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Diversidade molecular em estirpes de Pseudomonas savastanoi

isoladas de nódulos de Oíea europaea L. poÉuguesa

Resumo

Pseudomonas savasÍanoi provoca a doença dos nódulos de oliveira. Neste estudo

aplicou-se uma abordagem polifásica na caraderizafio de isolados (produtores de

IAA) obtidos a partir de nódulos de três variedades de oliveira. Aplicaram-se testes

fenotípicos clássicos e moleculares, nomeadamente para detecção do gene raal,

PCR-RFLPS do rDNA 165 e 'fingerprinting' genómico por BOX-, ERIC- e REP-PCR,

Obteve-se uma grande heterogeneidade fenética entre isolados identificados como P.

savastanoi. Reconeu-se à sequenciação do rDNA 165 e verificou-se que apenas um

isolado apresentava homologia com P. savastanor, sendo os restantes homólogos de

Pantoea agglomerans, Pantoea oleae e Erwinia toletana, comprovando a falta de

fiabilidade dos outros métodos de identificação utilizados. Ficou também claramente

demonstrado que o gene iaal associado à patogenicidade não é exclusivo de P.

savastanoi,levantando a hipótese de esta espécie não ser a única responsável pelo

aparecimento de nódulos em oliveira.

Palavras chave: P. savastanol, doença dos nódulos de oliveira, lM, abordagem

polifásica,



Molecular diversity among strains oÍ Pseudomonas savastanoí isolated
from portuguese Olea europaea L knots

Abstract

Pseudomonas sayasÍanoi causes a disease known as olive knot. ln this study a

polyphasic approach was applied for the characterization of strains (lAA 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. savasÍanot. Sequencing of 165

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 fideli§ of the other identification methods used. lÍ

was also clearly demonstrated that laal 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. savastanor, olive knot, lAA, polyphasic approach
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I - lntrodução

í. A doença dos nódulos da oliveira

A doença dos nódulos da oliveira tem actualmente um grande impacto nesta cultura,

sendo por isso o seu estudo de extrema importância.

Portugal é um dos maiores produtores mundiais de azeite, compreendendo-se, assim,

que a cultura da oliveira seja de grande interesse económico para o país. Em todo o

país existem cerca de 567 199 olivais produtivos (INGA, 2004). É fundamental manter

e melhorar os olivais portugueses, sendo para isso necessário desenvolver métodos

que favoreçam a produtividade mesmo em condições de sÍress ambiental, como por

exemplo o ataque por organismos patogénicos.

Nas doenças que causam necrose, o primeiro efeito produzido pela presença do

patogéneo é a morte celular no local da infecção. Os sintomas podem ocorer nas

partes aéreas da planta, incluindo folhas, ramos, flores e frutos. Embora nalguns casos

a infecção fique contida, noutros ocorre uma infecção generalizada de toda a planta.

Por outro lado, nas doenças que provocam nódulos ou tumores o patogéneo induz

uma divisão celular descontrolada (hiperplasia), que não resulta na morte celular.

í.í. Características da doença

A doença dos nódulos da oliveira, existe em todas as regiÕes do mundo onde se

pratica o cultivo desta planta. Esta patologia caracteriza-se pela formação de nódulos

verdes hiperplásicos mais ou menos esféricos, com diâmetro entre 0,5 e 2,5 mm,

desenvolvendo-se maioritariamente em rebentos, ramos e troncos, podendo também

as raÍzes e copas das árvores ser afectadas. Os nódulos jovens têm uma consistência

intema mole e esponjosa, contendo bolsas de bactérias em forma de áreas ensopadas

e pegajosas. Os nódulos velhos possuem uma superfície rugosa e escura, devido ao

desenvolvimento de fissuras profundas, e aparecem em locais onde oconeram lesÕes

naturais ou outras, tomando-se secos e rijos e desenvolvendo cavidades internas. Os

ramos afectados ficam dormentes e em infecções graves podem eventualmente

acabar por morrer (Panagopoulos, 1993).
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Uma forma invulgar da doença, desconhecida até 1958, origina lesões punctiformes

no fruto que aparecem normalmente como manchas semicirculares castanhas, de 0,5

a 2,5 mm de diâmetro tornando-se mais tarde escuras e fundas. As manchas no fruto

são na sua maioria superficiais, podem ser rodeadas por halos cloróticos, variam entre

3 a 20 por fruto e podem coalescer, formando áreas lesionadas mais extensas. Este

tipo de infecção pode reduzir grandemente o valor comercial dos frutos,

particularmente aqueles utilizados em conserva (Panagopoulos, í 993).

1.2. lncidência da doença em Portugal, em particular no Alentejo

A doença dos nódulos constitui o principal problema fitopatogénico dos olivais

portugueses, que diminui tanto a produção como a qualidade dos frutos obtidos e dos

seus derivados. A importância das perdas causadas por esta doença é difícil de

avaliar, dado existirem numerosos factores que influenciam a gravidade dos sintomas,

com a agravante dos frutos recolhidos de ramos infectados poderem conter

substâncias que confiram odores ou sabores desagradáveis ao produto final.

Em Portugal, a variedade autóctone de Olea europaea L. 'Galega Vulgar' (GV) é

conhecida como sendo resistente a esta doença (Figura 1), enquanto que a variedade

autóctone'Cordovil de Serpa' (CS) é muito susceptível (Figura 2).

Figura 2: 'Cordovil de Serpa', onde se
observa o aparecimento de nódulos
no caule, como resposta à infecção.

Figura 1: 'Galega Vulgar' onde se
observa o aparecimento de
necrose com inchaço do
caule.
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A primeira variedade distribui-se ao longo do país e a segunda é típica da região de

Moura - Serpa. Ambas são actualmente propagadas rn vrÍro através de embriogénese

somática (Leitão et al., 1997) e a sua caraderizaçáo molecular foi também

desenvolvida usando marcadores de DNA (Gemas et al., 2000: Zilháo,2005). Existe

ainda uma terceira variedade, a 'Verdeal Alentejana' (VA), tambem típica da região

alentejana, para a qual não existe ainda nenhum estudo efectuado a nível da resposta

ao ataque por P. savastanoi pv. satzasÍanoi. Cada uma destas variedades confere

diferentes características ao azeite a que dá origem.

1.3. Agente patogénico responsável

O agente patogénico da doença dos nódulos da oliveira designa-se por Pseudomonas

savastanoipv. savasÍanoi. As referências a esta doença remontam à época romana e

durante muitos séculos foi atribuída a diversos agentes patogénicos, a práticas

agrícolas inadequadas ou a distúrbios causados pelo ambiente. Em 1886, Arkangeli

detectou a bactéria no interior dos ramos e, alguns anos depois, Savastano

(1887/1BBg) isolou-a de ramos infectados e conseguiu induzir experimentalmente a

formação de tumores. Contudo, so em 1904 a doença foi estudada em pormenor e

comprovada por Smith e Rorer. Finalmente em 1908, Smith denominou a bactéria

responsável pela doença como BacÍerium savastanoi em memória de Savastano

(Panagopoulos, 1993).

í.3.í. O género Pseudomonas

Este género de bactérias suscita muito interesse e curiosidade e tem sido objecto de

muitos estudos devido à falta de homogeneidade dos microrganismos nele inseridos,

quer inter, quer intra-específica. Do ponto de vista taxonomico, o seu desenvolvimento

tem sido extensivamente revisto ao longo dos anos e várias tentativas de criar

sistemas de classificação de espécies de Pseudomonas durante o século passado

falharam como sistema determinativo fiável.

