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Diversidade molecular em estirpes de Pseudomonas savastanoi
isoladas de nédulos de Olea europaea L. portuguesa

Resumo

Pseudomonas savastanoi provoca a doenga dos nédulos de oliveira. Neste estudo
aplicou-se uma abordagem polifasica na caracterizagdo de isolados (produtores de
IAA) obtidos a partir de nédulos de trés variedades de oliveira. Aplicaram-se testes
fenotipicos classicos e moleculares, nomeadamente para detecgdo do gene Jjaal,
PCR-RFLPs do rDNA 16S e ‘fingerprinting’ genémico por BOX-, ERIC- e REP-PCR.
Obteve-se uma grande heterogeneidade fenética entre isolados identificados como P.
savastanoi. Recorreu-se a sequenciagdo do rDNA 16S e verificou-se que apenas um
isolado apresentava homologia com P. savastanoi, sendo os restantes homélogos de
Pantoea agglomerans, Pantoea oleae e Erwinia toletana, comprovando a falta de
fiabilidade dos outros métodos de identificagao utilizados. Ficou também claramente
demonstrado que o gene iaal associado a patogenicidade ndo é exclusivo de P.
savastanoi, levantando a hipotese de esta espécie ndo ser a Unica responsavel pelo
aparecimento de nédulos em oliveira.

Palavras chave: P. savastanoi, doenga dos nédulos de oliveira, I1AA, abordagem
polifasica.



Molecular diversity among strains of Pseudomonas savastanoi isolated
from portuguese Olea europaea L knots

Abstract

Pseudomonas savastanoi causes a disease known as olive knot. In this study a
polyphasic approach was applied for the characterization of strains (IAA producers)
isolated from three varieties of olive trees. Both classic phenotypic and molecular tests
were applied, in particular for detection of the iaal. gene, PCR-RFLPs of 16S rDNA and
genomic fingerprinting using BOX-, ERIC- and REP-PCR. High fenetic heterogeneity
was obtained among isolated strains identified as P. savastanoi. Sequencing of 16S
rDNA revealed that only one isolated strain showed homology with P. savastanoi, while
the remaining strains were homologous to Pantoea agglomerans, Pantoea oleae and
Erwinia toletana, proving the lack of fidelity of the other identification methods used. It
was also clearly demonstrated that jaal gene associated with the disease is not
exclusive of P. savastanoi, which suggests that this species is not the only one
responsible for the “olive knot”.

Key words: P. savastanoi, olive knot, IAA, polyphasic approach .
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1. A doenga dos nédulos da oliveira

A doenga dos nodulos da oliveira tem actualmente um grande impacto nesta cultura,
sendo por isso o seu estudo de extrema importancia.

Portugal € um dos maiores produtores mundiais de azeite, compreendendo-se, assim,
que a cultura da oliveira seja de grande interesse econémico para o pais. Em todo o
pais existem cerca de 567 199 olivais produtivos (INGA, 2004). E fundamental manter
e melhorar os olivais portugueses, sendo para isso necessario desenvolver métodos
que favoregcam a produtividade mesmo em condigdes de stress ambiental, como por

exemplo o ataque por organismos patogénicos.

Nas doengas que causam necrose, o primeiro efeito produzido pela presenga do
patogéneo é a morte celular no local da infecgdo. Os sintomas podem ocorrer nas
partes aéreas da planta, incluindo folhas, ramos, flores e frutos. Embora nalguns casos
a infecgéo fique contida, noutros ocorre uma infecgdo generalizada de toda a planta.
Por outro lado, nas doengas que provocam nédulos ou tumores o patogéneo induz
uma divisdo celular descontrolada (hiperplasia), que n&o resulta na morte celular.

1.1. Caracteristicas da doenca

A doenga dos nodulos da oliveira, existe em todas as regides do mundo onde se
pratica o cultivo desta planta. Esta patologia caracteriza-se pela formag&éo de nddulos
verdes hiperplasicos mais ou menos esféricos, com diametro entre 0,5 e 2,5 mm,
desenvolvendo-se maioritariamente em rebentos, ramos e troncos, podendo também
as raizes e copas das arvores ser afectadas. Os nédulos jovens t&ém uma consisténcia
interna mole e esponjosa, contendo bolsas de bactérias em forma de areas ensopadas
e pegajosas. Os nddulos velhos possuem uma superficie rugosa e escura, devido ao
desenvolvimento de fissuras profundas, e aparecem em locais onde ocorreram lesfes
naturais ou outras, tornando-se secos e rijos e desenvolvendo cavidades internas. Os
ramos afectados ficam dormentes e em infecgbes graves podem eventualmente

acabar por morrer (Panagopoulos, 1993).



Uma forma invulgar da doenga, desconhecida até 1958, origina lesdes punctiformes
no fruto que aparecem normalmente como manchas semicirculares castanhas, de 0,5
a 2,5 mm de diametro tornando-se mais tarde escuras e fundas. As manchas no fruto
sdo na sua maioria superficiais, podem ser rodeadas por halos cloréticos, variam entre
3 a 20 por fruto e podem coalescer, formando areas lesionadas mais extensas. Este
tipo de infeccdo pode reduzir grandemente o valor comercial dos frutos,

particularmente aqueles utilizados em conserva (Panagopoulos, 1993).

1.2. Incidéncia da doenga em Portugal, em particular no Alentejo

A doenga dos nodulos constitui o principal problema fitopatogénico dos olivais
portugueses, que diminui tanto a produgdo como a qualidade dos frutos obtidos e dos
seus derivados. A importancia das perdas causadas por esta doenca é dificil de
avaliar, dado existirem numerosos factores que influenciam a gravidade dos sintomas,
com a agravante dos frutos recolhidos de ramos infectados poderem conter

substancias que confiram odores ou sabores desagradaveis ao produto final.

Em Portugal, a variedade autéctone de Olea europaea L. ‘Galega Vulgar' (GV) €
conhecida como sendo resistente a esta doenca (Figura 1), enquanto que a variedade

autoctone ‘Cordovil de Serpa’ (CS) é muito susceptivel (Figura 2).

Figura 2: ‘Cordovil de Serpa’, onde se
observa o aparecimento de nodulos
no caule, como resposta a infecgao.

Figura 1: ‘Galega Vulgar onde se
observa o aparecimento de
necrose com inchago do
caule.



A primeira variedade distribui-se ao longo do pais e a segunda é tipica da regido de
Moura — Serpa. Ambas sao actualmente propagadas in vitro através de embriogénese
somatica (Leitdo et al., 1997) e a sua caracterizagdo molecular foi também
desenvolvida usando marcadores de DNA (Gemas et al., 2000; Zilhdo, 2005). Existe
ainda uma terceira variedade, a ‘Verdeal Alentejana’ (VA), também tipica da regido
alentejana, para a qual ndo existe ainda nenhum estudo efectuado a nivel da resposta
ao ataque por P. savastanoi pv. savastanoi. Cada uma destas variedades confere

diferentes caracteristicas ao azeite a que da origem.

1.3. Agente patogénico responsavel

O agente patogénico da doenga dos nédulos da oliveira designa-se por Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi. As referéncias a esta doenga remontam a época romana e
durante muitos séculos foi atribuida a diversos agentes patogénicos, a praticas
agricolas inadequadas ou a disturbios causados pelo ambiente. Em 1886, Arkangeli
detectou a bactéria no interior dos ramos e, alguns anos depois, Savastano
(1887/1889) isolou-a de ramos infectados e conseguiu induzir experimentalmente a
formacao de tumores. Contudo, s6 em 1904 a doenga foi estudada em pormenor e
comprovada por Smith e Rorer. Finalmente em 1908, Smith denominou a bactéria
responsavel pela doenca como Bacterium savastanoi em memoria de Savastano

(Panagopoulos, 1993).

1.3.1. O género Pseudomonas

Este género de bactérias suscita muito interesse e curiosidade e tem sido objecto de
muitos estudos devido a falta de homogeneidade dos microrganismos nele inseridos,
quer inter, quer intra-especifica. Do ponto de vista taxondmico, o seu desenvolvimento
tem sido extensivamente revisto ao longo dos anos e varias tentativas de criar
sistemas de classificagdo de espécies de Pseudomonas durante o século passado

falharam como sistema determinativo fiavel.

A definicdo deste importante género sb6 comegou a tomar consisténcia apos o
desenvolvimento e aplicagdo de técnicas de biologia molecular, que vieram permitir

uma analise comparativa a nivel genémico.



Algumas das caracteristicas tipicas utilizadas na identificagdo do género
Pseudomonas a nivel fenotipico e bioquimico s&o: (i) bastonetes direitos ou
ligeiramente curvos com diferentes dimensées; (ii) bactérias Gram-negativas e
fluorescentes consoante a espécie (Figura 3); (iii) ndo formam endoésporos; (iv) moveis
com flagelos polares; (vi) aeroébios, utilizando estritamente o metabolismo respiratério
e o oxigénio como aceitador final de electrées, ou o nitrato, em alguns casos; (vii)
formagao de glucose somente em condigbes aerdbias e (viii) catalase positivas. O
principal critério para que uma bactéria com todas as caracteristicas referidas seja
incluida neste grupo reside no modo de insergdo dos flagelos, que é polar. Deste
modo o termo pseudomonas tem sido usado em sentido demasiado lato para incluir

bactérias neste grupo (Bergey'’s, 2005; Correia, 2000).

Figura 3: A — Morfologia de Pseudomonas syringae

(http://genome.jgi-psf.org/draft microbes/images)

B — Coloragdo Gram em Pseudomonas aeruginosa

(http:// www.mrcophth.com/pathology/selftests/pseudomonas.jpg)

C — Fluorescéncia em Pseudomonas fluorescens

(http://fvl.vfu.cz/sekce/sek patob/1240/obrazkova priloha/mikrob/img)

1.3.1.1. Diversidade

Este género inclui espécies com interesse ecologico, econémico e de importancia para
a saude publica. Algumas espécies sao patogeénicas de plantas, enquanto outras sdo
oportunistas em animais e humanos. Outras espécies promovem o crescimento de
plantas e exibem funcdes de supressdo de patogéneos, podendo ser utilizadas como

método biolégico de controlo de algumas doencas.

O género Pseudomonas engloba um dos grupos de bactérias mais diverso e
ecologicamente significante. Microrganismos pertencentes a este género podem ser

encontrados em grande escala em todos os ambientes naturais terrestres e aquaticos
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(tanto dulciaquicolas como marinhos), formando associagdes estreitas com plantas e
animais. Esta distribuigdo natural sugere um grau notavel de adaptagéo fisiologica e
adaptagdo genética (Spiers et al., 2000).

A capacidade de rapida utilizagdo de varios compostos que podem ser substratos ou
intermediarios de vias metabdlicas conhecidas, bem como compostos aromaticos,
derivados halogenados e uma variedade de residuos orgénicos, que dificilmente séo
degradados por outros grupos de microrganismos, reflecte a diversidade a nivel
bioguimico do género Pseudomonas, tornando alguns membros pertencentes a este
género candidatos para utilizagdo em processos de biorremediagéo (Spiers et al.,
2000).

A diversidade dentro deste género néo se limita & sua fisiologia, sendo a diversidade
fenotipica reflectida a nivel genémico, sugerindo que a variabilidade na arquitectura do
genoma, tanto do cromossoma como da maquinaria genética acessoria, € de particular
interesse. Estudos de ‘fingerprinting’ levados a cabo por varios cientistas revelaram um
notavel grau de polimorfismos entre estirpes estreitamente correlacionadas
fenotipicamente e inseridas na mesma espécie (Spiers et al., 2000).

Esta diversidade advém da interacgéio entre factores ecolégicos e genéticos, sendo a
variagdo crucial no processo de divergéncia adaptativa. A aquisicéo de elementos
genéticos (plasmideos, transposdes, integrdes e fagos) por transferéncia lateral é um
fenémeno importante no processo evolutivo. Provavelmente, a diversificagéo que se
verifica neste género resulta de um longo processo de evolugdo, ao longo do qual
dever3o ter ocorrido estes fenémenos de transferéncia (Spiers et al., 2000).

Muitas espécies inseridas neste género possuem uma capacidade intrinseca de
tolerancia a varios agentes letais, devido aos genes inseridos num ou mais
plasmideos, em alguns casos megaplasmideos, considerados como factores de
resisténcia. Estes genes podem codificar para sistemas de resisténcia a antibiéticos,
metais pesados, e uma variedade de agentes toxicos, tanto fisicos como quimicos.
Alguns destes factores de resisténcia podem ser transferidos para outras bactérias
Gram-negativas por conjugaco, representando ‘pools’ de material genético que pode
ser partilhado por varios organismos pertencendo a grupos filogenéticos distantes
(Spiers et al., 2000).

A nivel molecular estas bactérias caracterizam-se por possuirem genomas de
elevadas dimensdes. Os genomas podem variar desde 3,7 Mb em P. stutzeria 7,1 Mb
em P. aeruginosa, tendo P. fluorescens SBW25, P. syringae pv. phaseolica e P. putida
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KT2440, um genoma de 6,7 Mb. N&o obstante, estudos de vérios isolados da mesma
espécie revelaram substanciais polimorfismos de dimenséo (Spiers et al., 2000).

Muitas espécies do género Pseudomonas possuem um ou mais plasmideos, em
alguns casos megaplasmideos, que Ihes conferem vérias propriedades,
nomeadamente: resisténcia a antibidticos, resisténcia a outros agentes agressores,
quimicos, fisicos e biolégicos e determinadas capacidades metabélicas (Correia,
2000). As diferengas genomicas encontradas em vérias espécies de Pseudomonas
podem reflectir a adaptagdo competitiva destas bactérias a um elevado numero de
nichos ecolégicos, tirando partido dos componentes regulatérios no seu genoma
(Spiers et al., 2000). E tentador postular que a selecgdo pode ter conduzido a
mecanismos de evolugdo através dos quais as pseudomonas aumentaram a sua taxa
de mutagio sob ‘stress’, gerando uma variagdo extra, quando necessaria, e facilitando
a sua adaptagdo a novos ambientes. A aquisi¢do de genes e elementos genéticos
acessorios, codificando para mecanismos de regulagdo das vias catabélicas ou
associadas a viruléncia, através da transferéncia lateral, contribui para o processo de
evolugao bacteriana. Apesar do indubitavel significado deste processo evolutivo dentro
deste género e apesar de terem sido descobertas estirpes com elevadas taxas de
mutagdo, ndo existe nenhuma evidéncia no sentido de as pseudomonas terem
desenvolvido um mecanismo especial para aumentar a sua capacidade de aquisigéo
de DNA exdgeno (Spiers et al., 2000).

1.3.1.2. Evolugio taxonémica do género Pseudomonas

O género Pseudomonas tem sido alvo de numerosos estudos ao longo do tempo.
Varias espécies inicialmente inseridas neste género, de acordo com as suas
caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e fisiolégicas, tém sido posteriormente
transferidas para outros géneros.

Estas modificagdes basearam-se na identificagdo de cinco grupos de similaridade
rRNA formados a partir da hibridagdo rRNA/DNA que, por utilizar sequéncias muito
conservadas no genoma, veio substituir os estudos de hibridagdo DNA/DNA. O grupo
I, apesar de partilhar varias caracteristicas fenotipicas com membros de outros grupos,
tornando quase impossivel a diferenciagdo baseada em testes tradicionais, continua a
ser considerado como o grupo das “verdadeiras pseudomonas”, enquanto que aos
outros grupos foram associados novos géneros: os grupos Il e Ill incluem os géneros
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Acidovorax, Burkholderia, Comamonas e Ralstonia, o grupo IV o género
Brevundimonas e o grupo V o género Stenotrophomonas (Correia, 2000).

Actualmente, a classificagdo taxonémica do géneroc Pseudomonas no “Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology” (2005) baseia-se nas relagdes filogenéticas das
varias espécies pertencentes a este género. A divisdo da arvore filogenética obtida
com base em sequéncias de rDNA 16S evidencia dez grandes grupos que, por sua
vez, se subdividem em varias espécies (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos filogenéticos do género Pseudomonas derivados de sequéncias rDNA 16S
(Adaptado de “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology”, 2005).

GRUPO FILOGENETICO ESPECIE

Pseudomonas amygdali
Pseudomonas avellanae
Pseudomonas caricapapayae
Pseudomonas cichorii
“Pseudomonas syringae” Pseudomonas ficuserectae
Pseudomonas meliae
Pseudomonas savastanoi
Pseudomonas syringae
Pseudomonas viridiflava
Pseudomonas aurantiaca
Pseudomonas chlororaphis
“Pseudomonas chlororaphis” Pseudomonas fragi
Pseudomonas lundensis
Pseudomonas taetrolens

Pseudomonas azotoformans

“Pseudomonas cadrella”, “Pseudomonas orientalis”

Pseudomonas corrugata
“Pseudomonas fluorescens” Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas marginalis, “Pseudomonas libaniensis”

“Pseudomonas migulae”, “Pseudomonas mandelii’

Pseudomonas mucidolens
Pseudomonas rhodesiae
Pseudomonas synxantha

Pseudomonas tolaasii

Pseudomonas veronni, “Pseudomonas gessardii”
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“Pseudomonas jesseni”

Pseudomonas agarici

Pseudomonas fuscovaginae, Pseudomonas asplenii

“Pseudomonas putida”

“Pseudomonas stutzeri’

“Pseudomonas aeruginosa”

“Pseudomonas pertucinogena”

1.3.1.3. A espécie Pseudomonas savastanoi

“Pseudomonas jesseni’

Pseudomonas agarici

Pseudomonas fuscovaginae, Pseudomonas asplenii

Pseudomonas fulva

Pseudomonas montelli, “Pseudomonas plecoglossicida*

Pseudomonas oryzihabitans
Pseudomonas putida

Pseudomonas balearica
Pseudomonas luteola
Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
Pseudomonas anguilliseptica
Pseudomonas citronellolis
Pseudomonas flavescens
Pseudomonas mendocina
Pseudomonas nitroreducens
Pseudomonas oleovorans
Pseudomonas pseudoalcaligenes
Pseudomonas ressinovorans
Pseudomonas straminea

Pseudomonas denitrificans

“Pseudomonas pertucinogena”

Em 1908, tal como referido anteriormente, Smith, nomeou a bactéria que provoca a

formagdo de nédulos em varias plantas pertencentes a familia Oleaceae como

“Bacterium savastanoi’ em memoria a Savastano, o primeiro cientista a isolar o

microrganismo. Esta espécie foi mais tarde transferida para o género Pseudomonas

por Stevens, como “Pseudomonas savastanoi’. Em 1978, Young et al. propbem uma

nova nomenclatura e classificagdo para a bactéria fitopatogénica, introduzindo o

conceito de patovar. Todas as espécies de pseudomonas fluorescentes e oxidases-

negativas foram consideradas membros de uma unica espécie, Pseudomonas

syringae, dividindo-se por patovares. Deste modo P. savastanoi passou a P. syringae
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pv. savastanoi. Contudo, a designagdo patovar € uma subdivisdo infra-subspecifica
ndo reconhecida pelo Coddigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana, nao
constando portanto na Lista de Nomes Aprovados de Bactérias.

Em 1981, o “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” considera P. savastanoi um
patovar de P. syringae (P. syringae pv. savastanoi) com base no estudo de homologia
por hibridagdo rRNA/DNA. Esta classificagdo foi confirmada em diversos artigos, onde
se utilizaram testes fenotipicos e metabdlicos, mecanismos de regulaggo,
determinagdo de sequéncias de aminoacidos em proteinas seleccionadas, estudos

imunolégicos e composigdo da parede celular.

Em 1982, com base em estudos de hibridagdo DNA/DNA, foi criada uma subespécie
de P. syringae, passando a designar-se entdo P. syringae subsp. savastanoi. Com
base no mesmo tipo de estudos, Gardan et al. (1992) propdem que se considere
P. savastanoi como espécie independente, incluindo nesta espécie alguns patovares
pertencentes a P. syringae: P. savastanoi pv. savastanoi (fitopatogénica dos géneros
Oleaceae e da espécie Nerium oleander L.); P. savastanoi pv. glycinea (fitopatogénica
de soja) e P. savastanoi pv. phaseolicola (fitopatogénica de feijdo).

Shaad et al. (2000) aceitam a proposta de elevar P. syringae pv. savastanoi a espécie,
rejeitando a passagem de P. syringae pv. glycinea e P. syringae pv. phaseolicola a
patovares de P. savastanoi, jA que segundo os autores estes dois patovares sdo
facilmente diferenciados fenotipicamente de P. savastanoi. No entanto, alguns autores
continuam a utilizar a classificagdo proposta por Gardan et al. (1992).

Tendo por base as relagdes filogenéticas evidenciadas por analise das sequéncias de
rDNA 16S (Palleroni, 2005) e as propostas de Gardan (1992) e Shaad (2000), a dltima
edicdo do Manual de Bergey’s (Paleroni, 2005) reconhece o estatuto de espécie a P.
savastanoi, englobando os patovares savastanoi, glycinea e phaseolicola.

Neste trabalho sera utilizada a nomenclatura mais recente, no que se refere a esta

bactéria.

