. O MinION e o MinION MKiC sao, até ao momento, as Unicas
plataformas de sequenciacdo portateis no mercado, o que confere uma vantagem
significativa relativamente a outras plataformas de sequenciacdo de terceira geracao
(Lamb et al., 2020). Entretanto, a ONT ja lancou outras plataformas de sequenciacao
que usam a mesma tecnologia subjacente como o GridION e o PromethION, que
fornecem maior rendimento, produzindo 75-150 Gbp e 2,4—4,3 Tbp, respetivamente
(Figura 4). Além disso, o Flongle é uma célula de fluxo compativel com o MinION e o
GridION, projetado para testes e experiéncias menores onde nao é necessario alto
rendimento, fornecendo uma alternativa mais barata as células de fluxo tradicionais

(Lamb et al., 2020).

T

Figura 4. Dispositivos da ONT disponiveis no mercado (Oxford Nanopore Technologies, 2022a).
A - Flongle, B — MinION, C — MinION MKiC, D — GridION e E — PromethION.



A sequenciacdo por nanoporos tornou-se numa das tecnologias de sequenciacio mais
poderosas (Lin et al., 2021), tendo feito progressos significativos nos ultimos anos
(Reuter et al., 2015). Desde o lancamento, a ONT pretende melhorar continuamente a
precisio da sua plataforma de sequenciacdo, combinando novas quimicas de
sequenciacao com algoritmos de analise de dados em constante evolugao. Desta forma,
recentemente, foi desenvolvida uma nova quimica Q20+ que permite alcancar uma
precisao de sequenciacao de 99% ou mais (Oxford Nanopore Technologies, 2022b). Esta
tecnologia combina a sequenciacdo em tempo real, rapida e portatil, com uma
computacdo poderosa integrada. Apresenta baixa complexidade e baixo custo, no
entanto, a sua principal vantagem é o facto de fornecer comprimentos de leitura bastante
longos, podendo atingir os 250 000 pb (Cummings et al., 2017; Goldfeder et al., 2017).
A preparacao da biblioteca é um processo simples e rapido, e permite analisar varias
amostras simultaneamente com a ligacao de barcodes (Cummings et al., 2017). Por outro
lado, em comparacao com outras técnicas de sequenciacao, existem menos ferramentas
e protocolos de bioinformatica direcionados especificamente para a analise de 16S rRNA

(Pavlovic et al., 2021).
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Capitulo 2 — Objetivos
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O presente trabalho teve como objetivos caracterizar a diversidade estrutural de
microrganismos endofitos em espécies de plantas silvestres suscetiveis a infecao por
Xylella fastidiosa (Xf) presentes na zona de foco em Portugal, com a finalidade de
identificar possiveis grupos taxonomicos que modulem a infecio ou que estejam
envolvidos na disbiose. Adicionalmente, foi ainda objetivo identificar a subespécie de Xf

presente em Portugal de forma a caracterizar epidemiologicamente a doenca.
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Capitulo 3 — Materiais e Métodos
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3.1 Colheita

As amostras foram colhidas durante o més de fevereiro em varios concelhos da area
metropolitana do Porto. Foram selecionadas amostras vegetais de diferentes espécies,
sem sintomas aparentes da doenca causada por Xf (Tabela 1).

As amostras colhidas foram armazenadas em sacos de pléstico estéreis, rotuladas e

transportadas para o laboratorio no frio, onde foram processadas.

Tabela 1. Informacdes sobre a localizacao, espécie e data de colheita das amostras.

Localizaciao Espécie Data de colheita

Adenocarpus sp.

Vila Nova de Gaia Lavandula dentata
07/02/2022
Dimorphoteca
Santa Maria da Feira Gazania sp.
Espinho Quercus robur
Quercus robur
Vila Nova de Gaia Ulex sp.
14/02/2022
Quercus suber

Cytisus scoparius
Gondomar
Quercus suber
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3.2 Esterilizacao da superficie e isolamento de Xf

Foram selecionadas aleatoriamente folhas e ramos representativos de toda a amostra
vegetal. As folhas e os ramos foram processados e submetidos a um procedimento de
esterilizacdo superficial, tal como descrito por Figueira et al., 2020. Resumidamente, o
material vegetal foi imerso em etanol 70% durante 1 minuto e meio, seguido de imersao
em hipoclorito de s6dio (NaClO 1%) durante 3 minutos, novamente imerso em etanol
70% durante 1 minuto e meio e, por fim, enxaguado com agua estéril duas vezes durante
6 minutos. Apos este processo de desinfecao superficial do material vegetal, as amostras
foram secas com papel de filtro estéril e maceradas em tampao fosfato salino (PBS)
recorrendo a um homogeneizador (Homex 6), obtendo-se assim o extrato da planta.
Todas as amostras foram processadas independentemente, em condigOes assépticas.

Os extratos obtidos foram diluidos em série até a diluicao de 103 para folhas e até 102
para ramos. Aliquotas de 100 uL foram plaqueadas em meio BCYE e PWG. Foram
também realizados printings das folhas e dos ramos de cada amostra vegetal em meio
BCYE e PWG. As placas foram incubadas a 28°C de forma a favorecer o crescimento da
bactéria (EPPO, 2019).

3.3 Extracao de DNA total de amostras vegetais

A extracdo do DNA das amostras vegetais foi realizada de acordo com o método de
extracdo Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB) a 4% (EPPO, 2019). Para a
extracao do DNA, foram transferidos 0,75 mL de extrato para um microtubo contendo
0,75 mL de CTAB a 4%. O extrato foi aquecido a 65°C durante 30 minutos e centrifugado
(5 minutos a 16 000g). Apos lise celular, o sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo e homogeneizado com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), com a finalidade
de desnaturar as proteinas, obtendo-se uma separacdo entre a fase aquosa e a fase
organica. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e homogeneizado por
inversao com 2-propanol a 4°C e incubado overnight a -20°C. Posteriormente, a amostra
foi centrifugada durante 20 minutos a 16 000 g o que permitiu a recuperacao de um
precipitado. Este foi lavado com etanol a 70% e novamente centrifugada durante 10
minutos a 16 000 g. O sobrenadante foi descartado e lavado novamente. Por fim, o DNA
foi seco dentro da cimara de fluxo e ressuspenso em 4agua ultrapura estéril. O DNA

extraido de cada amostra foi quantificado por espetrofotometria (Biotek Epoch 2).
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3.4 Identificacao bacteriana

A detecao molecular de Xf foi realizada através de dois protocolos de PCR em tempo real
que amplificam regides distintas do genoma da bactéria. A detecdo foi efetuada de acordo
com os métodos de Harper et al. (2010) e Ouyang et al. (2013), descritos na norma EPPO
(2019).

Para cada extracao foi realizado um controlo interno positivo, baseado na amplificacao
do gene citocromo oxidase (COX) (Weller et al., 2000). Este procedimento teve como
objetivo avaliar a qualidade da extracdo do DNA e a presenca de inibidores de modo a
limitar a possibilidade de falsos negativos no PCR. Por cada amostra a analisar e por cada
um dos métodos analisados prepararam-se duas reacoes de PCR em tempo real, uma
com o DNA total extraido e outra com a sua diluicdo de 1:50. Assim, em condicOes
estéreis, para cada reacao realizou-se uma mistura de reacao com a concentracao final e
os reagentes constantes na tabela 2 as quais foi posteriormente adicionado o DNA total
ou a sua diluicdo. Paralelamente, foi preparado um Controlo Positivo de Amplificacao
(PAC) com adicao de DNA extraido de uma estirpe de referéncia de Xf, e um Controlo
Negativo de Amplificacdo (NAC) no qual o volume de DNA foi substituido pelo mesmo

volume de 4gua estéril.

Tabela 2. Mistura para as reagdes de PCR em tempo real (EPPO, 2019).

COX (WEeller et al., 2000) Harper et al., 2010 Ouyang et al., 2013

Agua estéril Agua estéril Agua estéril

1x NZYSpeedy qPCR Probe 1x NZYSpeedy qPCR Probe .