A definição deste importante género só começou a tomar consistência após o

desenvolvimento e aplicação de técnicas de biologia molecular, que vieram permitir

uma análise comparativa a nível genómico.

4



Algumas das características típicas utilizadas na identificação do género

Pseudomonas a nível fenotípico e bioquímico são: (i) bastonetes direitos ou

ligeiramente curyos com diferentes dimensões; (ii) bactérias Gram-negativas e

fluorescentes consoante a espécie (Figura 3); (iii) não formam endósporos; (iv) moveis

com flagelos polares; (vi) aerobios, utilizando estritamente o metabolismo respiratorio

e o oxigénio como aceitador final de electrÕes, ou o nitrato, em alguns casos; (vii)

formação de glucose somente em condições aerobias e (viii) catalase positivas. O

principal critério para que uma bactéria com todas as características referidas seja

incluída neste grupo reside no modo de inserção 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).

BA ;: c

'r !':'

Figura 3: A - Morfologia de Pseudomonas syringae

microbes/ima

B - Coloração Gram em Pseudomonas aeruginosa

rh

C - Fluorescência em Pseudomonas f/uorescens

(http://fvl.vfu.czlsekce/sek patob/1 240lobrazkova priloha/mikrob/imq)

1.3.í.1. Diversidade

Este género inclui espécies com interesse ecologico, económico e de importância para

a saúde pública. Algumas espécies são patogénicas de plantas, enquanto outras são

oportunistas em animais e humanos. Outras espécies promovem o crescimento de

plantas e exibem funções de supressão de patogéneos, podendo ser utilizadas como

método biologico de controlo de algumas doenças.

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 aquáticos

5



| - lntroclução

(tanto dulciaquícolas como marinhos), formando associações estreitas com plantas e

animais. Esta distribuição natural sugere um grau notável de adaptação fisiológica e

adaptagão genética (Spiers et aI.,2000).

A capacidade de rápida utilização de vários compostos que podem ser substratos ou

intermediários de vias metabólicas conhecidas, bem como compostos aromáticos,

derivados halogenados e uma variedade de resíduos orgânicos, que dificilmente são

degradados por outros grupos de microrganismos, reflecte a diversidade a nível

bioquímico do género Pseudomonas, tornando alguns membros pertencentes a este

género candidatos para utilização em processos de biorremediação (Spiers et al.,

2000).

A diversidade dentro deste género não se limita à sua fisiologia, sendo a diversidade

fenotípica reflectida a nívelgenómico, sugerindo que a variabilidade na arquitectura do

genoma, tanto do cromossoma como da maquinaria genética acessória, é de particular

interesse. Estudos de 'fingerprinting' levados a cabo por vários cientistas revelaram um

notável grau de polimorfismos entre estirpes estreitamente correlacionadas

fenotipicamente e inseridas na mesma espécie (Spiers et a\.,2000).

Esta diversidade advém da interacção entre factores ecológicos e genéticos, sendo a

variação crucial no pro@sso de divergência adaptativa. A aquisição de elementos

genéticos (plasmídeos, transposões, integrões e fagos) por transferência lateral é um

fenómeno importante no processo evolutivo. Provavelmente, a diversificação que se

verifica neste género resulta de um longo processo de evolução, ao longo do qual

deverão ter ocorrido estes fenómenos de transferência (Spiers et a|.,2000).

Muitas espécies inseridas neste género possuem uma capacidade intrÍnseca de

tolerância a vários agentes letais, devido aos genes inseridos num ou mais

plasmídeos, em alguns casos megaplasmídeos, considerados como factores de

resistência. Estes genes podem codificar para sistemas de resistência a antibióticos,

metais pesados, e uma variedade de agentes tóxicos, tanto fÍsicos como químicos'

Alguns destes factores de resistência podem ser transferidos para outras bactérias

Gram-negativas por conjugação, representando'pools' de material genético que pode

ser partilhado por vários organismos pertencendo a grupos filogenéticos distantes

(Spiers et a1.,2000).

A nível molecular estas bactérias caracterizam-se por possuÍrem genomas de

elevadas dimensões. Os genomas podem variar desde 3,7 Mb em P. stutzei a 7,1 Mb

em P. aeruginosa, tendo P. fluorescens SBW25, P. syringae pv. phaseolica e P. putida
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KÍ2M0, um genoma de 6,7 Mb. Não obstante, estudos de vários isolados da mesma

espécie revelaram substanciais polimorfismos de dimensão (Spiers et a|.,2000).

Muitas espécies do género Pseudomonas possuem um ou mais plasmÍdeos, em

alguns casos megaplasmídeos, que lhes conferem várias propriedades,

nomeadamente: resistência a antibióticos, resistência a outros agentes agressore§,

químicos, Íísicos e biológicos e determinadas capacidades metabólicas (Correia,

2OOO). As diferenças genómicas encontradas em várias espécies de Pseudomonas

podem reflectir a adaptação competitiva destas bactérias a um elevado número de

nichos ecológicos, tirando partido dos componentes regulatórios no seu genoma

(Spiers et al., 2000). É tentador postular que a selecção pode ter conduzido a

mecanismos de evolução através dos quais as pseudomonas aumentaram a sua taxa

de mutação sob 'stress', gerando uma variação extra, quando necessária, e facilitando

a sua adaptação a novos ambientes. A aquisição de genes e elementos genéticos

acessórios, codificando para mecanismos de regulação das vias catabólicas ou

associadas a virulência, através da transferência lateral, contribui para o processo de

evolução bacteriana. Apesar do indubitável significado deste processo evolutivo dentro

deste género e apesar de terem sido descobertas estirpes com elevadas taxas de

mutação, não existe nenhuma evidência no sentido de as pseudomonas terem

desenvolvido um mecanismo especial para aumentar a sua capacidade de aquisição

de DNA exógeno (Spiers et a1.,2000).

1.3.1.2. Evolução taxonómica do género Pseudomonas

O género Pseudomonas tem sido alvo de numerosos estudos ao longo do tempo.

Várias espécies inicialmente inseridas neste género, de acordo com as suas

características fenotípicas, bioquímicas e fisiológicas, têm sido posteriormente

transferidas para outros géneros.

Estas modificagões basearam-se na identificação de cinco grupos de similaridade

rRNA formados a partir da hibridação rRNA/DNA que, por utilizar sequências muito

conservadas no genoma, veio substituir os estudos de hibridação DNA/DNA. O grupo

l, apesar de partilhar várias caracterÍsticas fenotípicas com membros de outros grupos,

tomando quase impossível a diferenciação 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 ll e lll incluem os géneros
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Acidovorax, Burkholderia, Comamonas e Ralstonia, o grupo lV o género

Brevundimonas e o grupo V o género Stenotrophomonas (Coneia, 2000).

Actualmente, a classificação taxonómica do género Pseudomonas no "Bergey's

Manual of Systematic Bacteriologf (2005) baseia-se nas relações filogenéticas das

várias espécies pertencentes a este género. A divisão da árvore filogenética obtida

com base em sequências de rDNA 16S evidencia dez grandes grupos que, por sua

vez, se subdividem em várias espécies (Tabela 1).