10
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1.3.2. Pseudomonas savastanoi
1.3.2.1. Relagdo com o hospedeiro

Testes de patogenicidade in vivo, com diferentes isolados do patogéneo,
demonstraram que estes séo especificos relativamente ao hospedeiro que infectam.
No entanto, ainda ndo se estabeleceu se P. savastanoi patogénico em oleandro pode
afectar também cultivares susceptiveis de oliveira. Os mecanismos que regulam a
especificidade de P. savastanoi relativamente ao hospedeiro n&o estéo esclarecidos,
apesar de parecerem similares aos de outras pseudomonas parasitas de plantas
(Young, 2004).

Os hospedeiros mais relevantes afectados por P. savastanoi pv. savastanoi s&o:
oliveira (Olea europaea L.), oleandro (Nerium oleander L.), freixo (Fraxinus excelsior

L.) e jasmim (Jasminum spp.) (Penyalver, 2000).

As estirpes de P. savastanoi que provocam nédulos sdo similares a outros membros
da mesma espécie e estreitamente relacionadas com espécies de P. syringae.
Contudo, diferem de quase todas as outras bactérias fitopatogénicas pela sua
capacidade de produzir auxina e citocininas. O efeito destes compostos consiste na
indugdo desregulada de multiplicagdo celular, levando a formagéo de nédulos e
tumores (Scortichini et al., 2004).

Um outro aspecto importante a ter em consideragdo, no contexto das interacgles
planta-patogéneo, é se a associagéo entre P. savastanoi pv. savastanoi e O. europaea
representa um exemplo de co-evolugdo hospedeiro-patogéneo, ou um fenémeno de
adaptagdo do microrganismo relativamente a planta (associagdo por colonizagéo),
embora pouco se saiba relativamente a este assunto (Scortichini et al., 2004).

1.3.2.2. Distribuigdo geografica

A distribuigdo geografica dos patogéneos dos nodulos de oliveira estende-se desde a
Europa até & Nova Zelandia, havendo registos da doenga em muitos paises, tal como

se sumariza na Tabela 2.

11
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Tabela 2. Distribuigdo mundial dos patogéneos dos nédulos de oliveira,
(Adaptado de Young, 2004).

Europa Austria, Chipre, Espanha, Franga, Grécia, ltélia, ex-Jugoslavia,
Holanda, Noruega, Portugal, Suécia, Suiga, Reino Unido,
Russia.
Asia Georgia, Irdo Iraque, Israel, Libano, Turquia.
Africa Africa do Sul, Argélia, Libia, Marrocos, Tanzania, Tunisia.

América do Norte México, USA (Arizona, Arkansas, Califérnia, Texas).
Ameérica do Sul  Argentina, Brasil, Colombia, Peru, Uruguai.
Oceénia Australia do Sul, Tasméania, Vitoria, Nova Zelandia.

1.3.2.3. Isolamento, identificagédo e patogenicidade

O isolamento de P. savastanoi pv. savastanoi deve ser feito nos primeiros estadios da
infecgdo, uma vez que nddulos velhos geralmente s&o invadidos por bactérias
secundarias oportunistas, de crescimento mais rapido, tomando a detecg@o do
patogéneo mais dificil. A cultura em meio B de King favorece o crescimento desta
bactéria, sendo as colénias pequenas e de crescimento lento, apds incubagéo a 27 °C

durante 2 a 3 dias.

A produgdo de pigmentos fluorescentes ndo é considerada como um teste de
diagnostico fiavel. Assim, a identificagdo do patogéneo pode ser feita com base em
métodos bioquimicos e moleculares. Pode ser feita ainda uma diferenciagéo com base
na composigdo de acidos gordos, no entanto a composigéo é muito similar em estirpes
isoladas de oleandro e oliveira. Neste caso, a diferenciagio destas estirpes pode ser
alcangada através de métodos moleculares baseados no ‘fingerprinting’ de restrigéo
de DNA e em outros métodos que se encontram ja em desenvolvimento (Young,
2004).

A confirmagdo de patogenicidade é obtida através de inoculacéo de suspensGes
bacterianas nos ramos de plantas susceptiveis em crescimento, mantidas em
ambiente controlado durante um minimo de 42 dias.

1.4. Epidemiologia

As estirpes de P. savastanoi estéo associadas as oliveiras, néo sobrevivendo fora das
plantas infectadas e perdendo rapidamente a viabilidade no solo. A proliferagdo de
noédulos ocorre mais intensamente na Primavera, quando as plantas se desenvolvem

12
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mais activamente e o patogéneo se encontra na superficie das folhas, apresentando
niveis populacionais mais elevados durante a Primavera e o Outono (Young, 2004).

Apesar de P. savastanoi pv. savastanoi se comportar em determinadas condigdes
como uma bactéria epifitica, quando se encontra no filoplano, ela é normalmente
considerada endofitica ndo fastidiosa, ou seja, forma uma associagéo nutricional

dentro dos tecidos da planta hospedeira, causando doenga.

Com base em estudos epidemiolégicos, verifica-se que a entrada do patogéneo em
plantas susceptiveis é feita através de feridas nas folhas, causadas por geada e
granizo no fim da Primavera, cortes provocados por poda ou quando ocorre queda da
folha, em condigbes climatéricas de chuva e humidade. O método tradicional de

colheita do fruto por varejo pode provocar severas infecgées (Young, 2004).

A bactéria sobrevive nos tumores na presenc¢a de agua, produzindo exsudados que,
com a ajuda da chuva, facilitam a sua disperséo e propagagéo a arvores e planta¢des
contiguas. A gama de temperaturas propicias a infecgdo situa-se entre os 4 °C e os
38 °C, sendo a temperatura 6ptima de 23-24 °C.

Os nédulos tendem a alargar apés a indugéo, provocando fissuras por onde a bactéria
escapa durante os periodos de chuva, podendo colonizar outras aberturas naturais ou
artificiais na arvore, ou ramos e folhas como uma bactéria epifitica. No entanto, a
disseminagdo sistémica da bactéria parece ser pouco frequente ou inexistente e a
transmissdo do patogéneo por semente nunca foi documentada (Scortichini et al.,
2004).

Certos estudos indicam que a populagéo das bactérias na superficie pode servir como
reservatorio de inéculo infeccioso, enquanto que as bactérias que se encontram nos
nédulos podem emergir até a superficie dos mesmos, tornando-se disponiveis para
colonizar folhas (Ercolani, 1993).

1.5. Métodos de controlo da doenca
* 1.5.1. Métodos tradicionais

Considera-se que a luta contra a doenga dos noédulos da oliveira, causada por
P. savastanoi, deve ser essencialmente preventiva: (i) utilizando variedades pouco
sensiveis; (i) limitando as herdades; (jii) reduzindo potenciais indculos da bactéria

13
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através da poda dos ramos infectados e desinfecgdo das feridas causadas e dos
instrumentos utilizados (Young, 2004).

A observagao de nédulos numa unica oliveira coloca em risco todas as outras arvores
que estejam préximas, constituindo um foco de transmiss&o na area que a rodeia. A
remogao das arvores afectadas n&o é por si s6 um meio eficaz de controlo da doenga,
sendo necessarios meios de controlo que tenham em conta a biologia do patogéneo.
Sabe-se, por exemplo, que baixos niveis populacionais de P. savastanoi podem
permanecer nas folnas e nas aberturas naturais das plantas sem induzirem de

imediato os sintomas da doenga.

N&o existe, actualmente, um método eficaz na erradicagdo eficiente do patogéneo
quando a sua presenca é detectada. Por outro lado, nem sempre se detectam os
sintomas da doenga e nem sempre os danos s&o graves. Os nédulos podem ocorrer
com diferentes niveis de intensidade, em diferentes localidades, e variar de ano para
ano (Young, 2004).

1.5.2. Métodos quimicos e biolégicos

Embora o controlo quimico desta doenga seja muito difici, os tratamentos
fitossanitarios a base de cobre podem ser utilizados na Primavera e Outono, e ainda
quando existir um risco elevado de infecgdo causado por granizo, geada, ou outros
factores que causem feridas nas arvores, numa tentativa de reduzir os sintomas. No
entanto, devido a resisténcia ao cobre por varios patovares de P. savastanoi, torna-se
necessario o desenvolvimento de métodos de controlo alternativos, tais como métodos
biolégicos, que diminuem os residuos pesticidas nos frutos e vegetais, evitam a
acumulagdo de quimicos no ambiente e subsequente desenvolvimento de resisténcia

pelos patogéneos (Young, 2004).

Virias bactérias fitopatogénicas produzem bacteriocinas que s&o eficazes contra
outras bactérias filogeneticamente relacionadas. Entre as espécies fitopatogénicas de
pseudomonas, cerca de dez produzem estes compostos, incluindo-se neste grupo P.
syringae pv. syringae (Lavermicocca et al., 2002).

O estudo realizado por Lavermicocca et al. (2002) descreve o potencial da utilizagao
de preparagdes de bacteriocinas produzidas por P. syringae pv. ciccaronei no controlo

14
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da expressdo dos sintomas da doenga dos nédulos da oliveira, reduzindo a
sobrevivéncia epifitica do patogéneo no filoplano.

Os resultados obtidos por estes autores, em experiéncias in vitro e in vivo, indicam que
preparagdes da bacteriocina podem ser utilizadas no controlo da sobrevivéncia e
multiplicagdo das populagbes epifiticas de P. savastanoi pv. savastanoi. A utilizagdo
de metabolitos bacterianos em detrimento das bactérias que os produzem &
recomendada, de forma a ultrapassar as dificuldades que podem surgir devido a falta
de capacidade de colonizagdo e competigéo de algumas bactérias n&o patogénicas
face as bactérias patogénicas no mesmo nicho ecolégico. Para além disso, a elevada
especificidade da acgdo da bacteriocina ira resultar numa alteragéo selectiva da
ecologia dos microrganismos presentes no filoplano. Esta ecologia é de extrema
importancia no caso das oliveiras, devido a presenca de bactérias lacticas benéficas,
que desempenham um papel! tecnolégico importante nos processos de fermentagdo.

1.6. Mecanismos de resisténcia a doenga
1.6.1. Resisténcia passiva

As plantas sdo excelentes fontes naturais de agucares e aminoacidos, tornando-se
extremamente atractivas para uma série de “intrusos”, desde virus, bactérias e fungos,
a insectos. A protecggo natural das plantas contra os agentes patogénicos depende de
uma variedade de barreiras constitutivas, que actuam mesmo antes de um eventual
ataque. O efeito combinado destas barreiras designa-se resisténcia constitutiva ou
inata, e vai desde o espessamento das paredes celulares & produgéo de compostos
antimicrobianos. Embora esta defesa seja eficiente contra um grande numero de
invasores, alguns patogéneos conseguem ultrapassar esta primeira barreira, sendo
necessario o desencadeamento de mecanismos activos ap6s o contacto com o agente
patogénico, ou seja, mecanismos de resisténcia induzida ou adquirida (Agrios, 1997).

As bactérias fitopatogénicas evoluiram de forma a crescer e multiplicar-se nos tecidos
das plantas, afectando hospedeiros especificos. Desta forma, muitas espécies
patogénicas incluem varias “ragas fisiolégicas’, cada qual diferindo na sua capacidade
em infectar diferentes cultivares da planta hospedeira. As bactérias patogénicas de
plantas sdo extracelulares, ou seja, ndo conseguem crescer dentro das células do
hospedeiro. Como ndo possuem mecanismos activos de penetragdo nos tecidos, a
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sua entrada nos espagos intercelulares do hospedeiro depende de aberturas naturais,
feridas e insectos vectores (Young, 2004).

1.6.2. Resisténcia activa

O mecanismo de defesa designado por Teoria gene-para-gene (Flor, 1971), que
requer a interacgdo/reconhecimento de uma proteina codificada por um gene de
aviruléncia (Avr) do patogéneo com uma proteina codificada por um gene de
resisténcia especifico (R) na planta, encontra-se bem descrito (Luderer & Joosten,
2001). Como resultado desta interacgdo desencadeia-se uma resposta hipersensitiva
(HR), na qual ocorre a morte celular localizada no ponto de infecgéo, limitando o
progresso da doenca. Esta resposta local pode ainda desencadear um mecanismo de
resisténcia sistémica adquirida (SAR — “Systemic Aquired Resistence”) que conduz a
resisténcia contra diversos organismos patogénicos durante algum tempo (De Wit,
2002).

Existem dois tipos possiveis de interacgdo hospedeiro-patogéneo (Figura 4). O
reconhecimento de um gene Avr pelo respectivo gene R desencadeia uma resposta
HR e a interacgdo & incompativel, traduzindo-se numa resposta fenotipica
caracteristica. Caso n&o exista um dos genes, Avr ou R, a interacgdo & compativel.
Neste caso se existir o gene Avr e ndo existir o gene R, o gene Avr pode actuar como
um gene de viruléncia (vir) (De Wit, 2002).

Varios genes R foram clonados a partir de diversas espécies. Apesar destes genes
conferirem resisténcia contra diversos patogéneos, os seus produtos partilham
semelhangas estruturais, sugerindo que existem determinados sinais e eventos em
comum na resposta defensiva da planta. E predizivel que muitos destes genes

codifiquem para proteinas citoplasméaticas.

O primeiro gene bacteriano de aviruléncia a ser clonado foi o gene avrA da raga 6 de
Pseudomonas syringae pv. glycinea, por Staskawicz et al (1984). Apos hibridagéo
deste gene com DNA de outras ragas desta espécie néo se detectaram sinais
positivos, concluindo-se que este gene pura e simplesmente néo existia nestas ragas e
levantando a hipotese de ter havido delecgbes prévias, ou do gene avrA presente na
raga 6 ter sido introduzido através de uma fonte exterior. Esta gltima hipotese foi
confirmada por ‘Southern blot', onde foram detectadas copias de DNA exégeno (Keen,
1990).
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Subsequentemente, outros genes de aviruléncia foram clonados e caracterizados. No
entanto, tanto as fun¢des que desempenham no patogéneo, como o mecanismo pelo

qual conseguem elicitar uma resposta hipersensitiva na planta, sdo geralmente

desconhecidas.

Hospedeiro Hospedeiro
Interacgao genes R e Avr Interaccéo genes R e Avr
eficiente ineficiente ou inexistente

) {
Reacgéo incompativel Reacgao compativel

hospedeiro — patogéneo hospedeiro — patogéneo

Activacdo de mecanismos de defesa: Doenca

HR e SAR

Figura 4: Mecanismos de resisténcia e susceptibilidade em plantas.

O numero de interacgbes hospedeiro-patogéneo, para as quais tenha sido provado
uma interacgéo fisica directa entre as proteinas R e Avr, & ainda muito limitado. Esta
observagao sugere que em varias destas interacgbes nao existe uma ligagéo fisica
directa entre estas proteinas, e que a percepgao da proteina Avr pela correspondente
proteina R é estabelecida de uma forma indirecta. Esta percepcgao indirecta implica a

intervengdo de um terceiro componente (Luderer and Joosten, 2001).

A ‘Hipotese Guarda’ propde que este terceiro componente pode ser o alvo de
viruléncia de uma proteina Avr. Deste modo, a ligagdo da proteina Avr ao seu alvo é
detectada pela sua proteina R correspondente, a qual esta a ‘guardar’ o alvo de
viruléncia. Um aspecto intrigante desta hipotese € que o produto do gene Avr causa
aviruléncia por parte do patogéneo, durante a interacgdo com o seu alvo de viruléncia

no hospedeiro. Isto pode significar que as proteinas Avr tém um papel bifuncional
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(tanto de aviruléncia, como de viruléncia), podendo esta dualidade estar baseada num
Gnico evento bioquimico (Luderer & Joosten, 2001).

P. savastanoi pv. savastanoi é capaz de induzir uma variedade de sintomas em
plantas, estando a espécie dividida em variantes patogénicas designadas por
patovares, que estdo relacionados com o hospedeiro que infectam. Existem duas
reacgdes distintas possiveis quando a bactéria se infiltra nos tecidos da planta. A
primeira é uma interacgdo compativel num hospedeiro susceptivel, que se caracteriza
pelo sintoma designado por ‘water soaking’, a que se segue a proliferagdo do
patogéneo e desenvolvimento dos sintomas. Em contraste, hospedeiros resistentes
desencadeiam uma reacgéo de hipersensibilidade, surgindo necroses ao fim de 12 a
24h apés infecgdo (Bender et al, 1999).

1.6.2.1. Compostos que afectam a capacidade de viruléncia

Um ‘cluster de genes conservado em procariotas fitopatogénicos, designado por
regiéo hrp (resposta hipersensitiva e patogenicidade), afecta a capacidade da bactéria
em induzir a resposta hipersensitiva em ndo-hospedeiros, a sua patogenicidade em
plantas hospedeiras e a capacidade de se desenvolver dentro ou na superficie da
planta. Sabe-se ainda que estes genes codificam para a regulagéo e biosintese da via
de secregdo Tipo lll, utilizada para segregar proteinas de viruléncia, que é semelhante
em patogéneos de animais e plantas. Para além dos genes hrp, as pseudomonas
expressam genes cujos produtos aumentam significativamente a sua capacidade de
viruléncia, nomeadamente polissacaridos extracelulares, fitotoxinas, enzimas de
degradacéo da parede celular, fitohormonas e citocininas (Bender et al, 1999).

Relativamente a importéncia dos genes hrp, Sisto et al. (2004) demonstraram que a
inactivagdo deste ‘cluster’ de genes impede completamente tanto a formag&o de
nédulos pelo patogéneo P. savastanoi pv. savastanoi, como a sua multiplicagéo dentro
do tecido do hospedeiro, ou seja, que os sintomas causados no hospedeiro n&o
dependem exclusivamente da produgéo de fitohormonas e citocininas.
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1.6.2.2. Fitotoxinas

As fitotoxinas sdo produzidas por patogéneos ou podem resultar como produtos da
interacgéo hospedeiro-patogéneo, prejudicando directamente os tecidos do hospedeiro
e influenciando o desenvolvimento da doenga ou dos sintomas. Tanto bactérias como
fungos patogénicos produzem diversos metabolitos secundarios téxicos para as
plantas. As fitotoxinas podem ser especificas para um hospedeiro e serem exclusivas
de um determinado patogéneo, ou serem nao-especificas e apresentarem actividade
numa vasta gama de hospedeiros (Bender et al, 1999).

A maioria das toxinas produzidas por P. syringae geralmente induz clorose
(coronatina, faseolotoxina e tabotoxina) ou necrose (siringomicina e siringopeptina).
Apesar das fitotoxinas ndo serem necessarias para a viruléncia de P. syringae,
geralmente funcionam como factores de viruléncia nesta bactéria fitopatogénica. A sua
produgao resulta num aumento da severidade da doenga. Por exemplo, as fitotoxinas
podem contribuir para: (i) o movimento sistémico da bactéria na planta; (ii) influenciar o
tamanho da lesdo e (iii) a multiplicagdo do patogéneo no hospedeiro (Bender et al,
1999).

1.6.2.3. Fitohormonas

Uma grande variedade de microrganismos associados a plantas tem a capacidade de,
uma vez no interior do hospedeiro, alterar os niveis hormonais endégenos da planta,
podendo metabolizar percursores de sintese hormonal ou produzir e segregar
fitohormonas semelhantes. Uma vez que os sinais hormonais sdo criticos para a
regulagdo de vérios processos fisiologicos, quaisquer modificagdes nos seus niveis
hormonais através da interacgdo com estes microrganismos pode levar a alteragdes,
favoraveis ou desfavoraveis, no crescimento e desenvolvimento da planta,
dependendo do microrganismo em questéo (Patten et al., 2000).

A auxina acido indoleacético (IAA), produzida naturalmente pelas plantas, é critica
para o seu crescimento e desenvolvimento. Esta envolvida no controlo do processo de
dominancia apical, elongagédo e diferenciagdo do xilema. A regeneragéo de plantas in
vitro, por exemplo, é dependente da razdo auxina:citocinina no meio de crescimento.
Existem formas modificadas de IAA em plantas, onde se cré conferirem propriedades
de transporte, armazenamento e destoxificagdo. Conjugados glicosilados s&o

frequentemente encontrados em tecidos germinais, podendo ser utilizados durante a
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germinagdo e nos primeiros estagios de desenvolvimento. Conjugados de IAA com
aspartato e glutamato foram isolados de tecidos vegetais, parecendo representar
formas inactivas da hormona (Roberto, 1990).

A produgdo de IAA pode aumentar a competitividade de P. savastanoi pv. savastanoi.
Os beneficios conferidos a bactérias co-inoculadas com estirpes produtoras de 1AA
podem envolver modificagbes bioquimicas nos tecidos da planta hospedeira. A
turgescéncia e o aumento de permeabilidade nas células de varios tipos de tecidos
vegetais estdo relacionados com a produgdo de IAA. As bactérias que se encontram
no local da infecgdo s&o beneficiadas pelo aumento de disponibilidade de nutrientes.
Outro beneficio para as bactérias oportunistas pode ser o metabolismo e
destoxificagdo de analogos do triptofano, inibidores tanto da planta hospedeira como
dos microrganismos que se encontrem na vizinhanga (Silverstone et al., 1993).

Estima-se que 80% das bactérias isoladas da rizosfera podem produzir IAA. Algumas,
tais como Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola e
Pseudomonas syringae séo fitopatogénicas, enquanto outras, incluindo membros dos
géneros Azotobacter, Pseudomonas, Azospirilum, Rhizobium, Bacillus e Enterobacter,
estimulam o crescimento da planta (Patten & Glick, 2000).