Master Mix Master Mix 1x PerfeCTa qPCR ToughMix

0.9 uM Forward primer 0.3 uM Forward primer 0.3 uM Forward primer (Xf.
Reagentes %) (XF-F) Csp6F)

0.9 UM Reverse primer 0.3 UM Reverse primer 0.3 UM Reverse primer (Xf.

(COX-R) (XF-R) Csp6R)

0.2 uM Sonda (COX-P) 0.1 uM Sonda (XF-P) 0.1 uM Sonda (Xf. Csp6P)

0.3 pug uL-1 BSA

Todos os ensaios de PCR em tempo real foram realizados no termociclador Bio-Rad CFX-
96 (Bio-Rad Laboratories), utilizando placas de 96 pocos e seguindo as condi¢oes 6timas

de amplificacdo constantes na tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncias de primers e condicoes para as reagdes de PCR em tempo real (EPPO, 2019).

Sequéncia primers Condicoes de PCR Referéncia
COX-F (Forward) g'-CGT CGC ATT CCA GAT TAT CCA- 509C 2 min
COX-R (Reverse) 5-CAA CTA CG'G ATA TAT AAG RRC 95°C 10 min
CRR AACTG-3 Well l
COX eller et al.,
2000

XF-P (Fluoréforo  5'-[HEX] TGC TTA CGC TGG ATG 05°C 15 min 45

HEX) GAA TGC CCT [BHQ1] -3' 60°C 1min ciclos

XF-F (Forward) 5'-CAC GGC TGG TAA CGG AAG A-3' 95°C 10 min

5'-GGG TTG CGT GGT GAA ATC Harper et

XF-R (R : b
Harper (Reverse) AAG-3 04°C 105 40 al., 2010

XF-P (Fluoréforo  5'-6-FAM-TCG CAT CCC GTG GCT 629C 40's ciclos

FAM) CAG TCC[BHQ1]-3'

Xf.Csp6F " _q' o i

(Forward) 5-CCC ATT ACG CTT CAA CCATT-3 95°C 10 min

Xf.Csp6R , ' Ouyang et

-CCC AAT CCA TAC GACTTG CT- yang

Ouyang  (Reverse) 5 3 9500 155 40  al, 2013

Xf.Csp6P 5'-6-FAM-GGT GTG ATT [ZEN]CGC ¢ o0 605 ciclos

(Fluor6foro FAM) AGC AAG GGC-IBFQ-3'

3.5 Analise Multilocus Sequence Typing (MLST)

A anélise MLST foi realizada de acordo com o protocolo descrito pela norma EPPO

(2019), em 12 amostras vegetais de diferentes hospedeiros em que foi detetada a

presenca de Xf, nomeadamente Adenocarpus sp., Dimorphoteca, Gazania sp., Cytisus

scoparius, Lavandula dentata, Ulex sp., Quercus suber, Ruta graveolens, Osteopermum

Jruticosum, Quercus robur, Frangula alnus e Pterospartum tridentatum. Este esquema

aplicado a Xfinclui a amplificacdo parcial de sete genes housekeeping: leuA, petC, malF,
cysG, holC, nuoL e gltT (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncias de primers e tamanho do amplificado dos sete genes housekeeping usados na analise
MLST (leuA, petC, malF, cysG, holC, nuoL e gltT) (EPPO, 2019; Jolley et al., 2018).

Genes Forward Primer Reverse Primer AmI()Il)llt)‘i)(a:ado
leuA 5'-GGTGCACGCCAAATCGAATG-3' 5'-GTATCGTTGTGGCGTACACTG-3' 708
petC 5'-GCTGCCATTCGTTGAAGTACCT-3'  5'-GCACGTCCTCCCAATAAGCCT-3' 533
malF 5 -TTGCTGGTCCTGCGGTGTTG-3' 5' -GACAGCAGAAGCACGTCCCAGAT-3' 730
cysG 5'-GCCGAAGCAGTGCTGGAAG-3' 5'-GCCATTTTCGATCAGTGCAAAAG-3' 600
holC 5' -ATGGCACGCGCCGACTTCT-3' 5'-ATGTCGTGTTTGTTCATGTGCAGG-3' 379
nuoL 5' -TAGCGACTTACGGTTACTGGGC-3'  5'-ACCACCGATCCACAACGCAT-3' 557
gltT 5' -TCATGATCCAAATCACTCGCTT-3' 5'-ACTGGACGCTGCCTCGTAAACC-3' 654

aTamanho do amplificado com primers removidos

As reacoes de amplificacao foram realizadas individualmente para cada gene. Para cada
reacdo realizou-se uma mistura com os reagentes constantes na tabela 5 as quais foi
adicionado o DNA total.
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Tabela 5. Mistura para as reagdes de PCR para analise MLST (EPPO, 2019).

Reagentes Concentracao final
Agua ultrapura -

PCR buffer (Invitrogen) 1x
MgCl2 1.5 mM
BSA 0.3 pug pnl-1
dNTPs 0.2 mM
Primer forward (leuA-F/petC-F/malF-F/cysG-F/ 0.2 UM
holC-F/nuoL-F/gltT-F) 3K
Primer reverse (leuA-R/petC-R/malF-R/cysG-R/ 0.2 UM
holC-R /nuoL-R/gltT-R) 3 H
DNA Polymerase Platinum (Invitrogen) 0.03 U puL-1

As condicoes de PCR foram as seguintes: 95°C durante 3 min, seguido por 35 ciclos de
(95°C durante 30 s, 65°C durante 30s e 72°C durante 60 s) e uma etapa de extensao final

a 72°C por 10 min.

3.5.1 Analise dos produtos de amplificacao

O sucesso das reagoes de amplificacdo foi verificado por eletroforese em gel de agarose
(NZYTech) 1% (w/v) em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) (1%). O gel foi corado com
GreenSafe Premium (NZYTech) e o marcador utilizado foi de 200 — 10 000 pb (NZYDNA
Ladder III, NZYTech). Os produtos de PCR foram sujeitos a uma corrente de 70 V

durante 40 minutos e foram visualizados com Molecular Imager Doc™ XR+ (Bio-Rad).

3.5.2 Purificacao dos produtos de PCR

Apoés a confirmacao do tamanho dos produtos de amplificacao, estes foram purificados
usando o kit de purificacdo GRS PCR & Gel Band (Grisp), seguindo as instrugoes do
fabricante. Resumidamente, foi excisada a banda do gel de agarose que continha o
fragmento de DNA de interesse identificado pelo seu peso molecular. Foram transferidos
cerca de 300 mg da banda do gel para um microtubo e adicionados 500 pL de solucao de
solubilizacdo em gel. De forma a dissolver completamente a banda, o microtubo foi
aquecido a 60°C e foram transferidos 800 uL da mistura da amostra para uma coluna.
De seguida, foram realizadas duas etapas de lavagem com tampao de lavagem contendo
etanol, para remover impurezas. Por fim, realizou-se um passo de centrifugacao
adicional para secar a membrana. Os fragmentos de DNA foram eluidos com 35 uL de

agua estéril aquecida (60°C), novamente centrifugados e o DNA foi armazenado a -20°C.
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3.5.3 Sequenciacao dos produtos de amplificacao

Os produtos de amplificacao purificados de cada um dos sete genes housekeeping foram
sequenciados pela nova tecnologia de sequenciacao por nanoporos, Oxford Nanopore
Technologies (ONT). A biblioteca de sequenciacao de DNA por nanoporos foi preparada
de acordo com o protocolo Native Barcoding Genomic DNA usando o kit SQK-LSK109
e EXP-NBD104, com algumas alteracoes para otimizacao do protocolo. A sequenciacao
foi realizada num dispositivo MinION Mki1C, numa célula de fluxo R9.4.1 (ONT).

O protocolo de sequenciacao inclui o passo de end-prep, ligacdo do barcode, ligacao do
adaptador e limpeza, e por fim, preparacao e carregamento na célula de fluxo. De acordo
com as instrucodes do fabricante, o ensaio deve iniciar com 1 ug de DNA em agua livre de
nucleases para um volume final de 50 pL. Contudo, uma vez que nao havia volume
suficiente para ter 1 ug de DNA, foi realizada para cada amostra uma mistura com os sete
genes, com diferentes quantidades e foram colocadas no Concentrator Plus (Eppendorf)

para concentrar a amostra e reduzir o volume até, pelo menos, 50 uL.