Tabela í. Grupos filogenéticos do género Pseudomonas derivados de sequências rDNA í65

(Adaptado de "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology", 2005).

GRUPO FILOGENÉilCO ESPÉGIE

Pseudomonas amygdali

Pseudomonas avellanae

P se udomon a s ca ri c a pa payae

Pseudomonas cichorii

"Pseudomonas syringad Pseudomonasficuserectae

Pseudomonas meliae

Pse u dom o n as savasta no I
Pseudomonas syingae

Pseudomonas viidiflava

Pse udomonas au rantiaca

Pseudomon as ch lororaphis

"Pseudomonas chlororaphi§ Pseudomonas fragi

Pseudomonas /undensis

P se u d o m o n as faeÍrolens

P se u d o m o n as a zotofo rm an s

" Pseudomonas cadrella", " Pseudomonas oientalis"

Pseudomonas amtgata
"Pseudomonas f/uorêscens" Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas marginalis, " Pse udomonas libaniensis"

" Pseudomonas migulad, " Pseudomonas mandelil

Pse udomonas mucidolens

Pseudomonas rhodesiae

Pseudomonas synxantha

Pseudomonas Íolaasii

Pseudomonas veronni, " Pseudomonas gessardif

8
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"Pseudomonas/'essen/

Pseudomonas agaici

Pseudomonas fuscovagi nae, Pseudomonas asplenii

"Pseudomonaslbssenf

Pseudomonas agaici

Pseudomonas fuscovaginae, Pseudomonas asplenii

Pseudomonas fulva

Pseudomonas montelli, " Pseudomonas plecoglossicida"

P se u d omo n as oryzi h ab ita n s

Pseudomonas putida

Pseudomonas balearica

Pseudomonas luteola

Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas aeruginosa

Pse udomon as alcaligenes

P se u d omon a s a n g u i I I i septi ca

P se udo mo n as citro n e I I o I i s

Pseudomonas flavescens

Pseudomonas mendocina

P se udomon as n itro red u ce n s

Pse udomo n a s ol eovora n s

P se u d o mo na s p se ud o al ca I ig en es

P se u d o m o n as ressihovorans

Pseudomonas straminea

"Pseudomonas putida'

"Pseudomonas stuherf

" P se udo mo n as ae rug i n o sa"

P se u do mon as de nitrifi can s
" Pse udomo n as pe rtu c i noge n a"

" P se u domonas p e rtu cinoge n a"

í.3.í.3. A espécie Pseudomonas savastanoi

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

formação de nódulos em várias plantas pertencentes à famÍlia Oleaceae como

"Bacterium savastanof em memória a Savastano, o primeiro cientista a isolar o

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

por Stevens, como "Pseudomonas savasfanof . Em 1978, Young et al. propõem uma

nova nomenclatura e classificação para a bactéria fitopatogénica, introduzindo o

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

negativas foram consideradas membros de uma única espécie, Pseudomonas

syringae, dividindo-se por patovares. Deste modo P. savastanoipassou a P. syingae

9
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pv. sayasÍanoi. Contudo, a designação patovar é uma subdivisão infra-subspecÍfica

não reconhecida pelo Código Intemacional de Nomenclatura Bacteriana, não

constando portanto na Lista de Nomes Aprovados de Bactérias.

Em 1981, o "Bergey's Manual of Systematic Bacteriologf considera P. savasÍanoi um

patovar de P. syringae (P. syringaê pv. savastanoi) am base no estudo de homologia

por hibridação rRNA/DNA. Esta classificação foi confirmada em diversos artigos, onde

se utilizaram testes fenotípicos e metabólicos, mecanismos de regulação,

determinação de sequências de aminoácidos em proteínas seleccionadas, estudos

imunológicos e composição da parede celular.

Em 1982, com base em estudos de hibridação DNA/DNA, foi criada uma subespécie

de P. syingae, passando a designar-se então P. syringae subsp. savasÍanoi. Com

base no mesmo tipo de estudos, Gardan et al. (1992) propõem que se considere

P. savastanoi como espécie independente, incluindo nesta espécie alguns patovares

pertencentes a P. syingae: P. savastanoi pv. savastanoi(fitopatogénica dos géneros

Oleaceae e da espécie Neium oleander L.); p. savastanoipv. glycinea (fitopatogénica

de soja) e P. savasÍanoipv. phaseolicola (fitopatogénica de feijão).

Shaad et al. (2000) aceitam a proposta de elevar P. syringae pv. savasÍanoi a espécie,

rejeitando a passagem de P. syingae pv. glycinea e P. syringae pv. phaseolicola a

patovares de P. savastanoi já que segundo os autores estes dois patovares são

facilmente diferenciados fenotipicamente de P. savasfanoi, No entanto, alguns autores

continuam a utilizar a classificação proposta por Gardan et al. (1992).

Tendo por base as relações filogenéticas evidenciadas por análise das sequências de

rDNA 165 (Palleroni, 2005) e as propostas de Gardan (1992) e Shaad (2000), a última

edição do Manual de Bergey's (Paleroni, 2005) reconhece o estatuto de espécie a P.

savastanoi, englobando os patovares savasÍanoi, glycinea e phaseolicola.

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

bactéria.
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1.3,2. Pseudomonas savastanoi

1.3.2.1. Relação com o hospedeiro

Testes de patogenicidade in vivo, com diferentes isolados do patogéneo,

demonstraram que estes são específicos relativamente ao hospedeiro que infectam.

No entanto, ainda não se estabeleceu se P. savastanoi patogénico em oleandro pode

afectar também cultivares susceptíveis de oliveira. Os mecanismos que regulam a

especificidade de P. savastanoi relativamente ao hospedeiro não estão esclarecidos,

apesar de parecerem similares aos de outras pseudomonas parasitas de plantas

(Young,2004).

Os hospedeiros mais relevantes afectados por P. savastanoi pv. savasÍanoi são:

oliveira (Olea europaea L.), oleandro (Nerium oleander L.), freixo (Fraxinus excelsior

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

As estirpes de P. savastanoique provocam nódulos são 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

indução desregulada de multiplicação celular, levando à formação de nódulos e

tumores (Scortichini et al., 2004).

Um outro aspecto importante a ter em consideração, no contexto das interacções

planta-patogéneo, é se a associação entre P. savastanoipv. savasÍanoie O. europaea

representa um exemplo de co-evolução hospedeiro-patogéneo, ou um fenómeno de

adaptação do microrganismo relativamente à planta (associagão por colonização),

embora pouco se saiba relativamente a este assunto (Scortichini et al.,2OO4).

1.3.2.2. Distribuição geográfi ca

A distribuição geográfica dos patogéneos dos nódulos de oliveira estende-se desde a

Europa até à Nova Zelàndia, havendo registos da doença em muitos países, tal como

se sumariza na Tabela 2.
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Tabela 2. Distribuição mundial dos patogéneos dos nódulos de oliveira,

(Adaptado de Young, 2004).

Europa Áustria, Chipre, Espanha, França, Grécia, ltália, ex-Jugoslávia,
Holanda, Noruega, Portugal, Suécia, Suíça, Reino Unido,

Rússia.
Ásia Geórgia, lrão lraque, lsrael, LÍbano, Turquia'

Affca África do Sul, Argélia, Líbia, Marrocos, Tanzânia, Tunísia.

América do Norte México, USA (Arizona, Arkansas, Califómia, Texas).