Existem varias vias biosintéticas envolvidas na produgdo de IAA em bactérias,
classificadas em termos dos intermediarios. A via da indoleacetamida, na qual a
enzima triptofano monoxigenase converte o triptofano em indoleacetamida e a enzima
indoleacetamida hidrolase cataliza a conversdo de indoleacetamida a acido
indoleacético, & a principal via de produgdo de IAA em estirpes de P. syringae,
A. tumefaciens e E. herbicola. Por outro lado, a sintese de IAA em Enterobacter
cloaceae e espécies de Azospirilum utiliza o acido indolepiravico como intermediario.
Esta via envolve a transaminagdo do triptofano em &cido indole-3-pirtivico, seguida de
uma descarboxilagio do 3-acetaldeido pela indole-3-piruvato descarboxilasee e uma
oxidagao final, dando origem ao IAA (Patten & Glick, 2000).

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi consegue conjugar o acido indoleacético com
o aminoacido lisina, utilizando a via da indoleacetamida e dando origem a formagéo de
3-indoacetil-¢- lisina (JAA-lisina) (Figura 5). A enzima responsavel pela converséo de
IAA a IAA-lisina é a (indol-3-acetil) -L-lisina sintetase. Esta enzima depende de ATP e
cataliza a formagdo de uma ligagéo entre o grupo carboxil do IAA e o grupo amina do
aminodcido lisina (Penyalver et al., 2000; Glass & Kosuge, 1986).
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Em bactérias que ndo utilizam a enzima indoleacetamida na produg@o de IAA, de um
modo geral, verificou-se que suplementos de triptofano aumentam drasticamente a
produgéo deste composto. Em contraste, os genes envolvidos na via de produgéo de
IAA em P. syringae pv. syringae e P. savastanoi pv. savastanoi sdo transcritos de uma
forma constitutiva (Patten & Glick, 2000).

3 IAA-lisina sintetase

acido Indole-3-aceético

TH2C=D

acido indoleacéticoacético-lisina

Figura 5: Via de produgéo de acido indoleacético em P. savastanoi.

Os genes iaaM, iaaH e iaal que codificam para a produgdo das enzimas triptofano
monoxigenase, indoleacetamida hidrolase e I|AA-lisina sintetase respectivamente,
localizam-se no plasmideo plAA1 em estirpes isoladas a partir de nédulos de oleandro,
enquanto que em isolados de oliveira a sua localizagdo & cromossomal. Em estirpes
isoladas de oleandro os genes iaaM e iaaH encontram-se organizados nhum operéo,
distando 2-3 kb do gene jaal, sendo este transcrito na direcgdo oposta. N@o se sabe
se as fungdes relacionadas com o metabolismo de IAA se localizam na regi&o entre o
operdo IAA e o gene jaal. O tamanho e a composigédo do plasmideo podem variar
entre estirpes de P. savastanoi pv. savastanoi (Penyalver et al., 2000; Glass &
Kosuge, 1993; 1988; 1986; 1985 e 1980).
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A produgéo de acido indoleacético por P. savastanoi esta directamente associada com
a capacidade de viruléncia desta bactéria e tem sido objecto de estudo de diferentes
grupos de trabalho. A via de sintese deste composto apresenta varias fungses,
incluindo a destoxificagdo de varios analogos do triptofano, capazes de inibir o seu
crescimento. Algumas estirpes super-produtoras podem vir a ser utilizadas como
estirpes de referéncia em estudos futuros (Almonacid et al., 2000).

Comai & Kusage (1988) mostraram que a insergdo de um elemento de DNA mével no
gene iaaM em alguns mutantes IAA inactiva a sua expressdo, suprimindo a
capacidade de viruléncia, e que este elemento de DNA moével com elevado numero de
copias se encontra tanto no cromossoma como em plasmideos. Posteriormente,
através da clonagem do gene JaaL ficou determinado que a produgdo de IAA ajuda a
conferir a indugdo de tumores em oliveira e oleandro. A perda de capacidade de
produgdo deste composto provoca apenas turgescéncia nos pontos de inoculagéo em
oleandro. Quando o gene iaal foi introduzido num isolado de oliveira, observou-se
acumulag@o de IAA-lisina enquanto que o IAA teve uma redugdo de 30%. Assim, a
conversdo de IAA em IAA-lisina influencia a quantidade de IAA em P. savastanoi pv.
savastanoi, que continua a ser capaz de se multiplicar no tecido hospedeiro 16 dias
ap6s inoculagdo. Ndo sendo necessério para a multiplicagdo do patogéneo é
certamente crucial para a expressdo dos sintomas da doenga (Comai & Kusage,
1986).

A quantidade de IAA em cultura esta correlacionada com a capacidade de viruléncia,
uma vez que elevados niveis do composto levam a um aumento de dimensé&o dos
nédulos. O ‘pool de IAA é regulado pela razéo de sintese de IAA e pela razdo de
conversdo de |IAA em compostos adicionais tais como IAA-L. Espera-se assim que o
desenvolvimento de nédulos seja afectado pela alteragdo destas razbes. Presume-se
que o IAA seja libertado no tecido da planta hospedeira pela hidrélise de IAA-lisina e
que o |AA livre seja a forma activa do composto que promove a formagdo de tumores.
Contudo, o IAA livre torna-se susceptivel a ser degradado pelas peroxidases e IAA
oxidases da planta, enquanto que os conjugados deste composto sédo resistentes a
degradagdo. A capacidade de converter IAA em IAA-lisina pode ser necessaria para
que haja uma 6ptima taxa de crescimento e expressédo dos factores de viruléncia em
isolados de oleandro no hospedeiro (Comai & Kusage, 1986).

Foi demonstrado que a formagdo de noédulos por P. savastanoi pv. savastanoi em
oliveira e oleandro depende da producdo de IAA e citocininas em conjunto. Uma

diminuigdo do periodo de incubagdo e aumento do crescimento dos nédulos esta
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correlacionado com um aumento de produgdo de IAA e citocininas e estirpes mais
virulentas, ou seja, capazes de induzir a formag¢do de nédulos de maiores dimensdes
no menor periodo de incubagdo, apresentam maiores niveis de IAA e citocininas em
cultura. Actividades elevadas de citocininas parecem estar associadas a
patogenicidade em varios organismos tais como bactérias, fungos e insectos,
causando um sobre-crescimento em plantas, e as infecges em oliveira e oleandro por
Pseudomonas savastanoi podem ser mais um exemplo no qual as citocininas
desempenham um papel importante no desenvolvimento de sintomas (Surico et al.,
1985).

Os genes que codificam para a produgdo de citocininas por P. syringae pv. savastanoi,
tanto em estirpes isoladas de oliveira como de oleandro, localizam-se num plasmideo
diferente do que possui os genes que codificam para a produgdo de IAA. A produgdo
de citocininas varia de acordo com a produgéo de IAA, no entanto, s6 é iniciada ap6s
se ter atingido o pico de produgédo deste composto. Enquanto que o aparecimento dos
noédulos se deve provavelmente a produgdo de IAA nos tecidos infectados e parece
fazer diminuir o tempo de incubac¢do da doenga, a produgdo de citocininas parece
afectar o aumento de dimensdo dos nodulos (Gardan et al., 1992b).

2. Diversidade fenotipica e genémica em P. savastanoi pv. savastanoi

A classificagdo tradicional de bactérias baseava-se inicialmente na variacdo de um
determinado numero de caracteristicas fenotipicas e bioquimicas, tais como
observagdo microscopica, crescimento em meios especificos e reacgbes enzimaticas.
Estes testes podem ser morosos e conduzir a resultados ambiguos ou mesmo
errados. Por outro lado, sdo muitas vezes desapropriados quando se estuda uma
populagdo de bactérias estreitamente relacionadas. Embora indispensavel e em
alguns casos adequada, a abordagem baseada exclusivamente nestes métodos tem-

se revelado insuficiente.

Assim, a utilizagdo de métodos fenotipicos padronizados que permitem a identificacéo
e caracterizagdo de microrganismos veio revolucionar a classificagdo de bactérias e
tornou-se indispensavel, sendo os sistemas comerciais tais como galerias API e
BIOLOG, os mais utilizados.

Posteriormente surgiram os métodos moleculares, hoje em dia essenciais para a

organizagdo taxonémica das bactérias. A analise molecular envolve a utilizagdo de
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técnicas que permitem diferenciar microrganismos a varios niveis. Alguns métodos
revelam um elevado poder discriminante relativamente a membros filogeneticamente
proximos, e também permitem a detecgdo de novas espécies com um nivel de
sensibilidade muito superior a revelada pelos métodos tradicionais. A biologia
molecular é utilizada actualmente como uma ferramenta poderosa na identificagéo,

classificagdo e caracterizagdo a nivel inter e intra-especifico de muitos organismos.

A tipificagdo molecular de patogéneos pode ser utilizada para estudos de variabilidade
genética. Esta andlise detalhada, a nivel de espécie, permite avaliar a diversidade de
uma determinada populagdo e acompanhar a sua plasticidade genémica e evolugéo.
Pode assim avaliar-se a adaptagdo dos microrganismos a varias mudangas nas
condigdes ambientais. A aplicagdo de técnicas moleculares nesta avaliagdo deve
garantir um elevado poder de diferenciacdo e reprodutibilidade nos resultados obtidos.

A comparacéo e alinhamento de sequéncias dos acidos nucleicos ribossomais (rRNA),
ou das sequéncias de genes correspondentes (rDNA) e/ou o alinhamento de
sequéncias nucleotidicas de outros genes, permite a reconstrugdo filogenética e a

informagéao taxonémica obtida é inestimavel.

Estudos epidemiolégicos levados a cabo por lacobellis et al. (1993) na Italia Central
mostraram que o isolamento efectuado a partir de nédulos de oliveira, bem como do
filoplano, deu origem a culturas puras de bactérias levano-positivas e n&o
fluorescentes, contrariamente as estirpes de P. savastanoi pv. savastanoi isoladas de
oliveira. O frequente isolamento de bactérias com estas caracteristicas levou a sua
caracterizagdo com base em testes de patogenicidade, testes bioquimicos, produgéo
de fitohormonas e isolamento de plasmideos. Apesar das estirpes diferirem das
estirpes tipicas, pertencem a mesma espécie e todas elas produzem de um modo
constitutivo elevados niveis de auxinas e citocininas, reconhecidos como factores de

viruléncia desta espécie.

Foi demonstrado por Ercolani (1993) que a maioria das estirpes de P. savastanoi pv.
savastanoi recolhidas de folhas escolhidas aleatoriamente em Abril e Outubro, revelam
baixos valores de similaridade fenotipica entre si quando comparadas com a maioria
das estirpes extraidas de nodulos nas mesmas alturas do ano. Deste modo, a maioria
das estirpes recuperadas dos nédulos parece reflectir o fenotipo das estirpes que, na
altura da infecgdo, dominavam as comunidades bacterianas epifiticas.

Todas as estirpes isoladas de nodulos de varios hospedeiros foram durante muito
tempo agrupadas em P. savastanoi pv. savastanoi, embora fosse controversa a
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existéncia de variagbes importantes a nivel patologico, bioquimico e genético, bem
como incompatibilidades na inoculagdo cruzada entre plantas diferentes. Por estes
motivos varios autores propuseram uma nova classificagdo da bactéria (Ercolani,
1993).

Descobertas posteriores a proposta de Jansen (1982) confirmaram que estirpes
isoladas a partir de oliveira e de oleandro se encontram separadas em dois grupos
homogéneos com base no seu perfil de acidos gordos e na localizagéo dos genes
envolvidos na produgdo de IAA (cromossémico ou extracromossémico) e em
diferengas de ‘fingerprint’ de restrigdo de DNA. Contudo, outros autores como Ercolani
e tal, 1993 acreditam na potencial influéncia de uma vasta gama de condigdes
ambientais que podem ter impacto nos requisitos nutricionais e fisiolégicos desta
bactéria.

Young & Triggs em 1994 avaliaram o potencial determinante de 36 testes bioguimicos
em 395 estirpes representantes de varios patovares de P. syringae e de trés patovares
de P. savastanoi. A andlise dos resultados demonstrou que a maioria das estirpes
(82%) se distribuem por 15 grupos distintos, que podem reflectir os grupos como
patovares ou como um taxon superior, uma vez que ndo se conseguem separar oS
patovares das duas espécies em estudo e algumas estirpes dos patovares de P.

syringae nao conseguem formar grupos distintos.

Alvarez et al. realizaram um estudo em 1998, com o intuito de obter informagéo
adicional relativamente as populagdes da bactéria fitopatogénica P. savastanoi pv.
savastanoi recolhida de diferentes hospedeiros em diferentes regiées de Espanha. Os
autores procuravam definir se as variagdes fenotipicas se devem a factores abiéticos,
ou a outros factores, e se estas estirpes diferem suficientemente para poderem ser
consideradas patovares. Os resultados agruparam os isolados em 15 fenétipos,
ficando estabelecida uma possivel influéncia dos factores ambientais, uma vez que
estirpes isoladas de nodulos de uma espécie de planta com diferentes origens
geograficas sdo segregadas. A analise destes resultados leva a crer que existem
grupos homogéneos baseados em aspectos patol6gicos e bioquimicos, tendo em
conta que estirpes de diferentes hospedeiros mas do mesmo local aparecem também
segregados. Em suma, a variago existente pode ser o resultado da interacgéo de dois
tipos de factores em simuitaneo, condigdes ambientais e especificidade do hospedeiro.
Estes resultados confirmam que as populagbes de diferentes patossistemas sé&o
diferentes e podem distinguir-se umas das outras através de caracteres fenéticos

fiaveis como: (i) perfis de acidos gordos; (i) produgdo de bacteriocinas e (iii) diferencas
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de ‘fingerprint’ de restriggdo de DNA. Existe uma heterogeneidade evidente a nivel
bioquimico nas estirpes de P. savastanoi pv. savastanoi, podendo esta dever-se a
factores ambientais, disponibilidade de recursos na planta hospedeira ou porque de
facto representam patovares diferentes.

A detecgdo e identificagdo de P. savastanoi pv. savastanoi por métodos moleculares
expeditos encontra-se descrita. Inicialmente, esta detecgdo comegou por ser realizada
através de crescimento enriquecido de bactérias isoladas de variedades inoculadas ou
infectadas naturalmente e ainda de tecidos assintomaéticos, tirando partido da técnica
de PCR e utilizando ‘primers’ especificos dirigidos para o gene jaal, ndo homoélogo
com outros genes existentes nas bases de dados (Penyalver et al., 2000).

Foram desenhados ‘primers’ internos e aplicada uma técnica ainda mais sensivel de
detecgdio de P. savastanoi pv. savastanoi em oliveiras assintomaticas, baseada no
método Nested-PCR numa Unica reacgédo (Bertolini ef al., 2002a). Posteriormente, esta
técnica foi adaptada a um ensaio de Multiplex-nested RT-PCR que permitiu a detecgéo
simultdnea de P. savastanoi e de quatro virus diferentes em isolamentos provenientes
de quinze cultivares (Bertolini et al., 2002b).

O estudo da diversidade gen6mica em populagdes de P. savastanoi pv. savastanoi
utilizando os ‘primers’ ERIC, BOX e REP na amplificagdo de sequéncias repetidas ao
longo do genoma foi efectuado em 360 estirpes obtidas a partir de 11 arvores de Olea
europaea provenientes de diferentes provincias italianas. A estrutura populacional das
estirpes foi determinada através de trés algoritmos hierarquicos, mostrando uma
elevada semelhanga entre os isolados. Verificou-se que os ‘primers’ REP revelaram o
maior poder discriminante e que vérios ‘fingerprints’ a partir do mesmo cultivar
persistiram ao longo de 2 anos de amostragem. A analise conjunta dos ‘fingerprints’
obtidos com os trés ‘primers’ utilizando o método de aglomeragdo UPGMA revelou 20
perfis a um nivel de 81% de semelhanga, sem agrupamento dos isolados.
Contrariamente, dados obtidos a partir da literatura demonstram um claro
agrupamento dos cultivares. Parece portanto que o hospedeiro e o patogéneo n&o co-
especiaram. A estreita adaptagdo da bactéria a oliveira deve representar um fenémeno
de associagdo por colonizagdo (Scortichini et al., 2004),
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3. Objectivos e plano estrutural do trabalho realizado

Neste estudo utilizou-se uma abordagem polifasica na caracterizagdo dos isolados
obtidos a partir da recolha de nédulos de oliveira, do seguinte modo:

o Caracterizagdo fenotipica dos isolados através de coloragdo de Gram,
detecgdo de actividade das enzimas catalase, oxidase e L-aminopeptidase, e
testes bioquimicos.

e Pesquisa da produgdo in vitro de acido indolacético (IAA) pelos isolados
utilizando uma técnica colorimétrica.

¢ |dentificag@o dos isolados ao nivel de género por PCR-RFLPs do rDNA 16S.
¢ |dentificagdo dos isolados ao nivel de espécie por PCR-RFLPs do gene iaaL.
o |dentificagdo e confirmagéo dos isolados por Nested-PCR do gene iaal.

* Avaliagdo da diversidade genémica dos isolados de P. savastanoi por BOX-
PCR, ERIC-PCR e REP-PCR.

e Sequenciagdo da regido rDNA 16S de alguns isolados identificados como
P. savastanoi e construgdo de uma arvore filogenética.

Esquema representativo do plano estrutural do trabalho realizado:

lsglages

CultUralenymeio
Pseudomonas Agark

BCR-RFLPsH
genejiad
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Nos estudos fenotipicos e moleculares realizados, incluiram-se nove estirpes tipo e
seis estirpes de referéncia referidas na Tabela 3.

Tabela 3. Estirpes tipo e de referéncia utilizadas nos testes

fenotipicos e moleculares.

Estirpe Origem
Pseudomonas savastanoi ' CECT 93
Pseudomonas savastanoi® DSMZ 50298"
Pseudomonas savastanoi® NCPB 2327

Pseudomonas syringae pv. syringae CFBP 2556

Pseudomonas syringae pv. glycinea NCPPB 24117
Pseudomonas syringae pv. fomato CFPB 22127

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum  CFBP 23517

Pseudomonas aeruginosa CECT 110"
Pseudomonas fluorescens CECT 3787
Pseudomonas putida CECT 324"
Pseudomonas stutzeri CECT 930"
Pseudomonas sp. FCUL
Pantoea agglomerans U. Evora
Erwinia toletana U. Evora
Escherichia coli ATCC 861

! Isolada de oleandro; % ®Isoladas de oliveira.

1. Isolamento de P. savastanoi através da recolha e processamento de nédulos

de arvores sintomaticas

A recolha de nédulos das variedades de Olea europaea L. Galega Vulgar (GV),
Cordovil de Serpa (CS) e Verdeal Alentejana (VA) foi efectuada no Alentejo, em varias

herdades, nas regides de Moura, Reguengos e Serpa (Tabela 4).
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Tabela 4. Relag&o entre a origem de recolha das amostras e o nimero de colonias isoladas.

Regido Herdade N° total N®  N° NP Ne
dearvores CS GV VA Colonias isoladas

Sampaio Novo (SN) 5 4 1 - 10
Moura

Pinta Barris (PB) 8 7 1 - 30

Falcoeira (HF) 2 - 2 - 3

Reguengos

Estrada (HE) 3 - 3 - 5

Monte Gato (MG) 2 - 2 - 4

Serpa Sso Domingos (SD) 11 5 4 2 35
Brinches (B) 15 5 5 5 40
Total 62 26 24 12 169

O isolamento de bactérias totais a partir dos n6dulos de oliveira foi efectuado através
de uma adaptagdo do método de Alvarez et al. (1998) e o nimero de col6nias isoladas

relativamente a origem de recolha encontra-se referida na Tabela 4.

Para cada arvore seleccionaram-se varios noédulos de diferentes dimensdes, que
foram lavados com etanol a 70% e secos em papel absorvente. A seguir procedeu-se
a uma lavagem com 150 ml de H,O destilada estéril, com agitagdo, durante 30 min a
28°C. Os noédulos foram cortados em porgdes com menor dimensdo possivel em
condigbes de assépsia e transferidos para um tubo com 5 ml de H,O destilada. As
suspensdes bacterianas foram obtidas apos agitagdo vigorosa durante 5 min. A partir
das suspensoes, fizeram-se diluiges 107, 102 e 10® e inoculou-se 100 pl de cada
uma das diluigbes em meio s6lido Pseudomonas Agar P (Merk). A incubagéo foi
efectuada numa estufa a 28°C.

Apbs crescimento, seleccionaram-se todas as col6nias representantes dos diferentes
tipos de morfologia obtidas a partir da diluigdo 10, As colénias seleccionadas foram
purificadas recorrendo a repicagens sucessivas por riscado a partir de uma col6nia
isolada, no mesmo meio de cultura, e mantendo as condi¢des de incubagéo.
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2. Caracterizagao fenotipica

Todas as col6nias isoladas foram submetidas a um conjunto de testes fenotipicos que
permitem a identificagdo a nivel do género Pseudomonas.

Para determinagdo do tipo de reacgdo de Gram, observagdo da morfologia e para
detecgdo das actividades da catalase e oxidase, recorreu-se a métodos correntemente
utilizados em Bacteriologia e que se encontram descritos em diversos manuais de
laboratério (ver como exemplo Gerhardt et al., 1981).