A biblioteca de sequenciacdo necessita de uma preparagao das extremidades do DNA
para posterior ligacdo do adaptador. Deste modo, foram adicionados 7 uL de Ultra II
end-prep reaction buffer (New England Biolabs) e 3 pL de Ultra II end-prep enzyme
mix (New England Biolabs). Cada reagao foi submetida a um passo de incubag¢ao a 20°C
durante 20 minutos e, de seguida, a 65°C durante o mesmo periodo de tempo, para
posterior adicao de 9o uL. de AMPure XP beads (Beckman Coulter), com a finalidade de
limpar e purificar as amostras de DNA. Ap6s uma incubacao durante cerca de 10 minutos
a temperatura ambiente, os microtubos foram colocados no suporte magnético até o
sobrenadante ficar completamente limpido. Este foi descartado e foram realizadas duas
lavagens com 200 pL de etanol a 70%. Depois das amostras estarem secas, o precipitado
foi homogeneizado em 40 pL de agua livre de nucleases e foi quantificado 1 pL de cada

amostra no fluorémetro Qubit (Invitrogen).

Para o segundo passo de ligacao do barcode, de forma a obter 500 ng por amostra, estas
foram novamente colocadas no Concentrator Plus, para reduzir o volume até
aproximadamente 22,5 uL. De forma sequencial, foram adicionados 2,5 uL de barcodes
para identificacao das amostras e 25 uL. da Blunt/TA ligase Master Mix (New England
Biolabs). Depois das reacoes terem incubado durante 10 minutos, foram adicionados 75
pL de AMPure XP beads. Realizaram-se novamente duas lavagens com etanol a 70% e o
precipitado foi homogeneizado em 40 pL de 4gua livre de nucleases. Por fim, fez-se uma
mistura num novo microtubo com as 12 amostras e foi novamente quantificado 1 pL no
Qubit. De forma a obter a concentracao final de 700 ng, a amostra foi diluida em agua

livre de nucleases até ao volume de 65 uL.
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No terceiro passo de ligacao do adaptador, aos 65 uL de amostra, foram adicionados
sequencialmente 5 uL de Adapter Mix II, 20 uL. de NEBNext Quick Ligation Reaction
Buffer (5x) (New England Biolabs) e 10 uL de Quick T4 Ligase (New England Biolabs).
A ligacao ocorreu durante alguns minutos e o DNA foi eluido em 15 uL de Elution Buffer
apos ter sido purificado com 50 uL. de AMPure XP beads e lavado com 250 uL de Short
fragment buffer (o desejado para fragmentos mais pequenos). Por fim, foi quantificado

1 uL da reacao no fluorémetro Qubit.

No ultimo passo da preparagao da biblioteca, procedeu-se a preparacao e carregamento
da célula de fluxo. Foram selecionados os parametros de execucao e as amostras foram

sequenciadas durante aproximadamente 14 horas.

3.6 Amplificacao do gene 16S rRNA

Um dos problemas enfrentados para se caracterizar eficientemente comunidades
bacterianas associadas a plantas, é a co-amplificacdo das sequéncias de cloroplastos e
mitocondrias da propria planta hospedeira com o 16S rRNA bacteriano. Uma das
recentes abordagens para evitar esse problema ¢é a utilizacao de primers bloqueadores,
como por exemplo, o polimero de acido nucleico (PNA), que se liga ao DNA dos
cloroplastos (pPNA: 5-GGCTCAACCCTGGACAG-3’) e das mitocondrias (mPNA: 5’-
GGCAAGTGTTCTTCGGA-3’) (Fouz & Apella, 2020; Fitzpatrick et al., 2018). O PNA nao
¢é reconhecido como um primer pela DNA polimerase na amplificacao, impedindo desta
forma que ocorra amplificagdo destas sequéncias (Fouz & Apella, 2020).

A amplificacao do gene 16S rRNA foi realizado em 12 amostras vegetais, cinco amostras
em que Xf foi detetada por PCR em tempo real e sete em que Xf ndo foi detetada. A
amplificacao foi executada usando o par de primers 27F e 1525R, especificos para o gene
16S rRNA (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncia dos primers usados para amplificagdo do gene 16S rRNA.

Primers Sequéncia de primers Referéncia
27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' Rozas et al., 2022
1525R 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3' Rozas et al., 2022

As reacoes de amplificacdo foram realizadas em condigoes estéreis. Para cada reacao
realizou-se uma mistura com o DNA e os reagentes constantes na tabela 7.
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Tabela 7. Mistura para as reagoes de PCR para amplificacdo do gene 16S rRNA com a enzima NZYTagq II 2x
Green Master Mix.

Reagentes Concentracao final
Agua ultrapura -
Primer forward (27F) 0.2 UM
Primer reverse (1525R) 0.2 uM
mPNA 0.25 uM
pPNA 0.25 uM
NZYTagq II 2x Green Master Mix 0.2 U/pL

Foram usadas duas enzimas diferentes para a amplificacdo do gene 16S rRNA. Em duas
amostras dificeis de amplificar com a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix
(NZYTech), a reacao de amplificacao foi realizada com a enzima Q5 Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). Posto isto, para a amplificacao foi

efetuada uma mistura com o DNA e os reagentes constantes na tabela 8.

Tabela 8. Mistura para as rea¢oes de PCR para amplificacio do gene 16S rRNA com a enzima Q5 Hot Start
High-Fidelity DNA Polymerase.

Reagentes Concentracio final
Agua ultrapura -
5x Q5 Reaction Buffer 1x
5xQs5 High GC Enhancer 1x
dNTPs 10 mM
Primer forward (27F) 0.4 UM
Primer reverse (1525R) 0.4 1M
mPNA 0.25 uM
pPNA 0.25 uyM
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 0.02 U/uL

As condicoes de PCR usadas para todas as reacoes foram as seguintes: etapa inicial de
desnaturacao a 98°C durante 30s, seguido por 30 ciclos a 98°C durante 10s, um passo
adicional de PNA clamping a 75°C durante 10 s, 60 °C durante 30 s e 72°C durante 90

s. Por fim, a extensao final a 72°c durante 2 min.
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3.6.1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificacao

Para confirmar a amplificagdo do DNA foi realizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose 1% (w/v) em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) (1%). O gel foi corado com
GreenSafe Premium (NZYTech) e o marcador utilizado foi de 200 — 10 000 pb (NZYDNA
Ladder III, NZYTech). Para a analise dos produtos de PCR, foram utilizados 5 uL de cada
reacdo. Estes foram aplicados ao gel de agarose e sujeitos a uma corrente de 80V durante
30 minutos. Os produtos de PCR separados por eletroforese horizontal foram

visualizados e analisados com Genoplex (VWR).

3.6.2. Purificacao dos produtos de PCR

A enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix possui dois corantes (azul e amarelo), que
permitem monitorizar a migracao da eletroforese, pelo que, as reacoes efetuadas com
esta enzima podem ser carregadas diretamente em géis de agarose. Desta forma, apos o
carregamento das amostras no gel, os produtos de PCR foram purificados usando o kit
NZYGelpure (NZYTech), de acordo com as instrucoes do fabricante. Resumidamente, o
volume da reacao foi transferido para um microtubo e foram adicionados cinco volumes
de Binding Buffer. Os microtubos foram invertidos e centrifugados. A mistura foi
adicionada a uma coluna, novamente centrifugada e, de seguida, foi realizada uma etapa
de lavagem com Wash Buffer, com a finalidade de remover impurezas. Por fim, ap6s

centrifugacGes para secar a membrana, o DNA foi eluido com 50 pl de 4gua ultrapura.