América do Sul Argentina, Brasil, Golômbia, Peru, Uruguai'

Oceânia Austrália do Sul, Tasmânia, Vitoria, Nova Zelândia.

1.3.2.3. lsolamento, identificação e patogenicidade

O isolamento de P. savastanoipv. savasÍanoi deve ser feito nos primeiros estádios da

infecçáo, uma vez que nódulos velhos geralmente são invadidos por bactérias

secundárias oportunistas, de crescimento mais rápido, tomando a detecção do

patogéneo mais difÍcil. A cultura em meio B de King favorece o crescimento desta

bactéria, sendo as colónias pequenas e de crescimento lento, após incubafio a27 oC

durante2a3dias.

A produção de pigmentos fluorescentes não é considerada como um teste de

diagnóstico fiável. Assim, a identificação do patogéneo pode ser feita com base em

métodos bioquímicos e moleculares. Pode ser feita ainda uma diferenciação com base

na composição de ácidos gordos, no entanto a composição é muito similar em estirpes

isoladas de oleandro e oliveira, Neste caso, a diferenciação destas estirpes pode ser

alcançada através de métodos moleculares baseados no 'fingerprinting' de restrição

de DNA e em outros métodos que se encontram já em desenvolvimento (Young,

2004).

A confirmação de patogenicidade é obtida através de inoculação de suspensões

bacterianas nos ramos de plantas susceptÍveis em crescimento, mantidas em

ambiente controlado durante um mÍnimo de 42 dias.

í.4. Epidemiologia

As estirpes de P. sayasÍanoi estão associadas às oliveiras, não sobrevivendo fora das

plantas infectadas e perdendo rapidamente a viabilidade no solo. A proliferação de

nódulos ocoÍTe mais intensamente na Primavera, quando as plantas se desenvolvem
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mais activamente e o patogéneo se encontra na superfÍcie das folhas, apresentando

níveis populacionais mais elevados durante a Primavera e o Outono (Young, 2OO4).

Apesar de P. saya stanoi pv. sayasÍanoi se comportar em determinadas condições

como uma bactéria epifítica, quando se encontra no filoplano, ela é normalmente

considerada endofítica não fastidiosa, ou seja, forma uma associação nutricional

dentro dos tecidos da planta hospedeira, causando doença.

Com base em estudos epidemiológicos, verifica-se que a entrada do patogéneo em

plantas susceptíveis é feita através de feridas nas folhas, causadas por geada e

granizo no fim da Primavera, @rtes provocados por poda ou quando ocore queda da

folha, em condições climatéricas de chuva e humidade. O método tradicional de

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

A bactéria sobrevive nos tumores na presença de água, produzindo exsudados que,

com a ajuda da chuva, facilitam a sua dispersão e propagação a árvores e plantações

contÍguas. A gama de temperaturas propÍcias à infecção situa-se entre os 4 oC e os

38 oC, sendo a temperatura óptima de 23-24 oC.

Os nódulos tendem a alargar após a indução, provocando fissuras por onde a bactéria

escapa durante os períodos de chuva, podendo colonizar outras aberturas naturais ou

artificiais na árvore, ou ramos e folhas como uma bactéria epifÍtica. No entanto, a

disseminação sistémica da bactéria parece ser pouco frequente ou inexistente e a

transmissão do patogéneo por semente nunca foi documentada (Scortichini et al.,

2004).

Certos estudos indicam que a população das bactérias na superfície pode servir como

reservatório de inóculo infeccioso, enquanto que as bactérias que se encontram nos

nódulos podem emergir até à superfície dos mesmos, tornando-se disponÍveis para

colonizar folhas (Ercolani, 1 993).

í.5. Métodos de controlo da doença

í.5.1. Métodos tradicionais

Considera-se que a luta contra a doença dos nódulos da oliveira, causada por

p. savastanor, deve ser essencialmente preventiva: (i) utilizando variedades pouco

sensíveis; (ii) limitando as herdades; (iii) reduzindo potenciais inóculos da bactéria
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através da poda dos ramos infectados e desinfecção das feridas causadas e dos

instrumentos utilizados (Young, 2OO4).

A observação de nódulos numa única oliveira coloca em risco todas as outras árvores

que estejam próximas, constituindo um foco de transmissão na área que a rodeia. A

remoção das árvores afectadas não é por si só um meio eficaz de controlo da doença,

sendo necessários meios de controlo que tenham em conta a biologia do patogéneo.

Sabe-se, por exemplo, que baixos níveis populacionais de P. savastanoi podem

permanecer nas folhas e nas aberturas naturais das plantas sem induzirem de

imediato os sintomas da doença.

Não existe, actualmente, um método eficriz na erradicação eficiente do patogéneo

quando a sua presença é detectada. Por outro lado, nem sempre se detectam os

sintomas da doença e nem sempre os danos são graves. Os nódulos podem ocorer

com diferentes nlveis de intensidade, em diferentes localidades, e variar de ano para

ano (Young,2OO4).

í.5.2. Métodos químicos e biológicos

Embora o controlo químico desta doença seja muito difÍcil, os tratamentos

fitossanitários à base de cobre podem ser utilizados na Primavera e Outono, e ainda

quando existir um risco elevado de infecção causado por granizo, geada, ou outros

factores que causem feridas nas árvores, numa tentativa de reduzir os sintomas. No

entanto, devido à resistência ao cobre por vários patovares de P. savasÍanol, torna-se

necessário o desenvolvimento de métodos de controlo alternativos, tais como métodos

biológicos, que diminuem os resÍduos pesticidas nos frutos e vegetais, evitam a

acumulação de quÍmicos no ambiente e subsequente desenvolvimento de resistência

pelos patogéneos (Young, 2OO4).

Várias bactérias fitopatogénicas produzem bacteriocinas que são 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.,2OO2).

O estudo realizado por Lavermicocca et al. (2002) descreve o potencial da utilização

de preparações de bacteriocinas produzidas por P. syringae pv. ciccaronei no controlo
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da expressão dos sintomas da doença dos nódulos da oliveira, reduzindo a

sobrevivência epifítica do patogéneo no filoplano'

Os resultados obtidos por estes autores, em experiências in vitro e in vivo, indicam que

preparaçÕes da bacteriocina podem ser utilizadas no controlo da sobrevivência e

multiplicação das populaçÕes epifíticas de P. savastanoipv. savasÍanoi. A utilização

de metabolitos bacterianos em detrimento das bactérias que os produzem é

recomendada, de forma a ultrapassar as dificuldades que podem surgir devido à falta

de capacidade de colonização e competiso de algumas bactérias não patogénicas

face às bactérias patogénicas no mesmo nicho ecológico. Para além disso, a elevada

especificidade da acção da bacteriocina irá resultar numa alteração selectiva da

ecologia dos microrganismos presentes no filoplano. Esta ecologia é de extrema

importância no caso das oliveiras, devido à presença de bactérias lácticas benéficas,

que desempenham um papeltecnológico importante nos processos de fermentação'

í.6. Mecanismos de resistência à doença

í.6.í. Resistência passiva

As plantas são excelentes fontes naturais de açúcares e aminoácidos, tornando-se

extremamente atractivas para uma série de'intrusos", desde vírus, bactérias e fungos,

a insectos. A protecção 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 resistência constitutiva ou

inata, e vai desde o espessamento das paredes celulares à produgão de compostos

antimicrobianos. Embora esta defesa seja eficiente contra um grande número de

invasores, alguns patogéneos conseguem ultrapassar esta primeira barreira, sendo

necessário o desencadeamento de mecanismos activos após o contacto com o agente

patogénico, ou seja, mecanismos de resistência induzida ou adquirida (Agrios, 1997).