O procedimento experimental de detecgdo da enzima L-alanina aminopeptidase foi
realizado de acordo com as instrugbes do fabricante (Bactident Aminopeptidase,
Merck).

Para a pesquisa de produgdo de pigmentos fluorescentes foram utilizados os meios de
cultura comerciais Pseudomonas Agar F (Merck) e Pseudomonas Agar P (Merck). A
inoculagdo e observagdo das placas foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante.

3. Caracterizagao bioquimica

Para caracterizagdo bioquimica foi seleccionado aleatoriamente um conjunto de
isolados. Utilizaram-se as galerias APl 20 NE (bioMérieux) e testes bioquimicos
incluidos nas galerias API 50 CH (bioMérieux), frequentemente utilizadas no estudo de
Pseudomonas isoladas de diferentes hospedeiros. Estes Ultimos testes foram
preparados no laboratério, tal como descrito seguidamente.

O sistema Api 20 NE é um micro-método que permite a identificagéo de bastonetes
Gram-negativos, ndo fastidiosos e que ndo pertengam a familia Enterobacteriaceae. A
inoculagdo das estirpes escolhidas bem como os resultados da leitura da galeria foram
efectuadas de acordo com as instrugdes do fabricante (bioMérieux).

Para os testes incluidos nas galerias APl 50 CH utilizaram-se caixas com 24 pogos
(‘NUNC’ TC24), em substituigdo das galerias APl 50 CH. Preparou-se meio base (0,3
g / L de extracto de levedura, 1 g / L de (NH3):HPO,, 0,2 g/ L de KCI, 0,2 g/ L de
MgSO, e 7 g / L de agar), com o indicador de pH puarpura de bromocresol 0,04%. A
partir do meio base foram preparados diferentes meios suplementados com fontes de
carbono a 0,5% (adonitol, arabinose, celobiose, citrato, eritrose, frutose, fucose,
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galactose, glucose, glicerol, inositol, manitol, manose, melobiose, rafinose, ramnose,
ribose, sacarose, sorbose, sorbitol, trealose, turanose e xilanose). Distribuiu-se 1 ml de
cada meio suplementado por cada um dos pogos da caixa ‘NUNC’ TC24. Preparou-se
uma suspensao de bactérias em soro fisioloégico correspondendo aproximadamente ao
valor 2 da escala de MacFarland (bioMérieux), e inoculou-se 10 ul da suspenséo de
células em cada um dos pogos. Procedeu-se a leitura dos resuitados apds 24 horas de
incubagdo a 28°C, por registo de alteragdo de cor apresentada pelo indicador de pH
dos meios e por comparagdo com os mesmos meios de cultura ndo inoculados.

Todos os isolados identificados como pertencendo ao género Pseudomonas e
potenciais membros da espécie P. savastanoi foram conservados em meio BHI

contendo 20% de glicerol a — 70°C.

4. Produgio de Acido Indolacético (IAA)

A pesquisa da produgao de IAA in vitro foi efectuada a partir de um grupo de isolados
seleccionados aleatoriamente, utilizando uma adaptagdo do método descrito por
Almonacid et al., (2000). Para tal repicou-se uma colénia de cultura para um tubo
contendo meio liquido BHI (Biokar Diagnostics) suplementado com 0,2% de L-
triptofano. A incubagéo foi feita a 28°C com agitagdo, durante 24 horas. As células
foram centrifugadas a 4000 g durante 10 min e o sobrenadante recolhido para um tubo
de ensaio de vidro com tampa. Misturou-se 1 ml de sobrenadante com 2 ml de
reagente Van Urk Salkowski (FeCI3 0,5 M e 35% de HCIO, em H;0). Apds 25 min, a
leitura da densidade 6ptica foi efectuada por espectrofotometria (Unicam 8700 UV/vis
Philips) a 530 nm e a concentragdo de IAA produzido estimada a partir de uma curva

padrdo de |AA onde se incluiram os pontos 10 pg/ml, 50 pg/ml, 200 pg/ml e 300 pg/mi.

5. Extracgdo de DNA
5.1. Extracgdo de DNA total
5.1.1. Método do tiocianato de guanidina

A extracgdo de DNA de todos os isolados foi feita a partir de crescimento em meio

liquido, utilizando uma adaptagdo do método de Pitcher ef al. (1989).
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Para cada isolado inocularam-se 50 pl de cultura em 4 ml de BHI e incubou-se a 28°C
com agitagéo, ‘overnight. Centrifugaram-se as células a 6000 g durante 10 min.
Desprezou-se o sobrenadante e suspendeu-se o ‘pellet’ em 1 ml de TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM). Adicionou-se 500 pl de reagente GES (Tocianato de guanidina 5 M,
EDTA 100 mM, Sarcosil 0,5% viv), agitou-se por inversdo e colocou-se em gelo 5-10
min, verificando a eficacia da lise através da obtengdo de uma solugéo transparente.
Adicionaram-se 250 pl de NH,Ac 10 M frio, colocou-se em gelo 10 min e adicionou-se
1 ml da mistura cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), misturando por inverséo.
Centrifugou-se a 18000 g durante 10 min e recuperou-se o sobrenadante, tendo o
cuidado de ndo arrastar a interfase. Para precipitar o DNA adicionou-se igual volume
de isopropanol frio, misturou-se por inverséo e enrolaram-se os novelos de &cidos
nucleicos com uma ansa, mergulhando-os num eppendorf contendo etanol a 70%. Nas
amostras em que ndo se observou a formagdo de novelos centrifugou-se o
sobrenadante a 18000 g, 10 min e lavou-se ‘pellet com 1 ml de etanol a 70%,
descartando o sobrenadante ap6s centrifugagdo. Ap6és 5-10 min de secagem,
solubilizaram-se os acidos nucleicos em 500 yl de TE com RNase (50 pg/ml) e
incubou-se num banho a 37°C, durante 30 min. Efectuou-se outra purificagéo,
adicionando 500 ul de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), misturando por inverséo e
centrifugando a 18000 g durante 10 min. Ao sobrenadante adicionou-se 1/10 do
volume de acetato de sédio (NaAC) 3M frio (pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol absoluto
frio, misturando por inversdo. Centrifugou-se a 18000 g e procedeu-se a solubilizagéo
do DNA em 100 pul de TE. Procedeu-se a quantificagdo do DNA por fotometria
(UV1101 Biotech Photometer) através da leitura a 260 e 280 nm. O calculo da
concentragdo de DNA foi feito através da seguinte férmula:

[DNA] (ng/pl) = (A260 x 50 x volume total) / volume DNA

5.1.2. Método de fervura

A extracgdo de DNA de todos os isolados foi feita utilizando o método adaptado de
Sambrook et al. (2001).

Inocularam-se os isolados em meio BHI soélido e varias colonias de células foram
resuspensas em 100 ul de H,O. Incubou-se a cultura a 100°C durante 10 min ate
observagéo de lise total, verificada através da clarificagéo da suspenséo. Perfez-se o

volume a 500 pl com TE, ao qual se adicionaram 500 pl de fenol:cloroférmio:alcool
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isoamilico (25:24:1), homogenizando por inversdo. Para recolha do DNA centrifugou-
se a 18000 g, 5 min e recolheu-se a fase aquosa. Para precipitar o DNA adicionou-se
1/10 do volume de acetato de potassio (KAc) 3M e 1 volume de isopropanol, misturou-
se por inversédo e incubou-se 5 min & temperatura ambiente. Centrifugou-se a 18000 g
durante 5 min e lavou-se o ‘pellet com 1 ml de etanol a 70%. Descartou-se o
sobrenadante, secou-se o ‘pellet’ numa estufa a 60°C durante 5 min e ressuspendeu-
se em 50-100 pl de TE.

5.2. Extracgdo de DNA plasmidico

A extracgdo de DNA plasmidico de todos os isolados foi feita a partir de crescimento
em meio liquido, utilizando o método adaptado de Sambrok & Russel (2001).

As culturas foram obtidas por inoculagéo dos isolados, a partir de meio sélido, em 4 ml
de meio BHI e incubou-se a 28°C com agitagdo, ‘overnight. As células foram
recolhidas por centrifugagéo a 18000 g durante 5 min. Lavaram-se as células com 1 ml
de TE e transferiram-se para um tubo eppendorf. Para lisar as células centrifugou-se a
18000 g durante 5 min, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o ‘pellet’ em
100 pl de Solugdo Alcalina | (Glucose 50 mM, Tris 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8),
agitando vigorosamente. Adicionaram-se 200 ul de Solug&o Alcalina [l (NaOH 0,2 N,
SDS 0,02%), diluida no momento a partir da solugéo stock, misturou-se por inverséo e
colocou-se em gelo 5 min. Adicionaram-se 150 ul de Solugéo Alcalina Ill (KAc 5 M,
acido acético glacial 11,5%), misturou-se por inverséo e colocou-se em gelo 5 min.
Para para precipitagdo do DNA plasmidico centrifugou-se o lisado a 18000 g durante 5
min e recolheu-se o sobrenadante. Para purificagdo do DNA obtido adicionou-se igual
volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), misturou-se por inversdo
vérias vezes, centrifugou-se novamente a 18000 g durante 2 min e recolheu-se o
sobrenadante. Adicionaram-se 2 volumes de etanol absoluto & temperatura ambiente,
misturando por inverso e deixou-se o DNA precipitar durante 2 min. Centrifugou-se a
18000 g durante 5 min e adicionou-se 1 ml de etanol 70% frio ao ‘pellet’, misturando
por inversdo. Centrifugou-se novamente a 18000 g durante 2 min, descartou-se o
sobrenadante e secou-se o ‘pellet’ a 65°C cerca de 10 min. Ressuspendeu-se o ‘pellet’
em 50 pl de TE com RNase (50 pg/ml) e conservou-se a -20°C.
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6. Identificagdo a nivel de género por PCR-RFLPs do rDNA 16S

Foi utilizada a técnica PCR-RFLPs adaptada de Widmer et al. (1998) recorrendo aos
‘primers’  universais: pA (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e pH (5-
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') (Massol-Deya ef al., 1995) e a enzima de restrigéo
de corte frequente Haelll.

6.1. PCR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacg¢édo de 50 ul, com 200 ng
de DNA, Tampéo de PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada

‘primer’ e 1 U de Taq Polimerase (Invitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de 6leo mineral e procedeu-se a reacgéo
de amplificagdo num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificagdo: um periodo de desnaturagdo de 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 56°C e 2 min a 72°C, e um periodo
final de extensdo de 5 min a 72°C.

6.2. Observagao dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 1% (Invitrogen) em tampéo 0,5X TBE (Invitrogen).
Aplicaram-se no gel 10 ul de cada reacgdo de PCR, ap6s adigdo de 2 pl de 10X
corante azul de bromofenol (Takara), e 5 ul de marcador de massa molecular 1 Kb
Plus (Invitrogen). Procedeu-se a electroforese em tampdo 0,5X TBE a 90 volts,
durante 2 h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etidio (2 pg/mi) e a
imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

6.3. RFLPs

Procedeu-se a digestdo de uma aliquota de DNA amplificado, num volume final de
reacgéo de 25 pl, com 10 pl de DNA amplificado, 1x Tamp&do de restricdo e 2 U de
Haelll (Takara). Incubou-se a reacgédo de digestdo numa estufa a 37°C, durante 3 h.

6.4. Observagdo dos produtos de RFLPs por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 2,5% (Invitrogen) em tampédo 0,5X TBE (Invitrogen).
Aplicaram-se no gel 25 pl de cada reacgdo de PCR, ap6s adigdo de 2 pl de 10X
corante azul de bromofenol (Takara), e 5 yl de marcador de massa molecular 100 bp
(Invitrogen). Procedeu-se a electroforese em tampéo 0,5X TBE a 90 volts, durante 2 h.
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Posteriormente o gel foi corado com brometo de etidio (2 pg/ml) e a imagem
digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

7. Identificag&o a nivel de espécie por PCR-RFLPs do gene iaal

Para amplificagdo do gene jaal e restrigdo do produto amplificado recorreu-se a uma
adaptagdo do método de Penyalver et al. (2000), utilizando os ‘primers’ especificos
IAAL F (5-GGCACCAGCGGCACC-3’) e IAAL R (5-CGCCCTCGGAACTGCGATAC-
3') e a enzima de restrigdo de corte frequente Haelll.

71.PCR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacgéo de 50 ul, com 200 ng
de DNA, Tampéo de PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 0,6 uM de cada
‘primer’ e 1,5 U de Tagq Polimerase (Invitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de 6leo mineral e procedeu-se a reacgéo
de amplificagdo num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificagéo: um periodo de desnaturagdo de 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 62°C e 1 min a 72°C, e um periodo
final de extenséo de 5 min a 72°C.

7.2. Observagéo dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 1% (Invitrogen) em tampéo 0,5X TBE (Invitrogen).
Aplicaram-se no gel 10 pl de cada reacgéo de PCR, apds adigdo de 2 ul de 10X
corante azul de bromofenol (Takara), € 5 yul de marcador de massa molecular 1 Kb
Plus (Invitrogen). Procedeu-se a electroforese em tampdo 0,5X TBE a 90 volts,
durante 1 h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etidio (2 pg/ml) e a
imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

7.3. RFLPs

Procedeu-se a digestdo de uma aliquota de DNA amplificado, num volume final de
reacgdo de 25 ul, com 5 yl de DNA amplificado, 1x Tamp&o de restrigdo e 1 U de
Haelll (Takara). Incubou-se a reacgéo de digestdo numa estufa a 37°C, ‘overnight'.
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7.4. Observagéo dos produtos de RFLPs por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 2% (Invitrogen) em tampé&o 0,5X TBE (Invitrogen).
Aplicaram-se no gel 25 pl de cada reacgdo de PCR, ap6s adigdo de 2 pl de 10X
corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 100 bp
(Invitrogen). Procedeu-se a electroforese em tampao 0,5X TBE a 90 volts, durante 2 h.
Posteriormente o gel foi corado com brometo de etidio (2 pg/ml) e a imagem
digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

8. Identificacdo e confirmagio dos isolados por Nested-PCR do gene jiaal

Recorreu-se a re-amplificagido de DNA proveniente do produto de PCR do gene /iaal
referido no ponto 6.1. através de Nested-PCR, adaptado de Bertolini et al. (2003).
Utilizaram-se os ‘primers’ internos especificos definidos por estes autores, IAAL N1 (5'-
CTCCCTCTCCAACGTCTT-3') e IAAL N2 (5'-GCCTGATTTTCTTCTG-3'), em isclados
confirmados como sendo P. savastanoi e em todos os isolados para as quais ndo se
tinha obtido produto de amplificagéo.

8.1. PCR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacgédo de 50 pl, com DNA
amplificado (diluigdo 1:10) no ponto 6.1., Tamp&o de PCR 1X, MgCl; 1,5 mM, 200 yM
de cada dNTP, 0,6 uM de cada ‘primer’ e 1,5 U de Taq Polimerase (Invitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de 6leo mineral e procedeu-se a reacgéo
de amplificagdo num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificagdo: um periodo de desnaturagéo de 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 52°C e 1 min a 72°C, e um periodo
final de extens&o de 5 min a 72°C.

8.2. Observagio dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose

Procedeu-se a electroforese em gel de agarose tal como referido no ponto 7.2.
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9. Avaliagdo da diversidade genémica de isolados de P. savastanoi por BOX-
PCR, ERIC-PCR e REP-PCR

A técnica PCR baseada na amplificagéo de sequéncias de DNA repetidas ao longo do
genoma, utilizando os ‘primers’: BOXA1R (5'-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3)),
ERIC2 (5'-AGTAAGTGACTGGGGTGAGC-3') (Feltman et al., 2001) e REP2 (5'-
ICGICTTATCIGGCCTAC-3') (Louws et al, 1994), foi aplicada aos isolados de P.
savastanoi, de forma a obter perfis genémicos de ‘fingerprint’ com potencial
diferenciante a nivel intra-especifico.

9.1. PCR

Os volumes dos reagentes das reacgbes de PCR e o programa de amplificagéo
utilizados foram os mesmos para ERIC-PCR, BOX-PCR e REP-PCR, s6 variando o
‘primer’ em cada reacg¢do de amplificagéo.

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacgéo de 50 ul, com 100 ng
DNA, Tampéo de PCR 1X, MgCl, 4 mM, 200 uM de cada dNTP, 2 uM de ‘primer’ e 2,5
U de Taq Polimerase (Invitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de 6leo mineral e procedeu-se a reacgéo
de amplificagdo num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificagdo: um periodo de desnaturagdo de 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 45°C e 1 min a 72°C, e um periodo
final de extensdo de 10 min a 72°C.

9.2. Observagdo dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 1% (Invitrogen) em tampéo 0,5X TBE (Invitrogen).
Aplicaram-se no gel 10 yl de cada reacgdo de PCR, apés adigdo de 2 ul de 10X
corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pyl de marcador de massa molecular 1 Kb
Plus (Invitrogen). Procedeu-se a electroforese em tampao 0,5X TBE a 80 volts,
durante 3 h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etidio (2 ug/ml) e a
imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.
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10. Sequenciagdo do rDNA 16S de alguns isolados de P. savastanoi e
construcéo de uma arvore filogenética

Foram utilizados os isolados 2, 6, 7, 10, 37, 57, 60, 68, 85, 88, 92, 101, 128 ¢ 142 e a
estirpe de referéncia P. savastanoi CECT 93 para sequenciagdo de uma regiéo parcial
do rDNA 168S.

10.1. PCR

Os ‘primers’ universais pA (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (Massol-Deya et al.,
1995) e 907R (5-CCGTCAATTCCTTTRAGTT-3') (Muyzer et al., 1996) foram
utilizados na reacgéo de amplificagio por PCR de cada uma das estirpes.

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacgdo de 50 pl, com 200 ng
de DNA, Tamp&o de PCR 1X, MgCl, 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 0,5 UM de cada
‘primer’ e 1 U de Taq Polimerase (Invitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de 6leo mineral e procedeu-se reacgao
de amplificagdo num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificagio: um periodo de desnaturagdo de 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 50°C e 1 min a 72°C, e um periodo
final de extens&o de 5 min a 72°C.

10.2. Observagdo dos produtos de PCR por electroforese em gel de agarose
Procedeu-se a electroforese em gel de agarose tal como referido no ponto 7.2.
10.3. Purificagdo dos produtos de PCR

Utilizou-se o Kit ‘Jet Quick PCR Product Purification Spin Kit’ (Genomed), para
purificacéo dos produtos de PCR obtidos no ponto 10.1. de acordo com as instrucGes
do fabricante. Seguidamente procedeu-se a visualizagdo de uma aliquota de 5 ul da
reaccdo de PCR purificada por electroforese em gel de agarose tal como referido no
ponto 7.2.

10.4. Sequenciagéo

A sequenciagdo do produto de amplificagdo do rDNA 16S das estirpes referidas
anteriormente decorreu no “Laboratério de Sequenciagéo e Andlise de Fragmentos” do
Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia (ICAT), recorrendo a um sequenciador
automatico (CEQ-2000, Beckman). Utilizaram-se os ‘primers’ universais pPA e 907R
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referidos no ponto 9. O software SEQ 8000 foi utilizado para visualizagdo dos
electroferogramas, correcggo e alinhamento das sequéncias obtidas, dando origem a
uma sequéncia final corrigida, para cada uma das estirpes.

Foi analisada a homologia de cada uma das sequéncias obtidas através de
comparagdo com sequéncias disponiveis na base de dados GenBank, no site NCBI
(National Center for Biotechnoiogy Information), através de BLASTn (Atshul et al.,
1997).

10.5. Construgdo de uma arvore filogenética

A construgéo da arvore filogenética foi feita com base nas sequéncias de rDNA obtidas
no ponto 10.4 e em sequéncias de estirpes de referéncia disponiveis na base de
dados GenBank. O alinhamento das sequéncias foi feito utilizando o software
Clustal X. Os modelos de inferéncia filogenética ‘Neighbour Joining' e Maxima
Parcimé6nia foram aplicados no estudo das relagdes filogenéticas das estirpes
utilizando o software PAUP.
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1. Identificacéo a nivel de género através de testes fenotipicos

A recolha de nédulos das variedades Galega Vulgar (GV), Cordovil de Serpa (CS)e
Verdeal Alentejana (VA) de Olea europeia L. foi efectuada no Alentejo, em sete
herdades, nas regi6es de Moura, Reguengos e Serpa. Em todas as herdades onde se
fez recolha de amostras foi possivel constatar que o nimero de arvores sintomaticas
da variedade ‘Galega Vulgar' era sempre muito inferior relativamente as variedades
‘Cordovil de Serpa’ e ‘Verdeal Alentejana’.

E de extrema importancia que os nbédulos sejam jovens, sendo a melhor altura do ano
para a sua recolha o inicio da Primavera ou do Outono. N6dulos mais velhos sdo
geralmente invadidos por bactérias oportunistas que se conseguem desenvolver de
uma forma mais rapida, tornando o reconhecimento do patogéneo mais dificil.

As pseudomonas patogénicas existem como populagdes homogéneas, em plantas
com lesGes jovens o que torna o seu isolamento em cultura um processo relativamente
simples. Contudo, algumas formam agregados devido a produg&io de polissacaridos,
dificeis de dispersar, constituindo um entrave ao seu isolamento em meio sélido.