3.6.3 Sequenciacao do gene 16S rRNA

A semelhanca do protocolo descrito anteriormente para a sequenciacio dos fragmentos
para analise MLST, os produtos obtidos da amplificacio do gene 16S rRNA foram
sequenciados usando a mesma tecnologia. Contudo, ha algumas alteracoes ao protocolo
especificado. A biblioteca de sequenciacdo de DNA foi preparada de acordo com o
protocolo Native Barcoding Amplicons usando o kit SQK-LSK109 e EXP-NBD10 (ONT).
Para cada amostra foi preparado 1 ug de DNA em agua livre de nucleases para um volume
final de 48 pL. De seguida, foram adicionados 3,5 uL. de NEBNext FFPE DNA Repair
Buffer e 2 pL. de NEBNext FFPE DNA Repair Mix (New England Biolabs), para a
reparacdo das extremidades do DNA, bem como 3,5 pL de Ultrall end-prep reaction
buffer e 3 uL de Ultrall end-prep enzyme mix para posterior ligacdo do adaptador.
Foram realizadas lavagens com 60 pl. de AMPure XP beads e com etanol 70%. O

precipitado foi homogeneizado em 25 pL de agua livre de nucleases.
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No segundo passo da preparacao da biblioteca, pretendia-se diluir 100-200 fmol de cada
amostra num volume de 22,5 uL. Fez-se de igual forma a ligacao do barcode, sendo que,
neste caso, a purificagdo e lavagem das amostras de DNA foram realizadas com 50 pL de
beads e o precipitado foi homogeneizado em 26 uL de 4gua livre de nucleases. De
seguida, a semelhanca do protocolo descrito anteriormente, fez-se uma mistura com as

12 amostras e esta foi quantificada.

No terceiro passo, ocorreu a ligacao do adaptador, através da adicao do Adapter Mix,
NEBNext Quick Ligation Reaction Buffer e Quick T4 DNA Ligase. A pool das amostras
foi purificada novamente com beads e lavada com Short fragment buffer. Por fim, o DNA
foi eluido com Elution Buffer e procedeu-se a preparacao e carregamento da célula de
fluxo. Foram selecionados os parametros de execucao e as amostras foram sequenciadas

durante aproximadamente 16 horas.

3.7 Analise bioinformatica

A anélise bioinformatica dos MLST foi realizada com o software BioEdit versao 7.2.
Relativamente a analise bioinformatica do gene 16S rRNA, os arquivos FASTQ foram
submetidos na plataforma EPI2ME para andlise taxonémica e interpretacao de
resultados. As sequéncias geradas foram analisadas pela plataforma em tempo real,
resultando em 3,496,985 leituras. A identificacdo das sequéncias seguiu os seguintes
parametros, gscore minimo de 9, tamanho minimo de 1300 pb e maximo de 1600 pb,
filtro de BLAST E-value de 0,01 e de coverage de 85%, minimo de identidade de 85% e

nimero maximo de hits por sequéncia de 3.

EPI2ME ¢é uma plataforma online desenvolvida pela ONT, onde fluxos standard de
trabalhos sdo depositados para facilitar a visualizacdo de dados ONT. A classificacdo
taxonOmica 16S, consiste na atribuicao taxonémica utilizando o banco de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information), que contém mais de 20.000
sequéncias do gene 16S rRNA de diferentes organismos e com base num limite de 85%

de identidade (Oxford Nanopore Technologies, 2022c).
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao
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4.1 Isolamento de Xf

Xf é uma bactéria muito dificil de isolar e crescer em cultura axénica, mesmo a partir de
plantas sintomaticas (Wells et al., 1987). Apesar da utilizagdo de meios especificos e
enriquecidos (PWG e BCYE) para o crescimento in vitro de Xf, nao foi possivel observar
o seu crescimento em meio solido o que podera estar associado a baixa concentracao da

bactéria nas plantas hospedeiras.

4.2 Detecao molecular de Xf

A detecao de Xfpor PCR em tempo real foi realizada usando o DNA extraido dos peciolos,
folhas e ramos de doze espécies hospedeiras, sem sintomas aparentes de doenca causada
por Xf. O primeiro ensaio de amplificacao foi um controlo interno de extracado de DNA
que visou verificar se a extracao de DNA tinha sido bem-sucedida e aferir a sua qualidade.
Perante os resultados da amplificacao do gene COX, pode concluir-se que a extracao do
DNA correu conforme esperado, uma vez que se obtiveram amplificados exponenciais
para todas as amostras, o NAC nao apresentou amplificacdo e o PAC apresentou uma

curva de amplificacdo exponencial, o que indica uma boa qualidade de extracao (Figura

5).
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Figura 5. Controlo interno de extracdo de DNA para as amostras em analise.

NAC e PAC (A) — Controlo negativo e positivo, respetivamente, para as amostras 80 a 86;

NAC e PAC (B) — Controlo negativo e positivo, respetivamente, para as amostras 43F, 44F, 44R, 45F, 45R e
46.

As amostras apenas obtiveram amplificacao na diluicao de 1:50 no controlo interno de
extracao B, pelo que as reacoes preparadas para a detecdo molecular de Xf, de acordo
com os métodos de Harper e Ouyang (EPPO, 2019), foram efetuadas com as amostras

diluidas de 1:50 e com as amostras diluidas de 1:10.
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Para a detecao das restantes setes amostras (80, 81, 82, 83, 84, 85, 86), prepararam-se

duas reacoes, uma com o DNA total extraido e outra com a sua diluicao de 1:50.

A detecao de Xf em peciolos, folhas e ramos assintomaticos foi realizada por Real-Time
PCR (RT-PCR) de acordo com os métodos de Harper e Ouyang (EPPO, 2019), tendo-se
obtido resultados congruentes entre os dois testes moleculares. Das dezasseis amostras
analisadas, nenhuma apresentava sintomas aparentes da doenca causada por Xf,
contudo a analise RT-PCR indicou que em cinco amostras foi detetada a presenca da
bactéria e em onze Xf nao foi detetada.

O ensaio para detecio de Xf foi considerado positivo quando ambas as reacgoes
apresentaram uma curva de amplificacao exponencial. Por outro lado, as amostras foram
consideradas negativas quando ndo apresentaram uma curva de amplificagdo em ambos
os métodos. Os resultados obtidos nas reacoes de RT-PCR para a detecdo de Xf

encontram-se na tabela 9.

Tabela 9. Resultados dos ensaios de dete¢do molecular de Xf por RT-PCR de acordo com os métodos de
Harper e Ouyang.

Ensaio RT-PCR

Amostra Espécie Harper Ouyang
42 F Adenocarpus sp. - -
42R Adenocarpus sp. + +
43 F Lavandula dentata - -
43R Lavandula dentata - -
07/02/2022 44 F Lavandula dentata - -
44 R Lavandula dentata - -
45 F Dimorphoteca
45R Dimorphoteca
46 Gazania sp.
80 Quercus robur - -
81 Quercus robur - -
82 Quercus robur - -
14/02/2022 83 Ulex sp. - -
84 Quercus suber - -
85 Cytisus scoparius + +
86 Quercus suber - -

As espécies em que foi detetada Xf e os controlos positivos apresentaram uma curva de
amplificacdo exponencial e um valor de Cq (Quantification cycle) entre 19,08 e 37,13. O
sinal de fluorescéncia nas espécies em que Xf nao foi detetada e nos controlos negativos
permaneceu abaixo do limite threshold, apresentando um valor de Cq igual a zero
(Figura 6).
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Figura 6. Curvas de amplificagdo de RT-PCR de acordo com o método de Harper (EPPO, 2019) para a detecao
molecular de Xf.
NAC e PAC (A) — Controlo negativo e positivo, respetivamente, para as amostras 80 a 85;
NAC e PAC (B) — Controlo negativo e positivo, respetivamente, para as amostras 42 a 46.

Amostras negativas

Na amostra 42, o resultado da detecao nas folhas foi negativo e nos ramos positivo,
embora o Cq tenha sido tardio, podendo estar associado a uma distribuicdo desigual da

bactéria no hospedeiro como comumente referido na literatura (EPPO, 2019).

A detecao por PCR em tempo real de Xf em plantas assintomaticas pode indicar que esta
pode colonizar hospedeiros sem induzir sintomas. Contudo, pressupde-se que a

populacdo de Xf seja menor em plantas assintomaticas do que em plantas sintomaticas.