As bactérias fitopatogénicas evoluíram de forma a cres@r e multiplicar-se nos tecidos

das plantas, afectando hospedeiros específicos. Desta forma, muitas espécies

patogénicas incluem várias'raças fisiológicas", cada qualdiferindo na sua capacidade

em infectar diferentes cultivares da planta hospedeira. As bactérias patogénicas de

plantas são extracelulares, ou seja, não conseguem crescer dentro das células do

hospedeiro. Como não possuem mecanismos activos de penetração nos tecidos, a
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sua entrada nos espaços intercelulares do hospedeiro depende de aberturas naturais,

feridas e insectos vectores (Young, 2OO4).

í.6.2. Resistência activa

O mecanismo de defesa designado por Teoria gene-para-gene (Flor, '1971), que

requer a interacção/reconhecimento de uma proteína codificada por um gene de

avirulência (Avr) do patogéneo com uma proteína codificada por um gene de

resistência específico (R) na planta, encontra-se bem descrito (Luderer & Joosten,

2OO1). Como resultado desta interacção desencadeia-se uma resposta hipersensitiva

(HR), na qual ocone a morte celular localizada no ponto de infecção, limitando o

progresso da doença. Esta resposta local pode ainda desencadear um mecanismo de

resistência sistémica adquirida (SAR - "Systemic Aquired Resistence") que conduz à

resistência contra diversos organismos patogénicos durante algum tempo (De Wit,

2OO2).

Existem dois tipos possÍveis de interacção hospedeiro-patogéneo (Figura 4). O

reconhecimento de um gene Avr pelo respectivo gene R desencadeia uma resposta

HR e a interacção é incompatível, traduzindo-se numa resposta fenotipica

característica. Caso não exista um dos genes, Avr ou R, a interacção é compatível.

Neste caso se existir o gene Avr e náo existir o gene R, o gene Avr pode actuar como

um gene de virulência (vir) (De Wit, 2002).

Vários genes R foram clonados a partir de diversas espécies. Apesar destes genes

conferirem resistência contra diversos patogéneos, os seus produtos partilham

semelhanças estruturais, sugerindo que existem determinados sinais e eventos em

comum na resposta defensiva da planta. É predizÍvel que muitos destes genes

codifiquem para proteinas citoplasmáticas'

O primeiro gene bacteriano de avirutência a ser clonado foi o gene avrA da raça 6 de

Pseudomonas syingae pv. glycinea, por Staskawicz et al (1984). Após hibridação

deste gene com DNA de outras raças desta espécie não se detectaram sinais

positivos, concluindo-se que este gene pura e simplesmente não existia nestas raças e

levantando a hipótese de ter havido delecções prévias, ou do gene avrA presente na

raça G ter sido introduzido através de uma fonte exterior. Esta última hipótese foi

confirmada por'southern blot', onde foram detectadas cópias de DNA exÓgeno (Keen,

1eeo).
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Subsequentemente, outros genes de avirulência foram clonados e caracterizados. No

entanto, tanto as funções que desempenham no patogéneo, como o mecanismo pelo

qual conseguem elicitar uma resposta hipersensitiva na planta, são geralmente

desconhecidas.

Figura 4: Mecanismos de resistência e susceptibilidade em plantas.

O número de interacções hospedeiro-patogéneo, para as quais tenha sido provado

uma interacção física directa entre as proteínas R e Avr, é ainda muito limitado. Esta

observação sugere que em várias destas interacções não existe uma ligação física

directa entre estas proteínas, e que a percepção da proteína Avr pela correspondente

proteína R é estabelecida de uma forma indirecta. Esta percepção indirecta implica a

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

A 'Hipótese Guarda' propÕe que este terceiro componente pode ser o alvo de

virulência de uma proteína Avr. Deste modo, a ligação da proteína Avr ao seu alvo é

detectada pela sua proteína R correspondente, a qual está a 'guardar' o alvo de

virulência. Um aspecto intrigante desta hipótese é que o produto do gene Avr causa

avirulência por parte do patogéneo, durante a interacção com o seu alvo de virulência

no hospedeiro. lsto pode significar que as proteínas Avr têm um papel bifuncional
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(tanto de avirulência, como de virulência), podendo esta dualidade estar baseada num

único evento bioquímico (Luderer & Joosten, 2OO1).

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 estão relacionados com o hospedeiro que infectam. Existem duas

reacçÕes distintas possíveis quando a bactéria se infiltra nos tecidos da planta. A

primeira é uma interacção compatÍvel num hospedeiro susceptível, que se araderiza

pelo sintoma designado por 'water soaking', a que se segue a proliferação do

patogéneo e desenvolvimento dos sintomas. Em contraste, hospedeiros resistentes

desencadeiam uma reacção de hipersensibilidade, surgindo necroses ao fim de 12 a

24h ap6s infecção (Bender ef a/, 1999).

1.6.2.1. Compostos que afectam a capacidade de virulência

Um 'cluster' de genes conservado em procariotas fitopatogénicos, designado por

região hrp (resposta hipersensitiva e patogenicidade), afecta a capacidade da bactéria

em induzir a resposta hipersensitiva em não-hospedeiros, a sua patogenicidade em

plantas hospedeiras e a capacidade de se desenvolver dentro ou na superfície da

planta. Sabe-se ainda que estes genes codificam para a regulação e biosíntese da via

de secreção Tipo lll, utilizada para segregar proteínas de virulência, 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

virulência, nomeadamente polissacáridos extracelulares, fitotoxinas, enzimas de

degradação da parede celular, fitohormonas e citocininas (Bender ef a/, 1999).

Relativamente à importância dos genes hrp, Sisto et al. (2004) demonstraram que a

inactivação deste 'cluster' de genes impede completamente tanto a forma$o de

nódulos pelo patogéneo P. savastanoipv. savasÍanoi como a sua multiplicação dentro

do tecido do hospedeiro, ou seja, que os sintomas causados no hospedeiro não

dependem exclusivamente da produção de fitohormonas e citocininas.
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1.6.2.2. Fitotoxinas

As fitotoxinas são produzidas por patogéneos ou podem resultar como produtos da

interacção hospedeiro-patogéneo, prejudicando directamente os tecidos do hospedeiro

e influenciando o desenvolvimento da doença ou dos sintomas. Tanto bactérias como

fungos patogénicos produzem diversos metabolitos secundários tóxicos para as

plantas. As fitotoxinas podem ser especÍficas para um hospedeiro e serem exclusivas

de um determinado patogéneo, ou serem não-especÍficas e apresentarem actividade

numa vasta gama de hospedeiros (Bender eÍ 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 não serem necessárias para a virulência de P. syringae,

geralmente funcionam como factores de virulência nesta bactéria fitopatogénica. A sua

produção resulta num aumento da severidade da doença. Por exemplo, as fitotoxinas

podem contribuir para: (i) o movimento sistémico da bactéria na planta; (ii) influenciar o

tamanho da lesão e (iii) a multiplicação do patogéneo no hospedeiro (Bender ef a/,

leee).