Apbs processamento dos nédulos, crescimento em placa e purificagdo das culturas,
todos os isolados foram submetidos aos seguintes testes fenotipicos basicos:

- Coloragéo Gram: permite separar as bactérias em dois grupos, Gram-positivas e
Gram-negativas, uma vez que estas diferem no tipo de parede celular. A parede da
maioria das bactérias Gram-positivas é uma camada espessa de peptidoglicano
enquanto que a parede das Gram-negativas é composta por uma fina camada de
peptidoglicano rodeada por uma camada externa de proteinas e lipopolissacaridos;

- Detecgéo de actividade da enzima catalase: a acumulagéo de per6xido de hidrogénio
e, em alguns casos, superoxido extremamente téxico produzidos durante a
respiracéo aerobia, por degradagdo de carbohidratos para produgdo de energia,
pode resultar em morte celular, a menos que o microrganismo que as produz seja
capaz de as degradar enzimaticamente. Microrganismos capazes de produzir
catalase rapidamente degradam estes compostos téxicos. Por outro lado, a
incapacidade de degradagdo destes compostos por microrganismos anaerébios
estritos, faz com que nédo sejam capazes de crescer na presenga de oxigénio.
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- Detecgdo de actividade da enzima oxidase: A enzima citocromo oxidase
desempenha um papel vital no sistema de transporte de electrdes durante a
respiragéo aerébia, catalisando a oxidag&o de um citocromo reduzido, resultando na
formagao de H,0 ou H,0.,.

- Detecgdo de actividade da enzima aminopeptidase: a L-alanina aminopeptidase é
uma enzima que se localiza no invélucro celular de bactérias e cuja actividade é
relevante praticamente exclusiva em microrganismos Gram-negativos. Esta enzima
degrada varios substratos com a consequente obtengio do aminoacido L-alanina.
Os resultados indicam haver uma correlagdo significativa entre o resultado deste

teste e o comportamento Gram dos microrganismos.

- Pesquisa de produgdo de pigmentos fluorescentes em Pseudomonas: utilizagdo do
meio de cultura Pseudomonas Agar P, que estimula a produgdo de piocianina e/ou
piorubina, reduzindo a formagdo de fluoresceina, e 0 meio de cultura Pseudomonas
Agar F que estimula a produgéo de fluoresceina, reduzindo a formagéo de piocianina
e/ou piorubina. A utilizagdo simultanea destes dois meios de cultura permite uma
rapida identificagéo preliminar da maior parte das espécies de Pseudomonas, uma
vez que algumas estirpes s6 sintetizam piocianina, outras fluoresceina, e em casos
raros, ambos os pigmentos em simuitaneo.

Com base nos resultados destes testes fenotipicos aplicados aos 169 isolados, 25
foram eliminados por serem Gram-positivos ou por ndo serem bastonetes e os
restantes 144 foram considerados como membros do género Pseudomonas. E de
salientar a diversidade morfol6gica no que diz respeito a cor e tamanho das col6nias
em meio sélido, bem como da dimens&o dos bastonetes apresentada pelos diferentes
isolados, através de observagdo microscdpica.

No que se refere a actividade das enzimas catalase e aminopeptidase obtiveram-se
100% de resultados positivos, o que esta de acordo com o esperado para P.
savastanoi. Relativamente a actividade da enzima oxidase, 73% revelaram-se
positivos. P. savastanoi ja foi considerada como patovar de P. syringae, sendo o teste
da oxidase positivo para esta espécie. Verificou-se assim, que os patovares glycinea,
morsprunorum, tomato e syringae das estirpes de referéncia de P. syringae incluidos
neste estudo s&o oxidase positivos. Ndo sera, por isso de estranhar que a maioria dos
isolados tenha dado resultados positivos em relagéo & actividade da enzima oxidase,
apontando contudo estes resultados para a existéncia de diversidade intra especifica.
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Relativamente & produgdo de fluorescéncia, apenas 10% dos isolados produzem
pigmentos em pelo menos um dos meios testados (Pseudomonas Agar F e
Pseudomonas Agar P). Contudo, a produgdo de pigmentos fluorescentes nio é um
critério determinante na identificacdo do género Pseudomonas. Todas as estirpes de
referéncia pertencentes a este género apresentam fluorescéncia em meio
Pseudomonas Agar F, e coloragdo salmdo em meio Pseudomonas Agar P, excepto as
estirpes de referéncia de P. savastanoi. No entanto a estirpe tipo de P. savastanoi
apresenta coloragdo salmdo em meio Pseudomonas Agar P, enquanto que as outras
duas estirpes de referéncia desta espécie ndo produzem pigmentos em nenhum dos
meios testados. Portanto, estes resultados levam a crer que os isolados que ndo
produzem pigmentos fluorescentes podem pertencer a P. savastanoi.

Os resultados fenotipicos para os 144 isolados considerados como pertencentes ao

género Pseudomonas encontram-se na Tabela A em anexo.

No que se refere a diversidade em P. savastanoi, lacobellis et al. (1993) verificaram
que o isolamento de estirpes de nodulos de oliveira, bem como do filoplano, deu
origem a culturas puras de bactérias com caracteristicas fenotipicas diferentes das
estirpes tipicas isoladas de oliveira, concluindo-se que esta espécie ndo é homogénea.
Foi também demonstrado por Ercolani (1993) que a maioria dos isolados de
P. savastanoi recolhidos de folhas em diferentes alturas do ano revelam baixos valores

de similaridade fenotipica.

2. Identificagdo a nivel de espécie através de testes bioquimicos

Os testes utilizados foram aplicados a 50 isolados seleccionados aleatoriamente, com
o objectivo de obter uma identificagdo a nivel de espécie e, simultaneamente, avaliar a
diversidade fenotipica.

O sistema API 20 NE (bioMerieux) € um micro-método de testes bioquimicos e de
assimilagdo que permite a identificagdo de bastonetes Gram-negativos, ndo
fastidiosos, que ndo pertengcam a familia Enterobacteriaceae, como é o caso das
bactérias do género Pseudomonas. Estes microrganismos sio ndo fermentativos e
aerbbios estritos.
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Dos 20 testes presentes nas galerias API 20 NE, apenas em dois testes os 50 isolados
apresentaram resultados idénticos, enquanto que para os restantes se obteve uma
variabilidade de resposta (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados das galerias APl 20NE (50 isolados).

Resultados
Testes galerias APl 20NE
(% positivos)
Oxidagdo da glucose 100
Assimilagdo de gluconato e malato
Redugdo de nitratos a nitritos
Assimilaggo de arabinose, manitol e manose 20
Presenga de 3-galactosidase
Assimilagdo de N-acetil-glucosamina e citrato 80
Hidrolise da esculina
Assimilagdo da maltose 50
Assimilagédo de adipato
Fermentag¢do da arginina 0

Produgdo de indole

Assimilagao de fenil-acetato

Hidrolise da ureia 10
Hidrélise da gelatina

Assimilagdo de carpato

Fermentagdo da glucose 20
Presenga de citocromo oxidase

De acordo com a tabela de resultados previstos (bioMérieux) para varias espécies do
género Pseudomonas, nomeadamente P. aeruginosa, P. fluorescens, P. mendocina,
P. putida e P. stutzeri, verifica-se que todas as espécies oxidam glucose (98-100%),
assimilam gluconato (98-100%), carpato (87-100%), malato (98-100%) e citrato (85-
100%), fermentam arginina (80-94%) e possuem citocromo oxidase (98-100%), e que
praticamente nenhuma (0-1%) produz indole, fermenta glucose, hidrolisa esculina e
possui B-galactosidase. Para os restantes testes obtém-se resultados muito variaveis
consoante a espécie. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos para as
estirpes de referéncia P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida e P. stutzeri incluidas
neste estudo.
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Os resultados obtidos relativamente aos isolados incluidos neste estudo utilizando as
galerias APl 20NE s&o concordantes com os resuitados referidos acima para oxidagao
da glucose, assimilagdo de gluconato, malato e citrato, produgdo de indole e
fermentagdo da glucose. No entanto, os testes de hidrolise da esculina, presenga de
R-galactosidase, assimilagdo de carpato, fermentagdo da arginina e presenga de
citocromo oxidase revelaram resuitados contrarios aos descritos.

Ja Alvarez et al. (1998) tinham descrito que, no caso de P. savastanoi, apenas 0s
testes de oxidagdo da glucose (+), fermentagdo da arginina (-), produg¢éo de indole (-),
fermentagdo da glucose, hidrélise da ureia (-) e presenga de RB-galactosidase (-)
originaram resultados homogéneos e concordantes com os previstos para outras
espécies do género Pseudomonas (bioMérieux). Excluindo o teste da fermentagéo da
arginina e da hidrélise da ureia, que originaram respectivamente 100% e 10% de
resultados positivos contrariamente ao esperado para as outras espécies do mesmo
género, este foi também o resultado obtido para os 50 isolados incluidos no presente
estudo e para a estirpe de referéncia P. savastanoi CECT 93.

Assim, pode-se assumir que os isolados utilizados neste estudo podem pertencer a
outra espécie de Pseudomonas, nao incluida nas galerias APl 20 NE. O resultado
obtido para a fermentagdo da arginina aproxima mais estes isolados de P. savastanoi.

Utilizaram-se testes de assimilagdo de fontes de carbono com base nas galerias API
50 CH, para os mesmos isolados, de forma a complementar os resultados obtidos até

ao momento.

Nos 24 testes de assimilagdo de fontes de carbono, com excepgdo da oxidagédo da
glucose, observou-se variabilidade de resposta no grupo dos 50 isolados analisados
(Tabela 6). No entanto, para testes comuns as galerias APl 20 NE os resultados
obtidos foram concordantes.
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Tabela 6. Resultados dos testes de assimilagZo de fontes de carbono (50 isolados).
Testes de assimilagdo de fontes de carbono Resultados

(% positivos)

Oxidagao da glucose 100
Assimilagéo de arabinose, galactose, manitol, manose e xilose 90
Assimilag&o de citrato 80
Assimilagdo de celobiose, ribose, sacarose, trealose e inositol 60
Assimilagdo de glicerol 50
Assimilagdo de adonitol, rafinose, sorbitol e turanose 0

Assimilagdo de sorbose 10
Assimilagdo de eritritol e melezitose 20

Fermentagdo da glucose

Assimilagdo de frutose, fucose e ramnose 40

O estudo realizado por Alvarez et al. (1998) para 160 estirpes de P. savastanoi,
referido anteriormente, mostrou que apenas 27 dos testes incluidos nas galerias API
50CH revelaram resultados concordantes para todas as estirpes. Os restantes
resultados variaram consoante a estirpe.

Neste estudo, dos doze testes em comum com os utilizados pelos autores, seis foram
concordantes, nomeadamente a assimilagdo de manose (+), glicerol (+), sorbose (-),
fucose (-), ramnose (-) e turanose (-). No entanto, quatro foram discordantes,
nomeadamente a assimilagdo de frutose (+), sorbose (-), celobiose (-) e fucose (-). Os
testes de assimilagdo de arabinose e xilose, para os quais se obteve no presente
estudo 90% de resultados positivos, estao incluidos nos testes descritos como sendo
muito heterogéneos.

Tendo em conta os testes comuns as galerias APl 20NE e aos testes de assimilagédo
de fontes de carbono, utilizados neste estudo, pode ainda verificar-se que existe
concordancia entre os dois para a oxidagdo da glucose, assimilagdo de arabinose,
citrato, manitol e manose e fermentagdo da glucose. Assim pdde-se confirmar a
homogeneidade destas caracteristicas fenotipicas nos isolados utilizados neste
estudo. A diversidade intra-especifica obtida relativamente a algumas das
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caracteristicas fenotipicas era esperada, tendo em conta que varios autores referem
estas variagbes dentro da espécie P. savastanoi. Alguns autores atribuem-nas a
factores ambientais (Ercolani, 1983), enquanto outros pensam tratar-se de diferentes
patovares (Young & Triggs, 1994).

Apesar de se ter verificado variabilidade nos testes bioquimicos utilizados, estes
constituem uma componente importante quando se pretende aplicar uma abordagem
polifasica.

Os testes fenotipicos classicos sdo relativamente morosos e os resultados que dai
advém, ainda que muitas vezes suficientes para identificar o género a que pertencem
os isolados, ndo sdo suficientes para identificar a espécie. Deste modo, torna-se
imprescindivel recorrer a testes moleculares.

3. Produgdo de acido indoleacético (IAA)

O envolvimento da fitohormona acido indoleacético (IAA) na patogenicidade foi ja
claramente demonstrada para a espécie P. savastanoi pv. savastanoi (Glickman et al.,
1998).

Atendendo ao facto de a producéo de acido indoleacético (IAA) por P. savastanoi estar
directamente associada com a capacidade de viruléncia desta bactéria e de a via de
sintese deste composto apresentar varias fung¢des incluindo a destoxificagdo de varios
compostos, capazes de inibir o seu crescimento, pesquisou-se a produgdo deste
composto in vitro.

O método utilizado permitiu quantificar a produgdo de IAA num conjunto de 44
isolados, aos quais também se aplicaram os testes bioquimicos referidos no ponto 2, e
comparar os niveis de produgéo relativamente as estirpes de referéncia P. savastanoi
DSMZ 50298" e P. savastanoi CECT 93.

Obtiveram-se diferentes niveis de produgdo de IAA, existindo no entanto um conjunto
de isolados para os quais o nivel de produgdo deste composto é proximo dos obtidos
para as estirpes de referéncia referidas. No entanto devido & heterogeneidade dos
valores obtidos optou-se por agrupar os restantes isolados em quatro grupos
(Figura 6).
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Figura 6: Producdo de IAA (ug/ml) em isolados obtidos a partir de noédulos de oliveira e em
estirpes de referéncia do género Pseudomonas.
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E de salientar que tanto para o isolado 9 como para as estirpes de referéncia P.
syringae pv. fomato, P. putida e P. aeruginosa ndo se detectou produgdo de IAA.
Almonacid et al (2000), utilizando a mesma técnica colorimétrica, detectaram
superprodugdo de IAA numa estirpe de referéncia de P. putida. Tendo em conta os
resultados obtidos por estes autores, os resultados negativos podem n&o significar
auséncia de produgdo, mas sim niveis inferiores aos limites do método nas condi¢bes
aplicadas.

Poder-se-ia partir do principio que todos os isolados para os quais se verificou a
produgédo de IAA pertencem a espécie P. savastanoi, uma vez que foram obtidos a
partir de nodulos de oliveira e sintetizam este composto. Neste ensaio verificou-se que
estirpes de referéncia, correspondentes a espécies que nao se encontram descritas
como sendo patogénicas para a oliveira, produzem IAA. P. savastanoi pv. savastanoi,
caracteriza-se por produzir |IAA através de uma via metabdlica exclusiva desta
espécie. Deste modo, seria necessario efectuar um ensaio adicional de forma a
determinar a via biossintética envolvida na sintese de IAA, tanto para estirpes de
referéncia como para os isolados estudados, para se poder correlacionar a produgéo
de IAA com P. savastanoi pv. savastanoi. No entanto, como néo se estudou a via pela
qual o composto é produzido e dado que outras espécies fitopatogénicas, como por
exemplo, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola e
Pseudomonas syringae também produzem IAA (Patten & Glick, 2000), os resultados
obtidos sdo indicativos e ndo determinantes a nivel de espécie. Pode-se observar
através do grafico da Figura 6, que trés patovares de referéncia de P. syringae
produzem IAA e ainda que as estirpes das espécies P. fluorescens, P. stutzeri e
Pseudomonas sp. também possuem capacidade de sintese do composto.

A andlise adicional efectuada com os resultados obtidos demonstrou ainda que nao
existe correlagdo entre os valores de produgdo de IAA relativamente a regido de

recolha das amostras ou as variedades das arvores de onde foi feita a amostragem.
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4. Identificagao a nivel de género por PCR-RFLPs do rDNA 16S

O gene de rRNA16S do operdo ribossomal é frequentemente utilizado em estudos
moleculares dado a sua sequéncia ser muito conservada intra-especificamente e, em
alguns casos, até a nivel de género. A analise das relagées filogenéticas do género
Pseudomonas e as reavaliagbes taxonomicas permitiram o agrupamento das
diferentes espécies em grupos de similaridade rRNA, baseadas em estudos de
hibridacdo rRNA/DNA. Deste modo, P. savastanoi inclui-se no grupo rRNA | tal como
P. aeruginosa, P. fluorescens P. putida, P. syringae e P. stutzeri, sendo consideradas
como membros de um grupo filogenético homogéneo.

O agrupamento dos isolados de acordo com a sequéncia do gene de rRNA 16S foi
testado por PCR-RFLPs. Widmer et al. (1998) utilizaram um protocolo de PCR-RFLPs
especifico para a amplificagdo de rDNA 16S, na detecgdo selectiva de Pseudomonas
(sensu strictu) em amostras ambientais, pertencentes ao grupo rRNA I. Este protocolo
pode também ser utilizado como um método rapido na identificagédo a nivel de género.
A amplificagdo baseia-se na utilizagdo de um par de ‘primers’ muito especificos
obtidos a partir da pesquisa de sequéncias disponiveis na base de dados ‘The
Ribossomal Database Project’ e digestdo do produto amplificado com a enzima de
restrigdo Haelll. Foi testada também a amplificagdo de rRNA 16S com ‘primers’
universais que produziram um fragmento de 1000 bp e digestdo dos produtos
amplificados com a enzima Haelll, originando um perfil de restricdo com trés
fragmentos, com massas moleculares de aproximadamente 650 bp, 200 bp e 150 bp,
para todas as espécies de Pseudomonas do grupo rRNA | testadas e distinto dos
perfis obtidos para espécies pertencentes a outro grupo de rRNA ou a outro género.

Dentro deste contexto, desenvolveu-se uma estratégia semelhante para tentar agrupar
os isolados e averiguar a sua inclusdo no grupo rRNA |. Pesquisaram-se na base de
dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) sequéncias de rRNA 16S
de algumas espécies de Pseudomonas, nomeadamente de todas as estirpes de
referéncia utilizadas. O estudo tedrico sobre a restrigdo destas sequéncias com a
enzima Haelll, utilizando o software WebCuter, permitiu concluir que os fragmentos de
682 bp, 220 bp e 171 bp, 163 bp e 145 bp serdo comuns para Pseudomonas spp. do
grupo rRNA |.

Ap6és amplificagdo do rDNA 16S das estirpes de referéncia P. aeruginosa,
P. fluorescens P. putida, P. savastanoi, P. syringae e P. stutzeri com ‘primers’
universais, obteve-se um fragmento com cerca 1500 bp. Para todas as estirpes
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referidas, a restrigdo do produto amplificado com a enzima Haelll deu origem ao perfil
caracteristico. Perante estes resultados, foi utilizada a mesma metodologia para 30
isolados tendo sido obtidos trés perfis diferentes e distintos do perfil | de referéncia
(Tabela 7). Na Figura 7 encontram-se representados exemplos para cada um dos
perfis de restricéo obtidos.

Tabela 7: Perfis de restrigdo do rDNA 16S obtidos para as estirpes de referéncia e isolados

testados.
Perfil de restrigdo Isolados
Dimensao dos fragmentos obtidos
rDNA 16S testados
I 680 bp, 220 bp e 170 bp, 160 bp, 145 bp *
i 320 bp, 220 bp, 200 bp, 170 bp, 160 bp 7,8, 18, 39,77,
85, 94, 108, 128
I 320 bp, 280 bp, 200 bp, 170 bp, 160 bp 1,12, 13, 28, 37,
40, 44, 50
v 320 bp, 280 bp, 180 bp, 160 bp 2,5,6,19, 22, 24,
34, 43, 46, 67, 68,
105, 112

* Perfil das estirpes de referéncia incluidas no estudo

Figura 7: Perfis de restrigdo do rDNA 16S.

M- Marcador molecular 100 bp (Invitrogene)
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A variabilidade intrinseca do gene de rRNA 16S obtida para a populagédo de isolados
em estudo é claramente superior & esperada para membros da mesma espécie, tendo
em conta que estirpes de referéncia de espécies diferentes apresentam
inclusivamente o mesmo perfil. Os polimorfismos detectados nos isolados testados
levam a considerar a hipétese de que estes podem pertencer a espécies ou géneros
diferentes. A utilizagdo desta metodologia apesar de agrupar os isolados, ndo permitiu
garantir que se trata de membros do grupo de similaridade de rRNA 1.

5. ldentificagdo a nivel de espécie por PCR-RFLPs do gene iaal

A amplificagdo e restricho do gene Jjaal permitem uma rapida identificagdo de
P. savastanoi, sendo discriminante relativamente a outras bactérias, uma vez que
baseia na amplificagdo de um gene muito conservado. Este gene apresenta uma
menor variabilidade intrinseca, atendendo ao facto de estar associado a
patogenicidade. A utilizagdo de ‘primers’ especificos origina um produto de
amplificagdo de 454 bp e o respectivo perfil de restricdo com a enzima Haelll origina
dois fragmentos de 279 br e 175 bp, caracteristicos desta espécie.