4.3 Analise MLST
Os resultados da amplificacdo dos sete genes housekeeping que constituem o esquema

MLST para Xf (EPPO, 2019) encontram-se nas figuras 77 a 13, respetivamente.

Inicialmente fez-se uma amplificacao dos sete genes housekeeping com a enzima DNA
Polymerase Platinum (Invitrogen), posteriormente foram analisados os produtos de
reacao de PCR em gel de agarose para cada gene. Na analise do gel de agarose foi possivel
observar amplificacdo do fragmento com o tamanho esperado (~708 pb) do gene leuA
em todas as amostras (Figura 7). Na amplificacao do gene petC observou-se amplificacao
do fragmento com o tamanho esperado (~533 pb) em todas as amostras, contudo na
amostra 1, o fragmento apresentou uma banda mais ténue, cuja foi novamente
amplificada (Figura 8). O gene malF obteve amplificacdo no tamanho expectavel (~730

pb) (Figura 9). Relativamente ao gene cysG embora tenha sido possivel visualizar banda
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no tamanho esperado (~600 pb), nao foi possivel visualizar banda em quatro amostras
(Figura 10). A amplificacdo do gene holC apresentou banda no tamanho expectavel (~379
pb) (Figura 11), tal como o gene nuoL, com tamanho esperado (~557 pb) (Figura 12). Por

fim, foi possivel observar amplificacao do gene gltT com tamanho esperado (~654 pb)

na maioria das amostras a excecao de uma (Figura 13).

Figura 7. Anélise dos produtos da rea¢ao de PCR em gel de agarose para o gene leuA.
M — NZYDNA Ladder III, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo

Figura 8. Anélise dos produtos da reacao de PCR em gel de agarose para o gene petC.

M — NZYDNA Ladder III, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo

Figura 9. Anélise dos produtos da reagao de PCR em gel de agarose para o gene malF.

M — NZYDNA Ladder I11, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo
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Figura 10. Anélise dos produtos da reagdo de PCR em gel de agarose para o gene cysG.
M — NZYDNA Ladder I11, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo

Figura 11. Analise dos produtos da reacdo de PCR em gel de agarose para o gene holC.

M — NZYDNA Ladder III, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo

Figura 12. Analise dos produtos da reacao de PCR em gel de agarose para o gene nuoL.
M — NZYDNA Ladder III, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo
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Figura 13. Anélise dos produtos da reacdo de PCR em gel de agarose para o gene gltT.

M — NZYDNA Ladder I11, 1 - Amostra 45F, 2 — Amostra 46F, 3 — Amostra 85, 4 — Amostra 2307, 5 — Amostra
2308, 6 — Amostra 2591, 7 — Amostra 2520, 8 — Amostra 2531, 9 — Amostra 2612, 10 - Amostra 2640, 11 -
Controlo positivo, 12 - Controlo negativo

Através da anilise dos produtos resultantes da reacdo PCR, é possivel observar que foram
obtidos resultados de amplificacdo positivos. A banda presente, para cada um dos genes,
corresponde ao peso molecular expectével, ja a auséncia de banda no controlo negativo
indica que nao ocorreram contaminacoes nem reacoes inespecificas. Nas amostras onde
nao se observou uma banda ou esta foi pouco intensa, fez-se uma re-amplificacdo e nas
restantes amostras, devido a presenca de dimeros de primers, a banda que continha o

fragmento de DNA foi excida e purificada.

Procedeu-se a sequenciacao por ONT, utilizando o Native Barcoding Sequencing kit,
durante aproximadamente 14 horas. Porém, nao foi possivel obter as sequéncias dos
genes. As sequéncias obtidas apresentavam muitos erros, encontravam-se fragmentadas,
e sem correspondéncia para os genes amplificados. Para verificar o problema da
sequenciacao procedeu-se a sequenciacdo dos genes MLST pelo método standard

Sanger.

O método utilizado para identificacao da subespécie e para a determinacao do ST baseia-
se na sequenciacao parcial de sete genes housekeeping (leuA, petC, malF, cysG, holC,
nuoL e gltT). Contudo € possivel identificar a subespécie apenas através da amplificacao
e sequenciacao parcial de dois genes cysG e malF (Faino et al., 2021). Desta forma, foi
novamente realizada a amplificacio e purificacdo destes dois genes para as doze
amostras. Os produtos de amplificacao purificados de cada um dos dois genes, foram
sequenciados pelo método de Sanger, como servico contratado. As amostras foram
enviadas com 10 pL de cada produto de amplificacao e 3 uL. do primer reverse usado

para a sua amplificacao, a uma concentracao de 10 uM.

Os resultados da sequenciacao pelo método de Sanger também nao foram os esperados.
As amostras foram analisadas no software BioEdit, onde foi possivel visualizar as
sequéncias e o respetivo cromatograma. Pela analise realizada, apenas foi possivel obter

resultados positivos em duas amostras. As restantes apresentaram sequéncias muito
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curtas ou contaminadas e com varias interferéncias. Adicionalmente, foram realizadas
andlises adicionais por BLAST, que permitiram identificar a subespécie. A subespécie
identificada em ambas as amostras foi a subespécie multiplex. No entanto, h4 que ter em
conta que normalmente para este tipo de analise MLST sao usadas estirpes isoladas em
que apenas hd DNA da bactéria. Neste caso, utilizou-se DNA total e ndo o DNA extraido
da bactéria. Posto isto a probabilidade de ter produtos de amplificacdo contaminados e
amplificacGes inespecificas é maior, e foi o que se verificou. Contudo, os primers usados

podem também nao ser suficientemente especificos para a mistura dos genes.

4.4 Amplificacao do gene 16S rRNA

Para determinar a diversidade estrutural das comunidades bacterianas endéfitas de
varios hospedeiros, o gene 16S rRNA foi amplificado por PCR conforme descrito nos

Materiais e Métodos (sec¢ao 3.6).

Inicialmente fez-se uma amplificacdo do gene 16S rRNA com a enzima NzyProof DNA
polymerase (NZYTech), contudo na andlise do gel de agarose nao foi possivel observar
qualquer banda. Posto isto, fez-se uma nova amplificacdo para uma amostra usando
outras duas enzimas, a NZYTaq II 2x Green Master Mix (NZYTech) e a Q5 Hot Start
High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs). Através da analise dos produtos
resultantes da reacdo PCR (Figura 14), foi possivel observar amplificacio de um
fragmento, com ambas as enzimas testadas, sendo que as bandas visualizadas com a

enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix foram mais intensas. Todavia, para ambas as

enzimas, a presenca de banda encontrou-se no tamanho esperado (1500 pb).

Figura 14. Amplificacao do gene 16S rRNA com a enzima Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase e a
NZYTagq II 2x Green Master Mix para a amostra 46F.

M - NZYDNA Ladder III, 1 — Reacdo com a enzima Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase com 5 pL
carregados no poco, 2 — Reagdo com a enzima Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase com 45 uL
carregados no pogo, 3 — Reacdo com a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix com 5 uL carregados no
Poco, 4 - Reacdo com a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix com 45 pL carregados no poco
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Consequentemente, apOs varias experiéncias, o ensaio para amplificacdo do gene 16S
rRNA prosseguiu para todas as amostras com a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix.
Foram realizadas dezassete reacoes e paralelamente foram preparados dois controlos,

um com mPNA e pPNA, e outro sem a adicao de PNA’s (Figura 15).

Figura 15. Amplificacdo do gene 16S rRNA com a enzima NZYTaq II 2x Green Master Mix.