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 níveis hormonais endógenos da planta,

podendo metabolizar percursores de síntese hormonal ou produzir e segregar

fitohormonas semelhantes. Uma vez que os sinais hormonais são crÍticos para a

regulação de vários processos fisiológicos, quaisquer modificaçóes nos seus nÍveis

hormonais através da interacção com estes microrganismos pode levar a alterações,

favoráveis ou desfavoráveis, no crescimento e desenvolvimento da planta,

dependendo do microrganismo em questão (Patten et a1.,2O00).

A auxina ácido indoleacético (lAA), produzida naturalmente pelas plantas, é crÍtica

para o seu crescimento e desenvolvimento. Está envolvida no controlo do processo de

dominância apical, elongação e diferenciação do xilema. A regeneração de plantas rn

vitro, por exemplo, é dependenle da razáo auxina:citocinina no meio de crescimento.

Existem formas modificadas de IAA em plantas, onde se crê conferirem propriedades

de transporte, armazenamento e destoxificação. Conjugados glicosilados são

frequentemente encontrados em tecidos germinais, podendo ser utilizados durante a
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germinagão e nos primeiros estágios de desenvolvimento. Conjugados de IAA com

aspartato e glutamato foram isolados de tecidos vegetais, parecendo representar

formas inactivas da hormona (Roberto, 1990).

A produção de lAA pode aumentar a competitividade de P. savastanoipv. savastanoi.

Os benefÍcios conferidos a bactérias co-inoculadas com estirpes produtoras de IAA

podem envolver modificações bioquímicas nos tecidos da planta hospedeira. A

turgescência e o aumento de permeabilidade nas células de vários tipos de tecidos

vegetais estão relacionados com a produção de lAA. As bactérias que se encontram

no local da infecção são beneficiadas pelo aumento de disponibilidade de nutrientes.

Outro benefÍcio para as bactérias oportunistas pode ser o metabolismo e

destoxificação de análogos do triptofano, inibidores tanto da planta hospedeira como

dos microrganismos que se encontrem na vizinhança (Silverstone eÍ a/., 1993).

Estima-se que 80% das bactérias isoladas da rizosfera podem produzir lAA. Algumas,

tais como Agrobacterium tumefaciens, Agrobacteium rhizogenes, Erwinia herbicola e

Pseudomonas syingae são fitopatogénicas, enquanto outras, incluindo membros dos

géneros Azotobacter, Pseudomonas, Azospirilum, Rhizobium, Bacillus e Enterobacter,

estimulam o crescimento da planta (Patten & Glick, 2000).

Existem várias vias biosintéticas envolvidas na produção de IAA em bactérias,

classificadas em termos dos intermediários. A via da indoleacetamida, na qual a

enzima triptofano monoxigenase converte o triptofano em indoleacetamida e a enzima

indoleacetamida hidrolase crrtaliza a conversão de indoleacetamida a ácido

indoleacético, é a principal via de produção de IAA em estirpes de P. syringae,

A. tumefaciens e E herbicola. Por outro lado, a sÍntese de IAA em Enterobacter

cloaceae e espécies de Azospirilum utiliza o ácido indolepirúvi@ como intermediário.

Esta via envolve a transaminação do triptofano em ácido indole-3-piúvico, seguida de

uma descarboxilação do 3-acetaldeído pela indole-3-piruvato descarboxilasee e uma

oxidação final, dando origem ao IAA (Patten & Glick, 2000).

Pseudomonas sayasÍanoi pv. savasÍanoi consegue conjugar o ácido indoleacético com

o aminoácido lisina, utilizando a via da indoleacetamida e dando origem à formação de

3-indoacetil-e- lisina (lAA-lisina) (Figura 5). A enzima responsável pela conversão de

IAA a |AA-lisina é a (indol-3-acetil) -L-lisina sintetase. Esta enzima depende de ATP e

cataliza a formação de uma ligação entre o grupo carboxil do IAA e o grupo amina do

aminoácido lisina (Penyalver eÍ al.,2000; Glass & Kosuge, 1986).

20



| - lntrodução

Em bactérias que não utilizam a enzima indoleacetamida na produção de lAA, de um

modo geral, verificou-se que suplementos de triptofano aumentam drasticamente a

produção deste composto. Em contraste, os genes envolvidos na via de produção de

IAA em P. syringae pv. syingae e P. savastanoipv. savastanoisão transcritos de uma

forma constitutiva (Patten & Glick,2000).

-É:.iÂ'rrl:i

:;tr:
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monoxtgenase
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Figura 5: Via de produção de ácido indoleacético em P. savastanoi.

Os genes iaaM, iaaH e iaaL que codificam para a produção das enzimas triptofano

monoxigenase, indoleacetamida hidrolase e IAA-lisina sintetase respectivamente,

localizam-se no plasmídeo plAAí em estirpes isoladas a partir de nódulos de oleandro,

enquanto que em isolados de oliveira a sua localização é cromossomal. Em estirpes

isoladas de oleandro os genes iaaM e iaaH enantram-se organizados num operão,

distando 2-3 kb do gene iaal, sendo este transcrito na direcgão oposta. Não se sabe

se as funções relacionadas com o metabolismo de IAA se localizam na região entre o

operão IAA e o gene iaaL. O tamanho e a composição do plasmÍdeo podem variar

entre estirpes de P. savasÍanoi pv. savastanoi (Penyalver et al., 2000; Glass &

Kosuge, 1993; '1988; 1986; 1985 e 1980).
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A produção de ácido indoleacético por P. savastanoiestá directamente associada com

a capacidade de virulência desta bactéria e tem sido objecto de estudo de diferentes

grupos de trabalho. A via de sÍntese deste composto apresenta várias funçÕes,

incluindo a destoxificação de vários análogos do triptofano, capazes de inibir o seu

crescimento. Algumas estirpes super-produtoras podem vir a ser utilizadas como

estirpes de referência em estudos futuros (Almonacid et a1.,2000).

Comai& Kusage (1988) mostraram que a inserção de um elemento de DNA móvel no

gene iaalrtl em alguns mutantes IAA inactiva a sua expressão, suprimindo a

capacidade de virulência, e que este elemento de DNA móvelcom elevado número de

cópias se encontra tanto no cromossoma como em plasmÍdeos. Posteriormente,

através da clonagem do gene iaaL ficou determinado que a produção de IAA ajuda a

conferir a indução de tumores em oliveira e oleandro. A perda de capacidade de

produção deste composto provoca apenas turgescência nos pontos de inoculação em

oleandro. Quando o gene iaaL foi introduzido num isolado de oliveira, observou-se

acumulação de |AA-lisina enquanto que o IAA teve uma redução de 30%. Assim, a

conversão de IAA em lAA-lisina influencia a quantidade de IAA em P. savastanoipv.

savastanoi, que continua a ser cÂpaz de se multiplicar no tecido hospedeiro 16 dias

após inoculação. Não sendo necessário para a multiplicação do patogéneo é

certamente crucial para a expressão dos sintomas da doença (Comai & Kusage,

1e86).

A quantidade de IAA em cultura está correlacionada com a capacidade de virulência,

uma vez que elevados níveis do composto levam a um aumento de dimensão dos

nódulos. O 'pool' de IAA é regulado pela razâo de síntese de IAA e pela razáo de

conversão de IAA em compostos adicionais tais como IAA-L. Espera-se assim que o

desenvolvimento de nódulos seja afectado pela alteração destas razões. Presume-se

que o IAA seja libertado no tecido da planta hospedeira pela hidrólise de IAA-lisina e

que o IAA livre seja a forma activa do composto que promove a formação de tumores.