Dos 144 isolados previamente seleccionados através de caracterizagéo fenotipica,
apenas 20 foram inicialmente identificados como P. savastanoi aplicando esta
metodologia. Utilizou-se DNA total extraido pelo método adaptado de Pitcher et al.
(1989), através do qual se pode obter DNA com um elevado grau de pureza. No
entanto, e apesar das caracteristicas fenotipicas semelhantes, ndo se obteve produto
de amplificagéo para o gene iaal. nos restantes isolados.

Devido ao escasso numero de resultados positivos, foi testado um outro método mais
simples de extracgdo de DNA, adaptado de Sambrok et al. (1989). Este € um método
eficiente de extracgdo de DNA em bactérias Gram-negativas, ndo se obtendo no
entanto um DNA t&o intacto e puro como no método referido acima, mas aumentando
o rendimento da extracgdo. E ideal para aplicagdo de métodos rotineiros de biologia
molecular, como sendo a utilizagdo de técnicas baseadas em PCR. A amplificagdo do
gene jaal utilizando este método revelou ser mais eficaz, aumentando para 51 o

namero de resultados positivos.

Encontra-se descrito que o gene iaal tanto se pode localizar no cromossoma como
em plasmideos, dependendo do isolado e do hospedeiro que infecta. De acordo com
alguns autores, os genes responsaveis pela produgdo de IAA encontram-se
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organizados num operdo plasmidico em estirpes isoladas de oleandro, mas parecem
localizar-se no cromossoma no caso de estirpes isoladas de oliveira (Penyalver ef al,
2000; Glass & Kusage, 1988; Surico ef al, 1985).

Outros autores defendem a localizagdo estritamente plasmidica em ambos os casos
(Glickman et al, 1998; Comai & Kosuge, 1983). Ainda assim existem diferengas
significativas entre estirpes relativamente a dimensdo do plasmideo onde se
encontram os genes responsaveis pela produgdo de IAA. Em duas estirpes de
P. savastanoi, EW2009 e EW2015, isoladas de oleandro, os genes responsaveis pela
produgdo de IAA localizam-se no plasmideo plAA1 de 52 kb, enquanto que na estirpe
PB205, isolada de oliveira, estes genes se encontram no plasmideo plAA2 de 72 kb,
de acordo com Comai & Kosuge (1983).

Em bactérias, muitas vezes os genes associados a viruléncia encontram-se
preferencialmente em plasmideos e ndo no DNA genémico. Assim e dada a
controvérsia no que diz respeito a localizagdo dos genes responsaveis pela producdo
de IAA em isolados de oliveira e face ao baixo nimero de resultados positivos obtidos
na amplificagdo deste gene utilizando DNA total, procedeu-se a extracgdo de DNA
plasmidico, utilizando o método adaptado de Sambrok & Russel (2001). Este método
de extracgdo é bastante simples e eficaz, permitindo efectuar posteriormente testes
moleculares com resultados fiaveis.

Foi possivel, através da utilizagdo de DNA plasmidico amplificar o gene iaal em 26
isolados, dos quais 18 isolados ja tinham dado resuitado positivo utilizando DNA total e
8 isolados para os quais ndo se tinha ainda obtido produto de amplificagao.

Para alguns isolados, como resultado da amplificagdo, obteve-se ndo s6 o fragmento
caracteristico correspondente a 454 bp, mas também outros fragmentos. Estes
isolados nao foram considerados como membros pertencentes a esta espécie, tendo
em conta o estudo efectuado por Penyalver et al (2000). Para as estirpes de referéncia
P. savastanoi, P. aeruginosa, P. fluorescens e P. stutzeri foi obtido o fragmento de
amplificagdo caracteristico para P. savastanoi. Para a estirpe de referéncia P. putida,
para além do fragmento de dimens&o esperada, obteve-se um fragmento de dimenséo
superior. Na Figura 8 estdo representados exemplos dos produtos de amplificagédo
obtidos para alguns isolados e estirpes de referéncia.
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Il - Resultados e Discussao

Figura 8: Gel de amplificagdo do gene jaal.
M: Marcador 100 bp (Invitrogene);

| 1: P. savastanoi CECT 932;
- 2: isolado 6;
= 3: isolado 7;

- - - 4: isolado 37;

: isolado 60;
: P. aeruginosa CECT 110";

5
o it il Ml e el B T s - - 6
7: P. fluorescens CECT 378";
8
9

: P. putida CECT 324";
: P. stutzeri CECT 930"

Na analise de restricdo do gene iaal foram seleccionados todos os isolados e estirpes
de referéncia para as quais se obteve o fragmento de amplificagdo esperado. A
digestdo dos produtos amplificados com a enzima de restricdo Haelll, originou os dois
fragmentos de 279 bp e 175 bp, caracteristicos de P. savastanoi. A estirpe de
referéncia P. putida, segundo os estudos efectuados por Penyalver et al (2000),
deveria originar dois fragmentos de restricdo com 310 bp e 130 bp, perfeitamente
distintos do perfil de P. savastanoi. Contrariamente, neste estudo apesar ter havido
digestdao incompleta, P. putida apresenta o perfil de restricdo caracteristico de P.
savastanoi (Figura 9). O facto de em P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida e P.
stutzeri (Figuras 8 e 9) se terem observado os fragmentos de amplificag@o e restrigéo
esperados para P. savastanoi levanta a questdo da fiabilidade desta metodologia
enquanto método de identificagdo. No entanto como todos os isolados foram obtidos a
partir de nédulos de oliveira, sem divida locais de infecgdo que indicam a presencga de
P. savastanoi, esta questao podera ndo ser relevante.

Este ensaio resultou na obtengdo do perfil caracteristico de amplificag&o e restrigéo do
gene jaal para 63 isolados. Para 8 destes isolados, assumiu-se que a localizagdo do
gene seja exclusivamente plasmidica, dado que s6 se obtiveram resultados positivos
utilizando DNA plasmidico. Para 18 dos isolados, os resultados foram positivos quer a
partir de DNA total, quer a partir de DNA plasmidico. Dada a possibilidade de
contaminagdo do DNA total com DNA plasmidico, a localizagdo do gene nestes
isolados devera ser plasmidica. Para os restantes 27 isolados, para os quais s6 se
obtiveram resultados positivos utilizando DNA total, assumiu-se que a localizagdo do
gene & cromossomal. Estes resultados ndo revelam uma correlagdo entre a
localizagdo do gene iaal e o hospedeiro, tendo em conta que todos os isolados foram
obtidos de oliveira, nem tdo pouco que a localizagdo deste gene & cromossomal
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nestes isolados, como tem vindo a ser descrito por varios autores (Penyalver et al,
2000; Glass & Kusage, 1988; Surico et al, 1985).

Figura 9: Gel de restri¢cdo do gene iaal.
M: Marcador 100 bp (Invitrogene);

: P. savastanoi CECT 932;

: isolado 6;

:isolado 7;

: isolado 37,

: isolado 60;

: P. aeruginosa CECT 110";
: P. fluorescens CECT 378"
: P. putida CECT 324";

: P. stutzeri CECT 930"
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6. Identificagao e confirmagao dos isolados por Nested-PCR do gene iaal

A técnica Nested-PCR baseia-se na amplificagdo de uma sequéncia alvo, a partir de
um primeiro produto de PCR, através da utilizagdo de um conjunto de ‘primers’
internos que amplificam um fragmento de dimensao inferior. Esta técnica permite
aumentar o rendimento e a especificidade do produto esperado, bem como a

sensibilidade na sua deteccao.

Aplicou-se esta metodologia na identificagdo de isolados para os quais ndo se obteve
anteriormente produto de amplificagcdo para o gene iaal e na confirmagao de isolados

previamente identificados, utilizando DNA total e plasmidico.

Recorrendo a amplificagdo do gene iaal por Nested-PCR, obteve-se o fragmento
correspondente a 338 bp, caracteristico para P. savastanoi. Utilizando DNA total foi
possivel identificar 25 isolados e confirmar os resultados obtidos por PCR-RFLPs para
22 isolados. Utilizando DNA plasmidico foi possivel identificar 14 isolados e confirmar

os resultados obtidos por PCR-RFLPs para 26 isolados.

Segundo Penyalver et al. (2000), a sequéncia do gene jaal de P. savastanoi nao
apresenta homologia com nenhuma outra sequéncia disponivel nas bases de dados.
Através de estudos de hibridagao, Glickman et al. (1998) detectaram a presenca do

gene jaal em plasmideos de varios patovares de P. savastanoi e P. syringae, o que
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contraria os dados referidos acima e vai de encontro aos resultados obtidos neste
estudo para estirpes de referéncia de outras espécies, nomeadamente nos patovares

de P. syringae (Figura 10).
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Figura 10: Gel de amplificagdo do gene iaal com os ‘primers’ F/R e re-amplificagdo com os
‘primers’ N1/N2 em estirpes de referéncia. Para cada estirpe, as duas primeiras
'lanes' representam amplificagdo a partir de DNA total e as duas seguintes a partir
de DNA plasmidico. 1: Pantoea aglomerans. 2: Erwinia toletana; 3: P. savastanoi
CECT 93"; 4: P. savastanoi DSMZ 50298"; 5. P. savastanoi NCPB 2327; 6: P.
aeruginosa CECT 110"; 7: P. putida CECT 324; 8: P. stutzeri CECT 930'; 9: P.
fluorescens CECT 378"; 10: Pseudomonas sp.; 11: P. syringae pv. tomato CFBP
2212": 12: P. syringae pv. syringae CFBP 2556"; 13: P. syringae pv. glycinea
NCPPB 2411"; 14: P. syringae pv. morsprunorum CFBP 23517
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A presenca de outras espécies de Pseudomonas em simultaneo com P. savastanoi
em nodulos de oliveira ndo se encontra descrita. Contudo, esta jé referenciado que o
rapido desenvolvimento de bactérias saproéfitas ou oportunistas ocorre. E o caso de
Pantoea agglomerans e Erwinia toletana, com algumas caracteristicas fenotipicas
idénticas a Pseudomonas, que podem reduzir a eficiéncia de plaqueamento e
isolamento de P. savastanoi, mesmo utilizando meios semi-selectivos (Penyalver et al,
2000; Rojas et al, 2004).

Perante estes factos foram incluidas ainda neste estudo estirpes de referéncia de
Pantoea agglomerans e Erwinia toletana e os resultados positivos obtidos levantam
uma questdo preocupante relativamente a fiabilidade das identificagbes obtidas,
levantando a hipotese de que a técnica utilizada nédo é suficientemente discriminante

na identificagdo dos isolados.

Assim, face aos resultados obtidos e a falta de consenso entre diferentes autores,
foram seleccionados 87 isolados, identificados como presuntivamente P. savastanoi,

para serem submetidos posteriormente a testes moleculares.

Os resultados de PCR-RFLPs e Nested-PCR para todos os isolados considerados

como P. savastanoi encontram-se na Tabela B em anexo.

7. Avaliagdo da diversidade genoémica dos isolados de P. savastanoi por BOX-
PCR, ERIC-PCR e REP-PCR

Familias de pequenas sequéncias de DNA repetidas e muito conservadas encontram-
se distribuidas no genoma de varias espécies de bactérias, podendo ser utilizadas na
distingdo e classificagdo de estirpes de uma mesma espécie, gerando perfis de DNA
que funcionam como ‘fingerprints’ especificos. Estas sequéncias podem ser divididas
em trés familias, que ndo apresentam homologia significativa entre si. A primeira
familia engloba os elementos palindromicos repetitivos extragénicos (REP), a segunda
familia inclui as sequéncias do consenso intergénico repetitivo de enterobacteriaceas
(ERIC) e a terceira familia abrange os elementos BOX. As sequéncias REP, ERIC e
BOX desempenham um papel importante na organizacdo do genoma bacteriano e
esta organizagdo tende a ser moldada por fenémenos de selecgdo. A forma como
estas sequéncias se encontram dispersas no genoma pode ser indicativa dos

fendbmenos evolutivos que ocorreram (Louws et al., 1994).
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Os métodos de tipificagdo molecular utilizando sequéncias repetidas em genomas de
procariotas tém sido aplicados ao género Pseudomonas, tanto para identificagdo como
para diferenciagdo. Os estudos de variabilidade baseiam-se nos polimorfismos de
dimenséo existentes em determinadas regides do genoma, reflectidos pelos perfis de
bandas obtidos. As técnicas utilizadas baseiam-se na amplificagdo das diferentes
regides consenso repetidas ao longo do genoma, permitindo assim obter um ‘pool’ de
fragmentos que reflecte a sua variabilidade genética, permitindo avaliar a diversidade
de uma populagao dentro de uma espécie. E ainda possivel distinguir populagdes, que

nao sao distinguiveis por caracteristicas fenotipicas, metabdlicas e de patogenicidade.

A amplificacdo das sequéncias BOX, ERIC e REP por PCR dos isolados
presuntivamente identificados como P. savastanoi, teve como principal objectivo a
utilizagdo de uma técnica molecular simples, fiavel e eficaz que permitisse a defini¢céo
de ragas fisiologicas correlacionaveis com a variedade, a herdade e/ou a regido da
recolha das amostras, dada a dificuldade e complexidade na analise de resultados
quando se utilizam métodos baseados em caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e

testes de patogenicidade.

Analisando os perfis obtidos para 13 dos isolados identificados a priori como
P. savastanoi (Figura 11), verifica-se que em todas as técnicas se obtiveram perfis
com poucos fragmentos, o que parece revelar um baixo poder discriminante
intra-especifico. Tendo em conta que estdo representados no gel da Figura 10 os
mesmos isolados utilizando BOX, ERIC e REP-PCR, pode observar-se, por exemplo,
que as amostras de 1 a 6 apresentam perfis muito semelhantes aplicando as técnicas
BOX-PCR e REP-PCR e mais distintos através da técnica ERIC-PCR, acontecendo o
mesmo para as amostras 9 e 10. As amostras 7, 8, 12 e 13 apresentam perfis muito

semelhantes com qualquer uma das técnicas.
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Figura 11: Gel de amplificagdo por BOX-PCR, ERIC-PCR e REP-PCR (da esquerda para a direita).
M: Marcador 1 kb Plus (Invitrogene); 1 a 13, numero dos isolados identificados como

P. savastanoi.
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Contudo, aumentando a amostragem, verifica-se um maior poder discriminante destas

técnicas.

Utilizando o programa BioNumerics foram analisados os perfis de ‘fingerprinting’
obtidos para todos os isolados identificados como P. savastanoi. Os dendrogramas
construidos para cada uma das técnicas utilizando o coeficiente Pearson e o método
de aglomeragdo UPGMA (média aritmética ndo ponderada), revelam que é possivel

formar ‘clusters’ bem definidos.

Em cada uma das técnicas incluiram-se réplicas de isolados escolhidos
aleatoriamente, representando 10% da amostragem total. Para cada um dos isolados
foram efectuadas trés reacgbes de PCR independentes de forma a avaliar a
reprodutibilidade de cada técnica. A andlise dos trés dendrogramas correspondentes
as réplicas (10% da amostragem) permitiu determinar a reprodutibilidade de cada uma
das técnicas, ou seja, o valor de semelhanga médio, a partir do qual duas réplicas sao
consideradas iguais. Para BOX-PCR obtém-se 80,7%, para ERIC-PCR 70,5%, para
REP-PCR 76,5% e para as trés técnicas em conjunto 72,7%. Estabeleceu-se assim o
nivel médio minimo de 75% para a andlise dos ‘clusters’ formados em cada

dendrograma obtido.

A andlise dos dendrogramas individuais para cada técnica permitiu verificar se as
relacbes entre as estirpes de um determinado ‘cluster’ se mantém ou se alteram
quando é aplicada outra técnica de tipificagdo. Os dendrogramas obtidos a partir dos
perfis de BOX-PCR e ERIC-PCR revelaram que a maioria dos ‘clusters’ sdo coesos,
independentemente da técnica utilizada. Por outro lado, quando se aplica a técnica de
REP-PCR verificou-se uma maior dispersdo dos isolados no dendrograma obtido.
Deste modo pode concluir-se acerca do maior poder discriminante de REP-PCR
relativamente os isolados testados. N&o foram incluidos os perfis unicos, nao

agrupados em ‘clusters’.

Os perfis obtidos para as trés técnicas foram analisados em conjunto através de um
dendrograma global (Figura 12). Apesar de demonstrada a existéncia das sequéncias
repetidas BOX, ERIC e REP no genoma dos isolados testados, nao foi no entanto
possivel obter perfis caracteristicos para o estabelecimento de ragas fisiologicas

devido ao elevado potencial de diferenciagdo verificado.
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Figura 12: Dendrograma Global obtido a partir dos perfis de BOX-PCR, ERIC-PCR e REP-PCR.
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A partir de todos os dendrogramas obtidos, construiu-se uma tabela (Tabela 8) de
modo a resumir a analise efectuada para cada um deles, salientando o numero de
‘clusters’ formados, o nivel de semelhanga do agrupamento dos isolados nestes

‘clusters’, e aos isolados pertencentes a cada um deles.

Tabela 8. Andlise de dados relativa aos dendrogramas obtidos com énfase no numero de

‘clusters’ formados, nivel de semelhanca dos agrupamentos e isolados agrupados.

‘Clusters’ %
Dendrograma Isolados
(n° de isolados) semelhanca
BOX-PCR B1(2) 83,1 50, 132
(79 isolados) 76,8
B 11 (30) 36, 43, 133, 130, 127, 14, 22, 58, 62, 80, 82,
67, 68, 70, 101, 46, 57, 83, 15, 139, 116, 71,
96, 103, 105, 112, 124, 19, 32, 142
Bili{12) 752 13,1.6,2, 3,24, 73, 74, 88, 89, 91
BIV (5) 82,5 119, 121, 137, 49,5
55,
BV (2) 89,3 ;
P. syringae pv. morsprunorum CFBP 2351
B VI (2) 87,1 98, 123
P. savastanoi DSMZ 50298,
B VIl (2) 93,9
P. savastanoi NCPB 2327
B VIII (4) 83,8 18, 85, 31, 77
BIX (3) 88,3 108, 111, 94
B X (5) 80,9 7,8,9,39, 128
B XI (2) 92,6 61, 144
B XII (8) 76,6 47,64, 125, 126, 135, 37, 44, 40
B XIlI (2) 80,1 60, P. aeruginosa CECT 110"
“ERIC-PCR EI@Q) T . A
(65 isolados) E Il (2) 83 92,135
E 11 (9) 84,6 32, 58, 6, 116, 130, 49, 76, 127, 139
EIV(2) 81,7 62, 137
EV (6) 82,4 80, 133, 82, 14, 15, 142
E VI (7) 83,6 19, 24, 2, 70, 112, 101, 103
E VI (7) 82,7 57,83, 46, 71, 67, 68, 124
E VIII (4) 81,7 40,41, 96,73
E X (2) 84,7 47, 50
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EX(2) 94 125, 126
P. aeruginosa CECT 110',

B " P. syringae pv. syringae CFBP 2556"
E XII (6) 80,2 n T Sl
P. savastanoi NCPB 2327

E Xl (4) 89,4 55, 88, 54, 89
E XIV (4) 75,9 31, 128, 39, 60

E XV (5) 80,5 77, 85,94, 108, 111

REP-PCR  RI(2) 817 91,127
(56 isolados) RII(2) 75,4 67,135

R (2) 77,4 73,74
RIV (11) 76,2 116, 112, 103, 2, 3, 64, 96, 124, 43, 132,
RV (4) 78,7 36, 76, 32, 139

R VI (5) 79,1 80, 82, 49, 98, 123

R VII (8) 76,5 6, 5,13, 106, 70, 111, 24,9
R VIII (4) 76,4 68, 71, 57, 58

R IX (3) 75,7 54,137, 126

R X (2) 92,7 14, 28

R XI (2) 83,2 92, 144

R XII (3) 76,2 37, 44, 20

R XIII (3) 84,6 8,10,7
R XIV (3) 75,2 88, 89, 85

RXV (3) 70,6 60, P. savastanoi CECT 93, i

P. syringae pv. glycinea NCPPB 2411
R XVI (3) 84,5 34, 133,77
e P ST 5035
(23 isolados) g o P. savastanoi NCPB 2327

G (2 87,7 94,108

Gl (2) 95,6 7,8

GIV(2) 93,7 88, 89

GV (5) 77,4 70, 71, 57, 68, 58

G VI (4) 76,5 103, 112, 80, 82

G VI (4) 75,3 6, 2, 24, &

G VIl (4) 79,3 3. 52

GIX(2) 75,3 37, 44



NOTA: Os isolados a cores encontram-se no mesmo grupo, quando s&o aplicadas diferentes técnicas.

Verificou-se que o numero de ‘clusters’ obtidos para cada uma das técnicas foi
sensivelmente o mesmo (13 ‘clusters’ para BOX-PCR, 15 ‘clusters’ para ERIC-PCR e
16 ‘clusters’ para REP-PCR), variando no entanto o numero de representantes em
cada um dos grupos (entre 2 e 30). Relativamente aos grupos obtidos a partir do
dendrograma global, verificou-se que apesar de em todos se encontrarem isolados
que mantém uma relagdo entre si, outros isolados relacionados surgem noutro

‘cluster’.