M — NZYDNA Ladder III, C1 — Controlo com PNA’s, C2 — Controlo sem PNA’s, 1 — Amostra 42F, 2 — Amostra
42R, 3 — Amostra 43F, 4 — Amostra 43R, 5 — Amostra 44F, 6 — Amostra 44R, 7 — Amostra 45F, 8 — Amostra
45R, 9 — Amostra 46F, 10 — Amostra 85, 11 — Amostra 193F, 12 — Amostra 193R, 13 — Amostra 197, 14 —
Amostra 198F, 15 — Amostra 198R, 16 — Amostra 199F, 17 — Amostra 199R

Das dezassete amostras, sete obtiveram uma banda visivel e quatro uma banda muito
ténue, pelo que, foi realizada uma nova amplificacdo com as amostras em que nao foi
possivel visualizar qualquer banda. Deste modo, foram realizadas seis reacoes com o
DNA diluido de 1:10 com a enzima NZYTagq II 2x Green Master Mix. Porém, na anélise
do gel de agarose apenas foi possivel visualizar banda em duas reacées (amostra 45F e
45R).

Apos varias tentativas efetuadas que nao resultaram numa amplificacdo, dado que se
tinham observado anteriormente resultados positivos com a enzima Q5 Hot Start High-
Fidelity DNA Polymerase, voltou a usar-se essa enzima em seis reacoes que nao tinham
tido banda com a enzima NZYTagq II 2x Green Master Mix. Posteriormente, os produtos
de PCR foram analisados e apenas se confirmou a amplificacio do DNA nas amostras

42R e 199R.
Apos verificar a concentracao das amostras no Qubit e, uma vez que algumas bandas

observadas na figura 15 eram muito ténues, decidiu-se amplificar novamente todas as

amostras para garantir que havia DNA suficiente para iniciar o protocolo de
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sequenciacao. Deste modo, prepararam-se dezoito reacoes com 2 uL. do DNA amplificado

anteriormente (Figura 16).

Figura 16. Re-amplificacao do gene 16S rRNA com 2 uL do DNA amplificado.
M — NZYDNA Ladder III, 1 — Amostra 42F, 2 — Amostra 42R, 3 — Amostra 43F, 4 — Amostra 43R, 5 —
Amostra 44F, 6 — Amostra 44R, 7 — Amostra 45F, 8 — Amostra 45R, 9 — Amostra 46F, 10 — Amostra 85, 11
— Amostra 193F, 12 — Amostra 193R, 13 — Amostra 197, 14 — Amostra 198F, 15 — Amostra 198R, 16 — Amostra
199F, 17 — Amostra 199R

Das dezassete amostras amplificadas novamente, apenas duas nao obtiveram
amplificacdo, contudo s6 era possivel usar doze amostras para iniciar o protocolo de
sequenciacao, devido ao kit EXP-NBD104, que apenas fornece doze barcodes. As
amostras de DNA usadas foram as que apresentavam maior concentracao no Qubit e

encontram-se na tabela 10.

Tabela 10. Amostras usadas para o ensaio de sequenciaco e o respetivo resultado do RT-PCR.
Amostra Resultado RT-PCR

42R +
43F -
45F +
45R +
46F +
85 +
193F -
193R -
197 B
198F -
198R -
199R -
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As amostras amplificadas escolhidas para iniciar o ensaio de sequenciacdo foram
misturadas com as amostras amplificadas anteriormente. A mistura das duas reagoes foi
levada ao Concentrator Plus para concentrar a amostra e diminuir o volume até

aproximadamente 48 pL.

4.5 Sequenciacao do gene 16S rRNA por nanoporos

Posteriormente, procedeu-se ao ensaio de sequenciacao. Cada amostra foi identificada
com um barcode e sequenciadas num dispositivo MinION MkiC. A sequenciagao através
do dispositivo MinION permite que o utilizador defina um tempo de duragio da
sequenciacdo. A célula de fluxo gerou aproximadamente 5 Gb de dados durante
aproximadamente 16 horas (Figura 17). A sequenciacao foi interrompida antes de atingir
o tempo maximo de execucdo de 24 horas. Apds a sequenciacdo, as comunidades

bacterianas foram analisadas usando a plataforma EPI2ME.
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Figura 17. Rendimento (Mega bases) por hora (h) das sequéncias analisadas.
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Apos a filtragem das leituras foram analisadas aproximadamente 2 904 leituras. O score
variou entre 8 e 15, sendo que as leituras com score inferior a 9 foram eliminadas, dada

a sua baixa qualidade. Quanto maior o score, menor é a probabilidade de erro (Figura

18).
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Figura 18. Qualidade das leituras (gscore) das amostras sequenciadas.

A maioria das leituras obtidas apresentava um tamanho médio de 1400 pb (Figura 19).
Estas foram filtradas por tamanho, tal como descrito nos Materiais e Métodos e foram

selecionadas as leituras que apresentavam o gene completo de 16S rRNA com as regides

variaveis V1 a Vo.
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Figura 19. Comprimento das sequéncias analisadas.
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Foram identificados 7 filos, 14 classes, 37 ordens, 76 familias e 214 géneros.

De forma geral, as amostras apresentaram o mesmo filo dominante, Proteobacteria.
Apesar da identificacao de 7 filos nas amostras analisadas, alguns representam menos de
0,1% da abundancia total. As espécies dominantes das amostras foram Xylella fastidiosa,

Caballeronia sordidicola, Liberibacter crescens e Caballeronia terrestris.

Na figura 20 encontra-se representada a arvore filogenética ao nivel da espécie relativa
a todas as amostras. Uma das espécies comuns a todas as amostras foi Ralstonia
pickettii, tal como Caballeronia sordidicola, que s6 nao se detetou na amostra 85.

Ralstonia pickettii tem a capacidade de sobreviver em ambientes com poucos nutrientes
(4gua e solo) e usa uma variedade de compostos como fontes de energia e carbono. Tem
demonstrado aptidao para degradar varias substancias toxicas, o que a torna uma
excelente candidata para biorremediacdo (Ryan et al., 2007). Caballeronia sordidicola
¢ uma bactéria Gram-negativa do filo Proteobacteria, dominante na amostra 42R,
apresentando o maior nimero de leituras. Esta bactéria realiza a fixacao biologica de

nitrogénio e promove o crescimento das plantas (Puri et al., 2020).
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Figura 20. Arvore filogenética ao nivel da espécie relativa a todas as amostras com um cutoff de abundancia
relativa de 0,1%.

Numa analise inicial dos resultados de sequenciacao através do software EPI2ME foi
identificada Xylella em todas as amostras, sendo que na detecao por PCR em tempo real,
Xf nao foi detetada em todas. Esta divergéncia de resultados entre técnicas pode estar
relacionada com limites de detecao, mas nao é possivel retirar conclusdoes uma vez que a

sensibilidade e especificidade nao foram objeto de estudo.

A amostra 42R obteve 104,302 leituras, sendo as espécies dominantes C. sordidicola,
Massilia putida e Burkholderia catarinensis (Figura 21). X. fastidiosa esta presente, mas
nao é uma das espécies dominantes nesta amostra. M. putida é também uma das
bactérias com mais leituras e tem a capacidade de produzir dimetil dissulfeto (DMDS),
sendo que os produtores de DMDS tém o potencial de serem usados para controlar
doencas foliares de plantas e promover o seu crescimento (Feng et al., 2016). B.

catarinensis ¢ uma das bactérias mais abundantes nesta amostra e tem a capacidade de
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produzir fitohormonas e siderdéforos, sendo também capaz de controlar o crescimento de

uma ampla gama de fungos patogénicos (Bach et al., 2022; Bach et al., 2017).

Na amostra 43F nao era esperado identificar X. fastidiosa, uma vez que na detecao por
PCR em tempo real esta bactéria nao foi detetada. Esta amostra obteve o maior nimero
de leituras (374,926) relativamente as restantes amostras pelo que, a analise voltara a
ser repetida no futuro para confirmacao deste resultado. Esta amostra apresentou como
espécies dominantes R. picketti, Bacillus mycoides e Delftia lacustris (Figura 22). B.
mycoides é um potencial agente de biocontrolo em vérias plantas e tem uma atividade
benéfica na promocao do crescimento vegetal (Yi et al., 2017). D. lacustris foi sugerida
como agente de biocontrolo para proteger plantas contra fitopatégenos. As plantas que
contém esta bactéria sdo menos suscetiveis a podriddo radicular e a murchidao

(Janahiraman et al., 2016).