Contudo, o IAA livre toma-se susceptível a ser degradado pelas peroxidases e IAA

oxidases da planta, enquanto que os conjugados deste composto são resistentes à

degradação. A capacidade de converter IAA em |AA-lisina pode ser necessária para

que haja uma óptima taxa de crescimento e expressão dos factores de virulência em

isolados de oleandro no hospedeiro (Comai & Kusage, 1986).

Foi demonstrado que a formagão de nódulos por P. savastanoi pv. savasfanoi em

oliveira e oleandro depende da produção de IAA e citocininas em conjunto. Uma

diminuição do período de incubação e aumento do crescimento dos nódulos está
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correlacionado com um aumento de produção de IAA e citocininas e estirpes mais

virulentas, ou seja, capazes de induzir a formação de nódulos de maiores dimensões

no menor período de incubação, apresentam maiores níveis de IAA e citocininas em

cultura. Actividades elevadas de citocininas parecem estar associadas à

patogenicidade em vários organismos tais como bactérias, fungos e insectos,

causando um sobre-crescimento em plantas, e as infecçÕes em oliveira e oleandro por

Pseudomonas sayasÍanoi podem ser mais um exemplo no qual as citocininas

desempenham um papel importante no desenvolvimento de sintomas (Surico et al.,

1e85).

Os genes que codificam para a produção de citocininas por P. syingae pv. savasÍanoi

tanto em estirpes isoladas de oliveira como de oleandro, localizam-se num plasmídeo

diferente do que possui os genes que codificam para a produção de lAA. A produção

de citocininas varia de acordo com a produção de lAA, no entanto, só é iniciada após

se ter atingido o pico de produção deste composto. Enquanto que o aparecimento dos

nódulos se deve provavelmente à produção de IAA nos tecidos infectados e parece

fazer diminuir o tempo de incubação da doença, a produção de citocininas parece

afectar o aumento de dimensão dos nódulos (Gardan et a|.,1992b).

2. Diversidade fenotÍpica e genómica em P. savastanoí pv. savastanoi

A classifica@o tradicional de bactérias baseava-se inicialmente na variação de um

determinado número de caracterÍsticas fenotÍpicas e bioquímicas, tais como

observação microscópica, crescimento em meios especÍficos e reacções enzimáticas.

Estes testes podem ser morosos e conduzir a resultados ambÍguos ou mesmo

enados. Por outro lado, são muitas vezes desapropriados quando se estuda uma

população de bactérias estreitamente relacionadas. Embora indispensável e em

alguns casos adequada, a abordagem baseada exclusivamente nestes métodos tem-

se revelado insuficiente.

Assim, a utilização de métodos fenotÍpicos padronizados que permitem a identificação

e caracterização de microrganismos veio revolucionar a classificação de bactérias e

tomou-se indispensável, sendo os sistemas comerciais tais como galerias API e

BIOLOG, os mais utilizados.

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

organizaçâo taxonómica das bactérias. A análise molecular envolve a utilização de
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técnicas que permitem diferenciar microrganismos a vários níveis. Alguns métodos

revelam um elevado poder discriminante relativamente a membros filogenetícamente

próximos, e também permitem a detecção de novas espécies com um nível de

sensibilidade muito superior à revelada pelos métodos tradicionais. A biologia

molecular é utilizada actualmente como uma fenamenta poderosa na identificação,

classificação e caracterizafio a nível inter e intra-específico de muitos organismos.

A tipificação molecular de patogéneos pode ser utilizada para estudos de variabilidade

genética. Esta análise detalhada, a nível de espécie, permite avaliar a diversidade de

uma determinada população e acompanhar a sua plasticidade genómica e evolução.

Pode assim avaliar-se a adaptação dos microrganismos a várias mudanças nas

condições ambientais. A aplicação de técnicas moleculares nesta avaliação deve

garantir um elevado poder de diferenciação e reprodutibilidade nos resultados obtidos.

A comparação e alinhamento de sequências dos ácidos nucleicos ribossomais (rRNA),

ou das sequências de genes correspondentes (rDNA) e/ou o alinhamento de

sequências nucleotídicas de outros genes, permite a reconstrução filogenética e a
informação taxonómica obtida é inestimável.

Estudos epidemiológicos levados a cabo por lacobellis eÍ a/. (1993) na ltália Central

mostraram que o isolamento efectuado a partir de nódulos de oliveira, bem como do

filoplano, deu origem a culturas puras de bactérias levano-positivas e não

fluorescentes, contrariamente às estirpes de P. sayasÍanoi pv. savastanoiisoladas de

oliveira. O frequente isolamento de bactérias com estas características levou à sua

caracterízação com base em testes de patogenicidade, testes bioquÍmicos, produção

de fitohormonas e isolamento de plasmídeos. Apesar das estirpes diferirem das

estirpes típicas, pertencem à mesma espécie e todas elas produzem de um modo

constitutivo elevados nÍveis de auxinas e citocininas, reconhecidos como factores de

virulência desta espécie.

Foi demonstrado por Ercolani (1993) que a maioria das estirpes de P. sayastanoipv.

savastanoirecolhidas de folhas escolhidas aleatoriamente em Abril e Outubro, revelam

baixos valores de similaridade fenotÍpica entre si quando comparadas com a maioria

das estirpes extraídas de nódulos nas mesmas alturas do ano. Deste modo, a maioria

das estirpes recuperadas dos nódulos parece reflectir o fenotÍpo das estirpes que, na

altura da infecção, dominavam as comunidades bacterianas epifíticas.

Todas as estirpes isoladas de nódulos de vários hospedeiros foram durante muito

tempo agrupadas em P. savastanoi pv. savasÍanor, embora fosse controversa a
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existência de variações importantes a nível patológico, bioquímico e genético, bem

como incompatibilidades na inoculação cruzada entre plantas diferentes. Por estes

motivos vários autores propuseram uma nova classificação da bactéria (Ercolani,

1e93).

Descobertas posteriores à 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 ácidos gordos e na localização dos genes

envolvidos na produ@o de IAA (cromossómico ou eÍracromossómico) e em

diferenças de'fingerprint'de restrição de DNA. Contudo, outros autores como Ercolani

e tal, 1993 acreditam na potencial influência de uma vasta gama de condigões

ambientais que podem ter impacto nos requisitos nutricionais e fisiológicos desta

bactéria.