Para avaliar a diversidade neste estudo, com base ndo s6 no numero isolados
presente em cada ‘cluster, mas também na propor¢do com que estes isolados se
distribuem pelos diferentes ‘clusters’, foram aplicados os indices de Shannon e de
Simpson a cada dendrograma. Neste caso o indice de Shannon mede a incerteza
associada a previsdo do ‘cluster’ a que um determinado isolado pertence, enquanto
que o indice de Simpson da um valor da probabilidade de dois isolados escolhidos
aleatoriamente pertencerem ao mesmo ‘cluster’. Os valores obtidos encontram-se na

tabela seguinte (Tabela 9).

Tabela 9. indices de diversidade obtidos para os quatro
dendrogramas construidos.

Dendrograma indice de Shannon indice de Simpson
BOX-PCR 0,8 0,8
ERIC-PCR 1,0 0,9
REP-PCR 0,9 0,9
GLOBAL 1,0 0,9

Através dos valores obtidos para os indices aplicados, verifica-se uma distribuicao
equitativa dos isolados pelos diferentes ‘clusters’ para todos os dendrogramas, uma
vez que tendem para o valor maximo (1) e, portanto, a existéncia de niveis elevados

de diversidade genomica intra-especifica.

Devido ao elevado indice de diversidade obtido para todos os dendrogramas né&o foi
possivel estabelecer correlagdo entre os isolados e a variedade de oliveira de onde

foram recolhidos, nem com a regido de origem.
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Il - Resullados e Discussac

De todos os ensaios realizados até este momento, é razoavel extrair duas conclusées:
em primeiro lugar existe uma grande incoeréncia nos métodos de identificagdo
propostos, o que nado permite assegurar a identificagdo dos isolados como P.
savastanoi, mas também ndo permite exclui-los; em segundo lugar, os isolados em
estudo, provenientes da mesma espécie de hospedeiro, apresentam uma grande

heterogeneidade fenotipica e genémica.

Apesar de se ter iniciado este estudo na convicgdo de estar a analisar uma colecgdo
de isolados de P. savastanoi, é legitimo considerar a possibilidade de ter na colecg¢éo
isolados de outras espécies, ou mesmo de outros géneros. Deste modo foram
seleccionados alguns representantes para aplicagdo de outros testes moleculares
elucidativos.

8. Sequenciagdo do rDNA 16S de alguns isolados e construgdo de uma arvore
filogenética

A anadlise dos resultados obtidos por PCR-RFLPs do rDNA 16S revelou existir
variabilidade ao nivel dos locais de restricdo reconhecidos pela enzima Haelll. Estes
resultados conduziram ao agrupamento dos isolados em trés grupos, correspondentes
a trés perfis de restricdo diferentes. Por outro lado, os resultados obtidos na
caracterizagdo fenética (fenotipica e gendémica) mostraram igualmente existir uma
elevada heterogeneidade na colecgdo dos isolados estudados. Assim, optou-se pela
sequenciagdo e analise das sequéncias do rDNA 16S, como método potencialmente
identificativo quer a nivel de género, quer a nivel de espécie.

A vasta colecgdo de sequéncias, actualmente disponiveis nas bases de dados para
estudos de homologia, faz da sequenciagdo uma das metodologias mais importantes,
fiaveis, expeditas e actuais. O gene de rRNA 16S, para além de ser um excelente
marcador molecular, encontra um elevado nimero de representantes nas bases de
dados de sequéncias procariotas, sendo escolhido por exceléncia para estudos de
identificagdo.

Assumindo que os isolados utilizados nos testes fenotipicos, de identificagdo e de
avaliagdo da diversidade genomica presuntivamente identificados como P. savastanoi,
de facto pertencem a esta espécie e dada a heterogeneidade fenética obtida,
procedeu-se a sequenciagdo parcial do rDNA 16S de 11 isolados de forma a tentar
elucidar os resultados obtidos até agora. Estes isolados foram escolhidos com base
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em caracteristicas fenotipicas, perfis de PCR-RFLPS 16S e distribuigdo nos ‘clusters’
obtidos por avaliagédo da diversidade genémica.

A andlise de homologia das sequéncias parciais do rDNA 16S alinhadas para cada um
dos 14 isolados, bem como da estirpe de referéncia P. savastanoi CECT 93, foi feita
através de BLASTn (Atshul et al., 1997), na base de dados GenBank, no site da NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Os resultados obtidos revelam que os
isolados, 2, 6, 10, 57, 68, 88, 101 e 142, pertencem a espécie Panfoea agglomerans,
os isolados 37 e 92 pertencem a espécie Pantoea oleae, os isolados 7, 85 e 128, a
espécie Erwinia toletana, sendo o isolado 60 o Unico identificado como Pseudomonas

savastanoi.

Os niveis de homologia determinados entre a sequéncia de cada isolado e a
sequéncia da espécie a que pertencem (Figura 13) foram obtidos a partir do
alinhamento com as sequéncias das estirpes de referéncia P. agglomerans ATCC
27155, P. oleae ATCC 33243, E. toletana ATCC 700880 e P. savastanoi pv.
savastanoi ATCC 1352", disponiveis na base de dados NCBI. Esta analise permitiu
verificar que os niveis de homologia entre as sequéncias dos isolados e as sequéncias
da espécie a que pertencem variam entre 98% e 99% em todos os casos, excepto
para os isolados 57 e 142 com 95% de homologia com P. agglomerans. Verifica-se
ainda que a homologia entre a sequéncia de P. savastanoi e as restantes espécies
pode variar entre 82 e 89%, e que relativamente a estas a maior homologia (94-98%)
se verifica entre P. agglomerans e E. toletana. Este resultado é coerente com o facto
de varias espécies de Erwinia terem sido reclassificadas e incluidas no género
Pantoea, com base em analises filogenéticas obtidas a partir de sequéncias de rDNA
16S (Rojas et al., 2004).

Com base na andlise dos resultados obtidos por sequenciagdo dos isolados,
procedeu-se a construgdo de uma arvore filogenética, onde se incluiram as estirpes de
referéncia utilizadas nesse estudo. Foram incluidas ainda estirpes de referéncia de
diferentes espécies, nomeadamente, P. aeruginosa CFBP 2466, P. fluorescens CFBP
2102, P. putida CFBP 2006, P. syringae pv. glycinea CFBP 2214, P. syringae pv.
morspronorum CFBP 2351, P. syringae pv. tomato CFBP 2212, P. syringae pv.
syringae CFBP 1392 e P. stutzeri CFBP 2443. A construgéo da arvore filogenética teve
como objectivo perceber as relagdes dos isolados com as espécies a que pertencem,
bem como as relagdes filogenéticas entre as diferentes espécies em estudo, tendo

sido utilizada Legionela pneumophila ATCC 33215 como ‘outgroup’.
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Figura 13: Esquema representativo da percentagem de homologia com base
em sequéncias rDNA 16S. (#: nimero de identificagéo do isoladdo)

Os métodos de inferéncia filogenética baseados na analise de DNA, RNA ou proteinas
permitem estudar a evolugdo e taxonomia dos organismos. Geralmente, as relagdes
filogenéticas entre os organismos sdo representadas sob a forma de arvore. Cada
arvore apresenta uma topologia caracteristica, representativa das relagGes
filogenéticas dos organismos em estudo e requer a existéncia de sequéncias
homoblogas suficientemente representativas para analise. No entanto, a arvore
filogenética originada pelas sequéncias de um determinado gene, ou familias de

genes, ndo representa obrigatoriamente & arvore filogenética dos taxa

correspondentes (Nei & Kumar, 2000).

Existem varios modelos estatisticos utilizados na construgdo de arvores filogenéticas,
sendo os mais comuns: (i) ‘Neighbour joining’ e (ii) Maxima parciménia (Nei & Kumar,
2000).
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(i) — Método de distancia - ‘Neighbour joining’

Neste método sdo calculadas as distancias para cada um dos pares de taxa. Apos
a junc¢éo de dois ‘neighbours’ (vizinhos), estes passam a constituir um faxa dnico,
sendo-lhe adicionado 0 mais préximo, e assim sucessivamente. A arvore é
construida por jungdo sucessiva dos vizinhos mais proximos. Sempre que houver
uma divergéncia na sequéncia, associada provavelmente a um fenémeno de
especiagdo, da-se uma bifurcagdo do ramo correspondente, que se designa por
nd. A confianga assumida em cada né pode ser verificada por um teste de
‘bootstrap’, de forma a verificar a verosimilhanga da arvore obtida.

(ii) — Método da maxima parciménia

Este método procura encontrar a arvore com a topologia mais parcimoniosa, que
seja compativel com o menor niimero de substituicées num determinado conjunto
de sequéncias, assumindo, no entanto, que qualquer substituicdo de base ou
aminoacido é possivel. O menor nimero de substituicdes que explicam o processo
evolutivo completo é escolhido, sendo o procedimento repetido para todas as

arvores que apresentem uma topologia correcta.

A analise da filogenia obtida com as sequéncias parciais do rDNA 16S dos isolados e
das sequéncias das estirpes de referéncia, utilizando o método de distancia ‘neighbour
joining’ (Figura 14), permitiu confirmar a identificagdo dos isolados sequenciados e,
consequentemente, determinar sua afiliagdo filogenética. Os isolados pertencentes a
cada uma das espécies dentro dos diferentes géneros ficam todos agrupados no
mesmo ramo filogenético. A arvore sem raiz construida agrupa o isolado de
P. savastanoi com todos os patovares de P. syringae e coloca as outras espécies de
Pseudomonas num outro grupo préximo. Do mesmo modo, os isolados de P. oleae
encontram-se todos no mesmo grupo, 0 mesmo se verificando para P. agglomerans e
E. toletana. Estas trés espécies relacionam-se filogeneticamente entre si, afastando-se
dos grupos formados pelas diferentes espécies de Pseudomonas. A relagdo mais
proxima entre P. agglomerans e E. toletana ja tinha sido prevista pela analise de
homologia, confirmando-se assim essa previsao.
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Com base na homologia das sequéncias parciais rDNA 16S dos isolados e das
estirpes de referéncia foi construida outra arvore filogenética (Figura 14) utilizando o
método da maxima parcimonia. A arvore obtida foi muito idéntica a arvore obtida com
o método de distancia ‘neighbour joining’. No entanto, como este método contabiliza o
menor numero de substituicdes que explicam o processo evolutivo completo, a
distancia dos ramos dos géneros envolvidos na analise anterior relativamente ao
‘outgroup’ L. pneumophila é indicativa dos fendmenos evolutivos que ocorreram até
agora. Assim sendo, P. agglomerans, P. oleae e E. toletana parecem ter sofrido uma
evolucdo mais rapida do que as espécies de Pseudomonas.

A identificacdo de 14 isolados por sequenciagdo do gene de rRNA16S, exceptuando o
isolado 60, contraria os resultados obtidos na identificagdo presuntiva dos isolados
como P. savastanoi por PCR-RFLPs e Nested-PCR. Tendo em conta estes resultados
e a diversidade fenética encontrada, procedeu-se a uma analise dos resultados
obtidos até entdo.

P.savastanol
P.syringae pv. glycinea
P.syringae pv. morsprunorum

P.syringae pv. fomato P. aeruginosa
P.syringae pv. syringae P. fluorescens
P.putida P. stutzerii

P. savastanoi CECT 93
60

E. toletana
7

85

128

L. pneumophila

P.agglomerans 88
2

6
10
57
€8

101
142

Figura 14: Arvore filogenética construida com base nas sequéncias parciais de rDNA 16S dos isolados e de
estirpes de referéncia da base de dados NCBI, utilizando o método de ‘neighbour joining'.
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9. Analise de resultados face a sequenciagao do gene rDNA 16S

Os resultados obtidos por sequenciagdo do gene do rDNA 16S de 14 isolados
permitiram fazer uma analise dos resultados obtidos por métodos utilizados

anteriormente.

Através da identificagdo fenotipica (referida no ponto 1) obtida para os isolados
sequenciados é possivel verificar que existem ndo so6 diferengas entre isolados que
pertencem a mesma espécie, mas também entre estes e a estirpe de referéncia da
espécie a que pertencem, excepto para os isolados identificados como P. oleae, para
0s quais nao foi incluida estirpe de referéncia (Tabela 10). Apesar da variabilidade
fenotipica obtida para as quatro espécies pertencentes a trés géneros distintos
(Pseudomonas, Pantoea e Erwinia), verifica-se que os testes das actividades das
enzimas catalase e aminopeptidase originam resultados positivos em todas elas. No
entanto, estes resultados sé permitem concluir que sdo microrganismos Gram-
negativos aerébios ou microaerofilicos. Como ja foi referido anteriormente, a
fluorescéncia nao serve como método de identificagdo e a actividade da enzima

oxidase varia consoante a espécie.

Tabela 10. Testes fenotipicos dos isolados identificados por sequenciagdo e das estirpes de referéncia a

que pertencem.

AMOSTRA TIPO CATALASE OXIDASE AMINOPEPTIDASE FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA
DE COLONIA MEIO F MEIO P
I’DDS\IT/IaZVaSSOfggg4 Branca pq 5 E 55 % salmao
60 SDVA4 prapeRes TR e e TR e R
P. agglomerans " v " ) P —
PB 35 GV1 Branca gd + + = -
6 SN3CS1 + - + - =
10 SN2 CS9 Branca pq + + +* salmao -
57 SD VA3 + + + - -
68 SD GV1 + + + - -
88 SD CS4 + + + = =
37 MGCSs1 + + + - -
92 SD CS5 + - + - =
E. toletana + + + - salmao
7 SN1CS1 Branca gd + - + - salméo
85 SDCS3 Branca med + - salméao
128 B CS3 Branca gd + salmao -
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No que se refere a restrigdo do produto do rDNA 16S amplificado por PCR (referido no
ponto 4) para identificagdo de Pseudomonas (sensu strictu), obtiveram-se trés perfis
para os isolados testados. No entanto todos eles diferentes entre si e distintos do perfil
obtido para as estirpes de referéncia. Tendo em conta os resultados da sequenciagéo
do rDNA 16S pode-se prever que o perfil Il corresponde a isolados de Erwinia toletana,
o perfil 1l a isolados de Pantoea oleae e o perfil IV a isolados de Pantoea
agglomerans, uma vez que cada perfil inclui isolados identificados por este método;
dois isolados do perfil I, um isolado do perfil lll e trés isolados do perfil V. Com base
nesta previsdo fez-se um estudo teérico de restrigdo das sequéncias de rDNA 16S das
estirpes de referéncia referidas no ponto 8, utilizando o software WebCuter (Tabela
11). Todas as sequéncias utilizadas entre 1105 e 1510 bp correspondem a dimensé&o
dos fragmentos amplificados para os isolados estudados.

Tabela 11. Perfis de restrigéo do gene rDNA 16S de estirpes de referéncia utilizadas no estudo

de sequenciag&o.
Perfil de restrigio Dimenséo
Estirpes de referéncia
rDNA 16S dos fragmentos obtidos

| 682 bp, 220 bp e 171 bp, 163 bp, 145 P. savastanoi pv. savastanoi

bp, 59 bp, 34 bp, 19 bp, 9 bp ATCC 1352"

I 317 bp, 219 bp, 180 bp, 160 bp, 136 Erwinia foletana
bp, 59 bp, 34 bp ATCC 700880

]| 317 bp, 278 bp, 204 bp, 180 bp, 167 Pantoea oleae
bp, 162 bp, 136 bp, 34 bp, 32 bp ATCC 33243

v 317 bp, 278 bp, 180 bp, 161 bp, 151 Pantoea agglomerans
bp, 137 bp, 35 bp, 34 bp ATCC 27155

Verifica-se deste modo que os perfis obtidos para os isolados encaixam nos perfis
obtidos para as estirpes de referéncia tendo em conta a gama de fragmentos entre os
682 bp e os 136 bp, uma vez que a resolugdo do gel utilizado ndo permitiu separar
correctamente fragmentos de dimens&o muito préxima, nem visualizar fragmentos de

menor dimenséo.

71



Il — Recsuliados & Discussao

Perante os resultados referidos é previsivel que os perfis obtidos permitam distinguir
estirpes pertencentes a estas espécies. Estes resultados s&o também esclarecedores
no que diz respeito & variabilidade encontrada nos isolados recorrendo a esta
metodologia.

A identificagdo e confirmagéo de P. savstanoi por PCR-RFLPs e Nested-PCR do gene
jaal (referida nos pontos 5 e 6) originaram resultados positivos para espécies
pertencentes a outros géneros, nomeadamente para todos os isolados identificados
por sequenciagdo. A falta de fiabilidade destas técnicas baseadas em PCR utilizadas
para identificagdo de P. savastanoi ficou assim demonstrada. Este fenémeno néo
deixa de ser curioso, dado que Penyalver et al., (2000) afirmam que a sequéncia do
gene iaal de P. savastanoi ndo apresenta homologia com nenhuma outra sequéncia
disponivel nas bases de dados.

Deste modo, ndo & surpreendente a variabilidade genomica obtida para todos os
isolados presuntivamente identificados como P. savastanoi (referida no ponto 7), tendo
em conta que foi feita a analise de variabilidade ndo de uma, mas de pelo menos
quatro espécies diferentes. Ainda assim, através da analise dos ‘clusters’ formados

para cada uma das técnicas, € possivel tirar alguma informacéo face a este aspecto.

A andlise do dendrograma de BOX-PCR revela que cinco dos sete isolados de
P. agglomerans se encontram no ‘cluster’ B Il, bem como quatro dos treze isolados
incluidos no perfil IV por PCR-RFLPS do rDNA 16S. Um outro ‘cluster’ muito proximo
deste inclui os outros dois isolados desta espécie e também trés dos oito isolados
incluidos no perfil 1l por PCR-RFLPS do rDNA 16S. Do mesmo modo, os dois isolados
de P. oleae estdo incluidos em ‘clusters’ préximos, nomeadamente nos ‘cluster’ B Xl e
B XII. Neste dltimo ‘cluster’ incluem-se também dois dos isolados incluidos no perfil 1ll
por PCR-RFLPS do rDNA 16S. Os trés isolados de E. foletana, bem como os nove
isolados incluidos no perfil Il por PCR-RFLPS do rDNA 16S, encontram-se em
‘clusters’ préximos, nomeadamente, B VIIl, B IXe B X.

A analise do dendrograma de ERIC-PCR originou resultados idénticos aos obtidos por
BOX-PCR. Os isolados de P. agglomerans encontram-se distribuidos pelos ‘clusters’ E
ll, E IV, EV, E VI, E VIl e E VIIl, bem como a maioria dos isolados incluidos no perfil
IV por PCR-RFLPS do rDNA 16S. Nos ‘clusters’ E | e E Il encontram-se dois isolados
de P. oleae, bem como dois dos isolados incluidos no perfil Ill por PCR-RFLPS do
rDNA 16S. Os trés isolados de E. toletana, bem como os nove isolados incluidos no
perfil Il por PCR-RFLPS do rDNA 16S, encontram-se em ‘clusters’ préximos,
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nomeadamente, E XIV e E XIV. No primeiro ‘cluster’ esta também unico isolado de
P. savastanoi.

A analise do dendrograma de REP-PCR revelou o maior poder discriminante desta
técnica relativamente a BOX-PCR e ERIC-PCR. Deste modo, os isolados das quatro
espécies encontram-se dispersos pelos varios ‘clusters’. No entanto, o isolado de P.
savastanoi encontra-se no ‘cluster’ R V juntamente com uma estirpe de referéncia
desta espécie, associado a um outro ‘cluster’ onde se encontram outras duas estirpes
de referéncia de P. savastanoi.

A analise do dendrograma global para as trés técnicas revela resultados semelhantes
a analise dos dendrogramas em separado. Os isolados de P. oleae ficam agrupados
em ‘clusters’ proximos, tal como acontece com os isolados P. agglomerans e de
E. toletana. O isolado de P. savastanoi, tal como as estirpes de referéncia desta

espécie, encontram-se num ‘cluster’ afastado dos restantes.

A abordagem polifasica aplicada neste estudo ndo permitiu identificar e caracterizar
isolados de P. savastanoi, contudo, permitiu compreender os resultados obtidos face a
identificagéo dos isolados por sequenciagéo.
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IV - Consideragées finais e Perspectivas

A importancia agroeconémica da Fitopatologia faz com que esta area de estudo seja
muito aliciante. A criagio de programas de melhoramento baseia-se nos mecanismos
de resisténcia das plantas face ao ataque por fitoparasitas e o conhecimento profundo
destes agentes é crucial para o delineamento da estratégia de melhoramento a ser
utilizada.

A co-evolugdo dos hospedeiros e dos seus patogéneos torna infrutiferos quaisquer
métodos ndo integrados, ou seja, que ndo consideram o patossistema como um todo
no processo de infecgdo. A introdugéo de culturas resistentes impulsionara os seus
fitoparasitas a uma rapida adaptagdo, tornando inviavel a médio/longo prazo a

aplicagéo desta estratégia de melhoramento.

A doenga dos nédulos da oliveira causada por Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi tem actualmente um grande impacto nesta cultura. Uma vez que Portugal &
um dos maiores produtores mundiais de azeite, o estudo desta doenga é de extrema
importancia, bem como o desenvolvimento de estratégias que permitam manter e
melhorar os olivais portugueses. Para além do mais, cada variedade de oliveira
confere caracteristicas proprias ao produto final que ficariam comprometidas com a

cultura exclusiva de variedades resistentes.