Na amostra 45F, X. fastidiosa foi a espécie dominante com 24,759 leituras. Apesar do
hospedeiro nao apresentar sintomas aparentes da doenca causada por Xf, esta amostra
continha uma grande abundancia desta bactéria nas folhas. Além de Xf que se destacou
no numero de leituras, seguiu-se a R. pickettii e Xanthomonas campestris como espécies
mais abundantes (Figura 23). X. campestris é um fitopatégeno responsavel por perdas
significativas em espécies agricolas em todo o mundo. Esta bactéria é uma das principais
causas de podridao em plantas, uma doenca que resulta na degeneracao dos tecidos (Liu

et al., 2015).

Na amostra 45R, X. fastidiosa foi a espécie com mais leituras, seguida de R. pickettii
(Figura 24). Relativamente a amostra 46F, conforme esperado, X. fastidiosa foi
identificada por sequenciacao sendo uma das espécies com mais leituras, seguido de
Stanieria cyanosphaera, Aliterella antarctica e Loriellopsis cavernicola (Figura 25). No

entanto, estas trés espécies pertencem ao filo das cianobactérias.

As cianobactérias sdo um grande grupo de procariotas fotoautotroficos encontrados em
quase todos os ambientes e em grande abundancia, particularmente nos oceanos (Adams
et al., 2013). Contudo, segundo varios estudos, o solo é o habitat de algumas espécies de
cianobactérias terrestres que sao organismos benéficos para a fixacao biologica de
nitrogénio e libertacao de minerais para melhorar a fertilidade do solo e a produtividade
das culturas (Shariatmadari et al., 2013; Singh, 2014). As cianobactérias produzem
varios metabolitos secundarios que promovem o crescimento das plantas, aumentam a
resisténcia a doencas e ajudam a combater o stress biotico e abiotico (Kollmen & Strieth,
2022; Singh, 2014). Estas formam relacoes simbidticas com uma ampla gama de

hospedeiros, nomeadamente plantas e fungos (Adams et al., 2013). Aquando da simbiose

48



das cianobactérias com a planta, as cianobactérias fixam-se a planta, podendo entrar
através dos estomas e colonizar o espaco intercelular (Kollmen & Strieth, 2022; Singh,

2014).

Na amostra 85, uma das espécies dominantes foi X. fastidiosa com o segundo maior
numero de leituras relativamente as restantes amostras. As seguintes espécies com mais
leituras foram Liberibacter crescens, Diplorickettsia massiliensis e X. campestris
(Figura 26). Liberibacter crescens é uma espécie cultivavel do género Liberibacter e
encontra-se proximo da espécie Candidatus liberibacter. Estas espécies bacterianas
limitadas ao floema estao associadas a doencas nas plantas (Naranjo et al., 2020).
D. massiliensis € uma bactéria intracelular obrigatdria, foi isolada do carrapato e é
patogénica tanto para humanos quanto para animais (Subramanian et al., 2012). X.
campestris como referido anteriormente é um fitopatogeno responsavel pela
degeneracao dos tecidos (Liu et al., 2015). A ocorréncia desta espécie pode indicar que a

infecdo por Xf origina uma maior suscetibilidade & infe¢ao por outros patdgenos.

A amostra 193F tem como espécie dominante A. antarctica, seguido de X. fastidiosa, S.
cyanosphaera e C. sordidicola (Figura 27). Nao era esperado identificar X. fastidiosa
nesta amostra, uma vez que na dete¢cdo por PCR em tempo real esta bactéria nao foi
detetada. O mesmo aconteceu com a amostra 193R, que embora nao fosse esperado
identificar Xf, esta apresentou um maior nimero de leituras, juntamente com A.

antarctica e S. Cyanosphaera (Figura 28).

Na amostra 197, as espécies dominantes foram A. antarctica, S. cyanosphaera e R.
pickettii (Figura 29). Como mencionado anteriormente, a A. antarctica e a S.
cyanosphaera pertencem ao filo das cianobactérias e também sdo organismos
importantes na promocao do crescimento das plantas e na resisténcia a doencas

(Kollmen & Strieth, 2022; Singh, 2014).

Na amostra 198F, a espécie dominante foi S. cyanosphaera, A. antartica e X. fastidiosa
(Figura 30) e na amostra 198R, a espécie dominante foi X. fastidiosa, apresentando o
maior namero de leituras relativamente as restantes amostras negativas, seguido de C.

sordidicola (Figura 31).

Por fim, a amostra 199R apresenta como espécies dominantes C. sordidicola, C.
terrestris e C. udeis (Figura 32). De todas as amostras, esta é a que apresenta menor
quantidade de leituras de Xf. C. udeis é uma bactéria responsavel pela fixacao biologica

de nitrogénio e crescimento de plantas (Madhaiyan et al., 2021; Vandamme et al., 2013).
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Na figura 21 a 32, respetivamente, encontram-se as arvores filogenéticas ao nivel da

espécie. Para cada arvore foi aplicado um cutoff de abundancia relativa de 0,1% para

excluir os taxa com poucas leituras.

root .
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Taxa - Not Classified
@ Taxa - Classified
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Figura 21. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 42R, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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® Ruminiclostridium cellulolyticum

Figura 22. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 43F, baseada na anélise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 23. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 45F, baseada na anélise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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@ Oscillatoria nigro-viridis

Figura 24. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 45R, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 25. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 46F, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.

54



[ ] L J @ Liberibacter crescens

® Diplorickettsia massiliensis

- Xylella fastidiosa

® Xanthomonas campestris

root | I T

® Xanthomonas albilineans

® Lysobacter firmicutimachus

@ [Pseudomonas] boreopolis
Lineage
Taxa - Not Classified
.Taxa - Classified @ Ralstonia pickettii

Figura 26. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 85, baseada na anélise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 27. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 193F, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 28. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 193R, baseada na anélise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 29. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 197, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 30. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 198F, baseada na anélise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.

59



=

root (T

Lineage
Taxa - Not Classified
@ Taxa - Classified

Caballeronia sordidicola
Caballeronia terrestris
Caballeronia udeis

Ralstonia pickettii
Ralstonia syzygii

@ Burkholderia catarinensis

BurkholdBHEKRl ez ata

Paraburkholderia phytofirmans
Robbsia andropogonis
Massilia agilis
Massilia brevitalea
Massilia putida
Massilia solisilvae
Massilia agri
Massilia phosphatilytica
Massilia tieshanensis
Duganella zoogloecides
Janthinobacterium lividum
Delftia lacustris
Xylella fastidiosa
Stenotrophomonas rhizophila
Xanthomonas campestris
Pseudomonas graminis
Liberibacter crescens
Methylobacterium radiotolerans
® Aliterella antarctica
@ Loriellopsis cavernicola
@ Stanieria cyanosphaera

® Paenibacillus lentus

@ Staphylococcus saccharolyticus

Figura 31. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 198R, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.
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Figura 32. Arvore filogenética ao nivel da espécie da amostra 199R, baseada na analise completa do gene 16S
rRNA obtido através da plataforma MinION e analisado com o software EPI2ME.

Na tabela 11 encontram-se representadas as espécies com maior numero de leituras de
cada amostra. A amostra 42R e 199R, pertencem ao mesmo hospedeiro (Adenocarpus
sp.). De forma geral, possuem as mesmas espécies, contudo nao partilham das mesmas
espécies dominantes, a excecao da C. sordidicola e C. terrestris. O mesmo nao se verifica
com a amostra 46F e 197, ambas pertencem ao mesmo hospedeiro (Gazania sp.) e
possuem em comum as mesmas espécies dominantes, nomeadamente, X. fastidiosa, S.

cianosphaera, A. antarctica e L. cavernicola.

Relativamente a amostra 45, pertencente ao hospedeiro Dimorphoteca, verificou-se que
as espécies dominantes sao diferentes entre folhas e ramos. Das cinco espécies com mais
leituras apenas tém em comum X. fastidiosa e R. pickettii, sendo que esta espécie se

encontrou presente em todas as amostras.
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Na amostra 193 nao foi detetada Xf no PCR em tempo real, contudo foi identificada por
sequenciacao apresentando uma das maiores leituras, tanto em folhas como em ramos.
Neste caso, verificou-se que das cinco espécies com mais leituras, quatro sio comuns em
folhas e em ramos, nomeadamente, A. antarctica, X. fastidiosa, S. cyanosphaera e C.

sordidicola.

Fazendo uma comparacao entre a amostra 45 (folhas e ramos) e a amostra 193 (folhas e
ramos), ambas amostras da mesma espécie de hospedeiro, porém colhidas em zonas de
foco diferentes, verificam-se algumas diferencas entre as espécies, sobretudo porque na
amostra 193 as espécies dominantes sao cianobactérias, nomeadamente A. antarctica,

S. cyanosphaera e L. cavernicola.

A diversidade de microrganismos presentes em amostras do mesmo hospedeiro pode ser
diferente quando a colheita é realizada em zonas de foco distintas, contudo sio
necessarios mais estudos, com um maior ntimero de amostras e com hospedeiros que

nao pertencam a zonas infetadas por Xf.

Em relacao a amostra 43F e 85, pertencentes ao hospedeiro Lavandula dentata e Cytisus
scoparius, respetivamente, nao é possivel tirar conclusoes, uma vez que s6 foi analisada

uma amostra por hospedeiro.
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Tabela 11. Informacao sobre a amostra, o hospedeiro e as respetivas cinco espécies com maior abundancia relativa.

Amostra Hospedeiro Espécies Prevalentes
Caballeronia Caballeronia e . Burkholderia e
42R Adenocarpus sp. sordidicola terrestris Massilia putida catarinensis Massilia pinisoli
. .. . , . . Staphylococcus Staphylococcus
43F Lavandula dentata  Ralstonia pickettii ~ Bacillus mycoides Delftia lacustris ; : .
epidermis saccharolyticus
F Dimorphoteca Xylella fastidiosa  Ralstonia pickettii Xanthomonas Duganella Delftia lacustris
45 p y p campestris zoogloeoides
. L. L .. Stanieria , , . . .
45R Dimorphoteca Xuylella fastidiosa  Ralstonia pickettii Aliterella antarctica  Loriellopsis cavernicola
cyanosphaera
46F Gazania sp. Xylella fastidiosa Stanieria Aliterella antarctica Lorzellqp SIS Caballeronia sordidicola
cyanosphaera cavernicola
85 Cytisus scoparius  Xylella fastidiosa Liberibacter Dip lorl.c'kett.?'la Xanthomor?as Pseudomonas boreopolis
crescens massiliensis campestris
. Aliterella L. Stanieria Caballeronia L ..
193F Dimorphoteca antarctica Xuylella fastidiosa cyanosphaera sordidicola Ralstonia pickettii
193R Dimorphoteca Alzterel! a Stanieria Xuylella fastidiosa Lorzellqp SIS Caballeronia sordidicola
antarctica cyanosphaera cavernicola
197 Gazania sp. Allterel! a Stanieria Ralstonia pickettii Lorzellqp S15 Xuylella fastidiosa
antarctica cyanosphaera cavernicola
. Stanieria Aliterella L Caballeronia . . .
198F Dimorphoteca cyanosphaera antarctica Xylella fastidiosa sordidicola Loriellopsis cavernicola
. s Caballeronia . . Stanieria Stenotrophomonas
198R Dimorphoteca Xuylella fastidiosa sordidicola Aliterella antarctica cyanosphaera rhizofhila
199R Adenocarpus sp. Cabal'leroma Caballero?ua Caballeronia udeis Terrlglgbus Staphylocoqcus
sordidicola terrestris aquaticus saccharolyticus
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Xylella fastidiosa é uma ameaca emergente em todo o mundo, originando surtos graves e
com enormes prejuizos. Uma vez estabelecida é muito dificil controlar a sua disseminacao.
Até ao momento nao ha nenhuma solucao para eliminar este patoégeno e controlar os insetos
vetores.

O diagnostico de doencas causadas por Xf é dificil e na maioria das vezes tardio. Essa
dificuldade é aumentada, pois as plantas infetadas podem permanecer assintomaéticas por
longos periodos de tempo, o que pode estar associado a baixas concentracoes bacterianas e
a uma distribuicao desigual dos patdégenos nas plantas. Apesar dos recentes avancos na
biologia molecular e do desenvolvimento de kits de identificacao mais especificos, a dete¢ao
e identificacdo de estirpes bacterianas continua a ser uma tarefa dificil e com algumas
limitacOes. Perante isto, torna-se necessario e urgente desenvolver estratégias para
controlar os insetos vetores, bem como desenvolver ferramentas especificas e sensiveis

capazes de detetar precocemente esta bactéria.

O presente trabalho visou caracterizar a diversidade de microrganismos endéfitos em varios
hospedeiros presentes em distintas zonas de foco em Portugal e suscetiveis a infecao por Xf.
Para o efeito, recorreu-se a amplificacao e sequenciacao do gene 16S rRNA. Foi verificada a
presenca de X. fastidiosa e a diversidade de bactérias endéfitas em folhas e ramos de varios
hospedeiros assintomaticos, a priori saudaveis e infetados. Contudo, aquando da analise
através da plataforma EPI2ME verificou-se a presenca de Xf em todas as amostras, algo que
nao era esperado de acordo com ensaios preliminares por PCR em tempo real. Perante isto,
a comparacao entre a comunidade endofita de plantas saudaveis versus plantas doentes
para identificar grupos relevantes na epidemiologia da doenca deixou de ser possivel com
estas amostras. Embora nao fosse esperado, X. fastidiosa foi detetada em todas as amostras.
Esta foi identificada por sequenciacao e obteve na maioria das amostras o maior nimero de

leituras (Tabela 11).

Os resultados da analise da diversidade estrutural das comunidades endéfitas mostraram
que, de forma geral, as amostras partilham as mesmas espécies, porém na maioria dos casos

nao partilham as mesmas espécies dominantes.

Ralstonia pickettii esta presente em todas as amostras, tal como a Caballeronia sordidicola,
que s6 nao se encontra presente na amostra 85. Salienta-se a importancia funcional de
ambas as espécies no microbioma, a primeira pela sua capacidade de degradar substancias
toxicas, tornando-se uma excelente candidata para biorremediacao e a segunda pela funcao
de fixar o nitrogénio e promover o crescimento das plantas (Ryan et al., 2007; Puri et al.,
2020). Possivelmente a auséncia de sintomas nestas plantas silvestres, e a auséncia de sinais
de declinio podem estar relacionadas com a presenca de determinados grupos taxonémicos

na comunidade endofita que pela sua funcdo podem promover a modelacao da infecao.
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E também importante salientar que este é o primeiro estudo em plantas silvestres que nao
apresentam sintomas nem declinio, pelo que a presenca destas bactérias podem ser um

ponto de partida para ajudar a compreender o impacto de Xf na disbiose.

Pode concluir-se que um dos objetivos deste trabalho foi alcancado, uma vez que foi possivel
identificar microrganismos endoéfitos, nomeadamente, Methylobacterium, Bacillus,
Burkholderia, Pantoea e Xanthomonas, em diferentes hospedeiros e utilizando a nova

tecnologia de sequenciacao.

Numa visdo para o futuro, apesar dos resultados obtidos na analise MLST nao terem sido
ambicionados, pretende-se dar continuidade a este estudo, isolar Xf e possivelmente
caracteriza-la geneticamente, usando a abordagem MLST através da tecnologia ONT com
uns primers mais especificos para a identificacao da subespécie e possivelmente usando o
DNA extraido da bactéria. Em paralelo, sera realizada a analise de metagenémica (Roméan-
Reyna et al., 2021; Johnson et al., 2022) na amostra com maior abundancia relativa de Xf
de forma a obter informacdo gendémica sobre a bactéria e inferir a sua identificacao e

potenciais determinantes de viruléncia.

Podera também realizar-se novamente o estudo do microbioma endoéfito de plantas
suscetiveis a infecao por Xf usando um maior nimero de amostras e hospedeiros que nao
pertencam a zonas infetadas por Xf para uma comparacao real entre plantas saudaveis

versus doentes, com a finalidade de analisar objetivamente o impacto da presenca de Xf.
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