Uma vez que as pseudomonas s&o indiscutiveimente o grupo de bactérias mais
diverso e ecologicamente significante (Godfrey et al, 2001), a heterogeneidade
fenotipica obtida neste estudo era previsivel, ndo tendo sido possivel obter
identificagdo a nivel de espécie. Existem varias publicagdes que referem este facto,
inclusivamente espécies distantes de Pseudomonas apresentando fenétipos de

doenga semelhantes.

O estudo da produgéo de 4cido indoleacético in vitro, que esta relacionado com a
patogenicidade em P. savastanoi pv. savastanoi, permitiu verificar que para todos os
isolados testados (excepto um) se detectaram diferentes niveis de produgdo desta
fitohormona. No entanto, uma vez que ndo se estudou a via pela qual este composto
produzido, os resultados obtidos s&o apenas indicativos e ndo determinantes a nivel
de espécie. Dado que os isolados foram obtidos de nédulos de oliveira, sem davida
locais de infecgdio, pode-se presumir que pertencem &  espécie
P. savastanoi pv. savastanoi.

A identificagdo de Pseudomonas (senso stricto) por PCR-RFLPs do rDNA 16S revelou
trés perfis distintos nos quais se agrupam os isolados testados, sendo, no entanto,
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todos eles diferentes do perfil caracteristico apresentado pelas estirpes de referéncia
de Pseudomonas (senso stricto). A variabilidade intrinseca obtida para a populagéo de
isolados testados foi claramente superior & esperada para membros da mesma
espécie.

Devido ao insucesso na identificagdo, utilizando as metodologias referidas
anteriormente, recorreu-se a detecgdo do gene jaal por PCR-RFLPs, dado esta
metodologia estar descrita como sendo eficaz na identificagdo de P. savastanoi pv.
savastanoi e discriminante relativamente a outras bactérias (Penyalver et al., 2000). O
baixo numero de resultados positivos recorrendo a DNA total para amplificagdo do
gene Jjaal dos isolados previamente seleccionados através de caracterizagdo
fenotipica e a controvérsia da localizagdo cromossomal ou plasmidica deste gene
(Penyalver et al, 2000; Glickman ef al, 1998; Glass & Kusage, 1988; Surico et al, 1985;
Comai & Kosuge, 1983), conduziu a utilizagdo de DNA piasmidico para amplificagdo

do referido gene.

Deste modo foi possivel obter um maior nidmero de resultados positivos,
inclusivamente em isolados para os quais ndo se tinha obtido amplificagdo
anteriormente. Nos isolados para os quais se obteve amplificagdo a partir de DNA
plasmidico assumiu-se que a localizagdo do gene é plasmidica, sendo cromossomal
para os restantes isolados.

Devido ao baixo numero de identificages obtidas utilizando esta metodologia
recorreu-se a Nested-PCR na identificacdo e confirmagédo dos isolados. A aplicagdo
desta técnica aumentou a sensibilidade na amplificagdo do gene iaal, tendo-se obtido
um elevado numero de identificacbes, bem como a confirmagdo dos isolados
previamente identificados. No entanto, uma vez que para todas as estirpes de
referéncia se obteve amplificagdo por PCR-RFLPs ou por Nested-PCR, levanta-se a
questdo preocupante relativamente a fiabilidade das identificagbes obtidas e a
hip6tese de que estas técnicas ndo serem suficientemente fidedignas na identificagdo
dos isolados.

Assim, perante os resultados obtidos, foram seleccionados os isolados identificados
presuntivamente como P. savastanoi pv. savastanoi para serem submetidos a um
estudo de variabilidade genémica.

Os perfis de ‘fingerprinting’ obtidos através da amplificagéo das sequéncias repetidas
ao longo do genoma bacteriano por BOX-PCR, ERIC-PCR e REP-PCR revelaram um
elevado poder de diferenciagéo, tendo-se obtido indices de diversidade elevados
nestas trés técnicas. No entanto, estes resultados ndo permitiram definir ragas
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fisiologicas correlacionaveis com a variedade, a herdade e/ou a regi&io de recolha das
amostras.

De acordo com a analise polifasica efectuada foi possivel concluir que existe uma
incoeréncia nos métodos de identificagio propostos por diferentes autores e aplicados
neste trabalho, o que ndo permitiu assegurar a identificagdo dos isolados como
P. savastanoi pv. savastanoi nem permitiu exclui-los deste grupo, e que os isolados
em estudo apresentam uma grande heterogeneidade fenética (fenotipica e genémica).

Varias espécies de Pseudomonas tém sido descritas e muitas espécies continuam a
ser identificadas por métodos que vdo sendo revistos @ medida que a tecnologia
baseada em DNA vai avangando, principalmente no que diz respeito a hibridagéo
DNA/DNA, analise de sequéncias de genes de rRNA 16S e pesquisa de outros genes.
Estes métodos por um lado tém vindo a ajudar na taxonomia, mas, por outro lado,
podem introduzir discrepéncia entre a andlise fenotipica e genotipica (Godfrey et al,
2001).

Tendo como principal objectivo confirmar a identificagdo dos isolados utilizados ao
longo do trabalho e compreender a heterogeneidade fenética obtida, foram
seleccionados alguns representantes para sequenciagdo parcial do gene de rRNA
16S. A analise de homologia das sequéncias parciais obtidas, alinhadas através de
Blastn (Atshul et al., 1997), no site da NCBI, revelaram que oito isolados pertencem a
espécie Pantoea agglomerans, dois isolados pertencem & espécie Pantoea oleae, trés
isolados pertencem a espécie Erwinia toletana e apenas um Unico isolado foi
identificado como Pseudomonas savastanoi.

A analise da filogenia, com as sequéncias do gene de rRNA 16S dos isolados e das
estirpes de referéncia pertencentes aos géneros Pantoea, Erwinia e Pseudomonas,
permitiu confirmar a identificagdo dos isolados sequenciados e determinar a sua
afiliagdo filogenética. Verificou-se que os isolados pertencentes a cada uma das
espécies dentro dos diferentes géneros ficam todos agrupados no mesmo ramo
filogenético. No entanto, as relagdes filogenéticas inferidas poderiam ser diferentes se

tivesse sido utilizado outro gene na analise.

Apos a identificagéo fidedigna dos isolados por sequenciagéo parcial do gene de rRNA
16S, verificou-se que existem diferengas fenotipicas entre isolados pertencentes a
mesma espécie e entre estes e a estirpe de referéncia respectiva, reforcando mais
uma vez a dificuldade em obter uma identificagdo a nivel de espécie utilizando testes
fenotipicos. No entanto, os resultados obtidos por PCR-RFLPS do gene rRNA 16S
tornaram-se elucidativos, uma vez que os trés perfis diferentes obtidos para os
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isolados estudados e distintos do perfil obtido para as estirpes de Pseudomonas de
referéncia correspondem as espécies identificadas por sequenciagdo: Panfoea
agglomerans, Pantoea oleae e Erwinia lolatana. Estes perfis foram confirmados
através de um estudo tedrico utilizando estirpes de referéncia.

A falta de fiabilidade das técnicas de PCR-RFLPs e Nested-PCR do gene jaal na
identificagdo de P. savastanoi pv. savastanoi ficou também comprovada, dado que se
obteve produto de amplificagdo ndo s6 para as estirpes de referéncia utilizadas como
também para os isolados identificados por sequenciagéo.

Tendo em consideragdo todos os factos mencionados, ndo é surpreendente a
variabilidade genémica obtida para os isolados incluidos na analise de ‘fingerprinting’
por PCR utilizando os ‘primers’ BOX, ERIC e REP. Deste modo, os isolados de P.
oleae ficam agrupados em ‘clusters’ préximos, tal como acontece com os isolados
P. agglomerans e de E. toletana. O isolado de P. savastanoi, tal como as estirpes de
referéncia desta espécie encontram-se num ‘cluster’ afastado dos restantes.

A abordagem polifasica aplicada neste estudo nao permitiu identificar nem definir
ragas fisioloégicas de P. savastanoi, que constituia o principal objectivo deste trabalho.
Contudo, permitiu compreender os resultados obtidos face a identificagdo dos isolados
por sequenciagdo. Estes resuitados poderdo servir como ponto de partida em
trabalhos futuros nos quais se utilizem as espécies que foram identificadas no
presente trabalho.

Futuramente deverao ser seleccionados os isolados identificados por sequenciagdo do
gene de rRNA 16S para sequenciagdo do gene jiaal e comparagdo das sequéncias
obtidas nas bases de dados disponiveis. Muitos dos estudos de analise de
sequéncias, incluindo da regido rDNA 16S, ndo podem contabilizar a aquisigdo de
genes nem de elementos genéticos acessérios tais como plasmideos, transposfes e
fagos por transferéncia lateral, mutagfes espontdneas e recombinagdo, sendo que
todos estes processos sdo importantes fontes de evolugdo e diversidade de espécies
em bactérias (Godfrey et al, 2001).

O gene jaal ndo se encontra descrito em outras espécies de bactérias. No entanto,
nos casos em que se considerou que a localizagdo deste gene é plasmidica, tem que
se levar em consideragdo a possibilidade de ocorrer a aquisigdo do plasmideo no qual
se encontram os genes responsaveis pela produgdo de IAA, nomeadamente o gene
iaal, por outras espécies de bactérias oportunistas como Pantoea agglomerans e
Erwinia toletana detectadas em nédulos de oliveira. Considerando a possibilidade de
aquisicdo desse gene pelas espécies referidas levanta-se a questdo de
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Pantoea agglomerans e Erwinia toletana poderem ser responsaveis pelo aparecimento
dos nodulos, uma vez que esta claramente demonstrada a relagdo entre este gene e a
patogenicidade e que foi detectado o gene /aal em isolados destas espécies. Mais
ainda, o aparecimento dos nédulos pode dever-se a presenga em simultdneo de
P. savastanoi, Pantoea agglomerans e Erwinia toletana, embora as duas ultimas
espécies estejam descritas como ndo patogénicas, oportunistas e com capacidade de
colonizagéo epifitica e endofitica (Rojas et al., 2004; Sabaratnam & Bettie, 2003).

De forma a compreender pelo menos parcialmente 0 mecanismo de infecgdo seria
necessario realizar testes de patogenicidade com cada uma das espécies isoladas e

em simulténeo.
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Tabela A I. Resultados de testes fenotipicos para todos os isolados identificados como P. savastanoi.

AMOSTRA TIPO CATALASE OXIDASE AMINOPEPTIDASE FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA
DE COLONIA MEIO F MEIO P
1 PB35GV1 Branca pq + - + salmao salmao
2 PB35GV1 Branca gd + - + - -
3 PB37GV2 Brancapq + + + - -
5 SN4GV1 Amarela gd + - + - -
6 SN3C$1 Amarela gd + - + - -
7 SN1CS1 Branca gd + - + - salmao
8 PB34GV1 Amarelagd + - + - -
9 PB34GV1 Brancapq + - + - -
10 SN2 CS9 Branca pq + + + salmao -
12 SN2 CS6 Branca pq + - + salméo salméo
13 SN2 CS6 Branca pg + + + - -
14 SN2 CS6 Branca pq + + + - -
156 MGV1 Amarela gd + - + - -
18 MGV2 Branca med + - + - salmso
19 MGV2 Amarela gd + - + - -
20 MGV2 Amarela pg + + + - -
22 MG GV1 Amarela gd + - + - -
24 MG GV2 Amarela gd + + + - -
26 MG GV2 Branca med + - + - -
28 MG GV3 Amarela pq + + + - -
31 MGGVL Branca med + - + salméo salméo
32 MGGVL Amarela pg + - + - -
34 MGGVL Amarela pq + + + - -
36 MG CS1 Amarela gd + + + - -
37 MGCS1 Amarela pg + + + - -
39 MG CS2 Branca med + - + salmao salmao
40 MG CS2 Amarela med + - + - -
41 MG CS2 Amarela pq + - + - -
43 MG CS3 Amarela gd + - + - -
44 MG CS3 Amarela pg + - + - -
46 MGCs4 Amarela gd + - + - -
47 MG CS4 Amarela pgq + - + - -
49 MGCS5 Amarela gd + - + - -
50 MG CS5 Amarela pq + - + - -
54 SD VA2 Amarela gd + + + - -
55 SD VA2 Amarela pg + - + - -
57 SDVA3 Amarela gd + + + - -
58 SD VA3 Amarela gd + - + - -
60 SD VA4 Branca med + + + - -
61 SD VA4 Amarela pg + - + - -
62 SDVA4 Amarela gd + + + - -
64 SD VA5 Amarela gd + + + - -
67 SDGV1 Amarela gd + - + - -
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68 SDGV1
70 SDGV2
71 SDGV2

73 SDGV3
74 SDGV3
76 SDGV4
77 SDGV4
80 SDGV5
82 SDGV5
83 SDCs1
85 SDCs3
88 SDCS4
89 SDCs4
91 SDCS5
92 SDCS5
94 BVA1
96 BVA2
98 B VA3
99 BVA3
101 B VA4
103 B VA5
105 B GV1
106 B GV1
108 B GV1
111 B GV3
112 B GV3
116 B GV5
119 BGVB
121 B CS1
123 BCS2
124 B C82
125 B CS2
126 B CS3
127 BCS3
128 B CS3
130 BCS4
132 BCS5
133 BCS5
135 HP GVv4
137 HP GVv8
139 HE GV5
142 HE GV7
144 HF GV2

Amarela gd
Amarela gd
Amarela gd

Amarela med
Amarela gd
Branca gd
Branca pg
Amarela gd
Amarela gd
Amarela pg
Branca med
Amarela gd
Amarela pg
Amarela gd
Amarela pq
Branca gd
Amarela med
Branca gd
Amarela gd
Amarela med
Amarela med
Amarela med
Branca med
Branca med
Branca med
Amarela gd
Amarela med
Amarela med
Amarela gd
Branca gd
Amarela gd
Amarela pg
Amarela med
Branca gd
Branca gd
Amarela gd
Branca gd
Amarela gd
Amarela pq
Amarela med
Amarela med
Amarela med
Branca gd

+ o+ +

L e A T T T T R TN N T S I S S S R I e

+

+ o+ F o+ o+ o+ o+ o+

Vo o+ o+ o+ 4

+ + 4+

+ +

L N A T T T TR TN U S S S R T S S N S S T S

salmdo
salméao

salméo

salméo
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Tabela A Il. Resultados de testes fenotipicos para todas as estirpes de referéncia.

ESTIRPES DE REFERENCIA CATALASE OXIDASE AMINOPEPTIDASE FLUORESCENCIA FLUORESCENCIA
MEIO F MEIOP
P. savastanoi
CECT 93 * ; * ] ]
P. savastanoi
DSMZ 50298 * - * ; salméo
P. savastanoi + ; + _ -
NCPB 2327
R + + * * saiméo
P. syringae pv. glyci
yringae pv. g chmea + . + + salmao
NCPPB 2411
P. syringae pv. tomato
4 CFi’B :2127 + + + + salméo
P. syringae pv. morsprunorum
CFBP 2351 + + + + salméo
P. aeruginosa
CECT 1107 * * * * azul
P -C’E‘g’{_eg;’gé’s + + + + salméo
P. putida
CECT 394 + - + + salméo
P. stutzeri
CECT 930" * ] * salméo saiméo
Pseudomonas sp. + + + + salméo
Pantoea agglomerans + + + - salmdo
Erwinia toletana + + + . -
E. coli
ATCC 861 - : * ; )
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Tabela B 1. Resultados de PCR/RFLPs e Nested-PCR para todos os isolados identificados como P. avastanoi.

AMOSTRA TiPO JAAL - DNA IAAL - DNA IAAL - PLASMIDEOS  IAAL - PLASMIDEOS
DE COLONIA PCR/RFLPs NESTED PCR PCR/RFLPs NESTED PCR

1 PB35GV1 Brancapq +/+ nt +/+ -1+
2 PB35GV1 Brancagd +/+ nt +/+ nt

3 PB37GV2 Brancapg +/+ nt +/+ nt

5 SN4GV1 Amarela gd +/+ nt +/+ nt

6 SN3Cs1 Amarela gd +/+ nt +/+ nt

7 SN1CS1 Branca gd +/+ +/+ +/+ nt

8 PB34GV1 Amarelagd +/+ nt +/+ nt

9 PB34GV1 Brancapq +/+ nt - nt

10 SN2CS9 Branca pq +/+ nt +/+ nt

12 SN2 CS6 Branca pg +/+ nt - nt

13 SN2CS6 Branca pq +/+ nt +/+ nt

14 SN2CS6 Branca pg +/+ nt +/+ nt

15 MG V1 Amarela gd - -+ - -1-
18 MGV2 Branca med +/+ +/+ +/+ +/+
19 MGV2 Amarela gd +/+ nt +/+ nt

20 MGV2 Amarela pg +/+ +/+ - -/-
22 MG GV1 Amarela gd +/+ +/+ - -/-
24 MG GV2 Amarela gd +/+ nt + +/+
26 MG GV2 Branca med +/+ nt - -1+
28 MG GV3 Amarela pq +/+ nt + +/+
31 MG GVL Branca med +/+ +/+ + +/+
32 MGGVL Amarela pq - -/+ - -/-
34 MG GVL Amarela pq - -1+ +/+ +/+
36 MG CS1 Amarela gd +/+ nt + +/+
37 MG CS1 Amarela pg +/+ nt - -/~
39 MGCS2 Branca med +/+ nt - -1/-

40 MG CS2 Amarela med - -/+ +/+ +/+
41 MG CS2 Amarela pq - -1+ +/+ +/+
43 MG CS3 Amarela gd +/+ nt +/+ +/+
44 MG CS3 Amarela pg +/+ nt - -1-
46 MG CS4 Amarela gd +/+ +/+ - -1-
47 MG CS4 Amarela pg +/+ +/+ - -/-
49 MG CS5 Amarela gd +/+ +/+ - -/-
50 MGCS5 Amarela pg +/+ +/+ - -/-
54 SDVA2 Amarela gd - -+ - -/-
55 SDVA2 Amarela pg - -+ - -/-
57 SDVA3 Amarela gd - -1+ - -1+
58 SD VA3 Amarela gd - -1+ - -1+
60 SDVA4 Branca med +/+ nt +/+ +/+
61 SDVA4 Amarela pq - nt +/+ +/+
62 SDVA4 Amarela gd - -1+ - -1+
64 SDVAS Amarela gd +/+ +/+ - -/-
67 SD GV1 Amarela gd +/+ nt +/+ +/+
68 SDGV1 Amarela gd +/+ nt +/+ +/+
70 SDGV2 Amarela gd +/+ +/+ - -1+
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71 SDGV2
73 SDGV3
74 SDGV3
76 SD GV4
77 SD GV4
80 SDGV5
82 SDGV5
83 SDCs1
85 SDCS3
88 SDCs4
89 SDCs4
91 S8SDCS5
92 SDCS5
94 BVA1
96 BVA2
98 BVA3
99 BVA3
101 B VA4
103 B VA5
105 B GV1
106 B GV1
108 B GV1
111 BGV3
112 BGV3
116 BGV5
119 BGVB
121 BCS1
123 BCS2
124 BCS2
125 B CS2
126 B CS3
127 BCS3
128 B CS3
130 BCS4
132 B CS5
133 BCS5
135 HP Gv4
137 HP GV8
139 HE GV5
142 HE GV7
144 HF GvV2

nt - ndo testado

Amarela gd
Amarela med
Amarela gd
Branca gd
Branca pq
Amarela gd
Amarela gd
Amarela pq
Branca med
Amarela gd
Amarela pq
Amarela gd
Amarela pg
Branca gd
Amarela med
Branca gd
Amarela gd
Amarela med
Amarela med
Amarela med
Branca med
Branca med
Branca med
Amarela gd
Amarela med
Amarela med
Amarela gd
Branca gd
Amarela gd
Amarela pq
Amarela med
Branca gd
Branca gd
Amarela gd
Branca gd
Amarela gd
Amarela pq
Amarela med
Amarela med
Amarela med
Branca gd

+/+
+/+
+/+

+/+

+/+
+/+
+/+
-1+
+/+
-+
+/+
nt

-+
+/+
-+
-1+
nt
+/+
-+

-]+
-]+
nt
+/+
nt
nt
nt
+ [+
+/+
-+
nt
nt
-+
-]+
-1+
nt
-+
+/+
-/ +
-/-
-1+
-]+
+/+

+/+
+/+
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Tabela B II. Resultados de PCR/RFLPs e Nested-PCR para todas as estirpes de referéncia.

ESTIRPES DE REFERENCIA IAAL - DNA IAAL -DNA  IAAL - PLASMIDEOS  IAAL - PLASMIDEOS

PCR/RFLPs NESTED PCR PCR/RFLPs NESTED PCR
e PRV "
vy e e
"NoPB 2527 i+ i e i
P. syringae pv. syringae R B _ -
CFBP 2556' I+ o
P. syringae pv. glycinea [+ + ]+
NCPPB 24117
P. syringae pv. tomato [+ + )+
CFPB 2212"
P. syringae pv. morsprunorum 3 - R S+
CFBP 2351
P zenaoss AR e .l
Poerescee el o o
P.putida
CECT 324" i e v H
P. stutzeri
CECT 930" *i i M v
Pseudomonas sp. - -/- + .
Pantoea agglomerans . /- " I+
Erwinia toletana - -1+ - -+
E. coli
ATCC 861 - ) I
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