Young & Triggs em 1994 avaliaram o potencial determinante de 36 testes bioquimicos

em 395 estirpes representantes de vários patovares de P. syringae e de três patovares

de P. savastanoi. A análise dos resultados demonstrou que a maioria das estirpes

(82yo) se distribuem por 15 grupos distintos, que podem reflectir os grupos como

patovares ou comg Um taxon SUperiOr, uma Vez que nãO Se conseguem Separar oS

patovares das duas espécies em estudo e algumas estirpes dos patovares de P.

syringae não conseguem formar grupos distintos'

Alvarez et al. realizaram um estudo em 1998, com o intuito de obter informação

adicional relativamente às populações da bactéria fitopatogéniea P. savasÍanoi pv.

savastanoirecolhida de diferentes hospedeiros em diferentes regiôes de Espanha. Os

autores procuravam definir se as variações fenotípicas se devem a factores abióticos,

ou a outros factores, e se estas estirpes diferem suficientemente para poderem ser

consideradas patovares. Os resultados agruparam os isolados em 15 fenótipos,

ficando estabelecida uma possível influência dos factores ambientais, uma vez que

estirpes isoladas de nódulos de uma espécie de planta com diferentes origens

geográficas são segregadas. A análise destes resultados leva a crer que existem

grupos homogéneos baseados em aspectos patológicos e bioquímicos, tendo em

conta que estirpes de diferentes hospedeiros mas do mesmo local aparecem também

segregados. Em suma, a variagão existente pode ser o resultado da interacção de dois

tipos de factores em simultâneo, condições ambientais e especificidade do hospedeiro'

Estes resultados confirmam que as populações de diferentes patossistemas são

diferentes e podem distinguir-se umas das outras através de caracteres fenéticos

fiáveis como: (i) perfis de ácidos gordos; (ii) produção de bacteriocinas e (iii) diferenças

rt-
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de 'fingerprint' de restrição de DNA. Existe uma heterogeneidade evidente a nível

bioquÍmico nas estirpes de P. savastanoi pv. savasfanoi, podendo esta dever-se a

factores ambientais, disponibilidade de recursos na planta hospedeira ou porque de

facto representam patovares diferentes.

A detecção e identificação de P. savastanoipv. savasÍanoi por métodos moleculares

expeditos encontra-se descrita. lnicialmente, esta detecção começou por ser realizada

através de crescimento enriquecido de bactérias isoladas de variedades inoculadas ou

infectadas naturalmente e ainda de tecidos assintomáticos, tirando partido da técnica

de PCR e utilizando 'primers' especÍficos dirigidos para o gene raal, não homólogo

com outros genes existentes nas bases de dados (Penyalver et a1.,2000).

Foram desenhados primers' internos e aplicada uma técnica ainda mais sensível de

detecção de P. sayastanoi pv. savasÍanoi em oliveiras assintomáticas, baseada no

método Nested-PCR numa única reacção (Bertolini et aI.,2002a). Posteriormente, esta

técnica foi adaptada a um ensaio de Multiplex-nested RT-PCR que permitiu a detecção

simultânea de P. sayastanoie de quatro vírus diferentes em isolamentos provenientes

de quinze cultivares (Bertolini et a|.,2002b).

O estudo da diversidade genómica em populações de P. savastanoi pv. savasÍanoi

utilizando os 'primers' ERIC, BOX e REP na amplificação de sequências repetidas ao

longo do genoma foi efectuado em 360 estirpes obtidas a partir de 1í árvores de O/ea

europaea provenientes de diferentes províncias italianas. A estrutura populacional das

estirpes foi determinada através de três algoritmos hierárquicos, mostrando uma

elevada semelhança entre os isolados. Verificou-se que os'primers' REP revelaram o

maior poder discriminante e que vários 'fingerprints' a partir do mesmo cultivar

persistiram ao longo de 2 anos de amostragem. A análise conjunta dos 'fingerprints'

obtidos com os três 'primers' utilizando o método de aglomeração UPGMA revelou 20

perfis a um nivel de 81o/o de semelhança, 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 não co-

especiaram. A estreita adaptação da bactéria à oliveira deve representar um fenómeno

de associação por colonizafio (Scortichini et al.,2004).
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3. Objectivos e plano estrutural do trabalho realizado

Neste estudo utilizou-se uma abordagem polifásica na caraclerizago dos isolados

obtidos a partir da recolha de nódulos de oliveira, do seguinte modo:

o Caracterizafio fenotípica dos isolados através de coloração de Gram,

detecção de actividade das enzimas catalase, oxidase e L-aminopeptidase, e

testes bioquímicos.

Pesquisa da produ@o in vitro de ácido indolaético (lAA) pelos isolados

utilizando uma técnica colorimétrica.

a

ldentificação dos isolados ao nÍvel de género por PCR-RFLPs do rDNA 165,

ldentificação dos isolados ao nÍvel de espécie por PCR-RFLPs do gene iaal

ldentificação e confirmagão dos isolados por Nested-PCR do gene iaaL

Avaliação da diversidade genómica dos isolados de P. savastanoi por BOX-

PCR, ERIC-PCR e REP-PCR.

Sequenciação da região rDNA 16S de alguns isolados identificados como

P. savastanoi e construção de uma árvore filogenética.

Esquema representativo do plano estrutural do trabalho realizado:

a

a

a

a

a

*

ffiffi
W ffi
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ll- MaterialeMétodos

Nos estudos fenotípicos e moleculares realizados, incluíram-se nove estirpes tipo e

seis estirpes de referência referidas na Tabela 3.

Tabela 3. Estirpes tipo e de referência utilizadas nos testes

fenotípicos e moleculares.

EstirPe

Pseudomonas savastanoi 1

Pseudomonas savasta noi 2

P se udo monas savasÍanoi 3

Pseudomonas syingae pv. syringae

Pseudomonas syringae pv. glycinea

Pseudomonas syrtngae pv. tomato

Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas fl uorescens

Pseudomonas putida

Pseudomonas sttttzei

Pseudomonas sP.

Pantoea agglomerans

Erwinia toletana

Escherichia coli

í lsolada de oleandro; 2' 3lsoladas de oliveira.

Origem

cEcT 93

DSMZ 502987

NCPB 2327

CFBP 25567

NCPPB 2411Í

GFPB 2212Í

CFBP 23517

cEcr 11or

CECT 3787

c:Ecr 324r

cEcr 93or

FCUL

U. Évora

U. Évora

ATCC 861

í. lsolamento de P. savastanoi através da recolha e processamento de nódulos

de árvores sintomáticas

A recolha de nódulos das variedades de Olea europaea L. Galega Vulgar (GV),

Cordovil de Serpa (CS) e Verdeal Alentejana (VA) foi efectuada no Alentejo, em várias

herdades, nas regiões de Moura, Reguengos e Serpa (Tabela 4).
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Tabela 4. Relação entre a origem de recolha das amostras e o número de colónias isoladas.

Região

Moura

Herdade

Sampaio Novo (SN)

Pinta BarÍis (PB)

No total No

de árvores CS

No

Golónias isoladas

í0

No

GV

No

VA

5

I

2

3

2

11

15

62

41

71 30

Falcoeira (HF)
Reguengos

Estrada (HE)

Monte Gato (MG)

Serpa Sáo Domingos (SD) 5 2

Brinches (B) 5 5

Total 26 12

O isolamento de bactérias totais a partir dos nódulos de oliveira foi efectuado através

de uma adaptação do método de Alvarez eÍ a/. (1998) e o número de colónias isoladas

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

Para cada árvore seleccionaram-se vários nódulos de diferentes dimensões, que

foram lavados com etanol a 70o/o e secos em papel absorvênte. A seguir procedeu-se

a uma lavagem com 150 ml de HzO destilada estéril, com agitação, durante 30 min a

28oC. Os nódulos foram cortados em porções com menor dimensão possível em

condições de assépsia e transferidos para um tubo com 5 ml de HzO destilada. As

suspensões bacterianas foram obtidas após agitação vigorosa durante 5 min. A partir

das suspensões, fizeram-se diluições 10-1, 1O-2 e'10-3 e inoculou-se 't00 pl de cada

uma das diluições em meio sólido Pseudomonas Agar P (Merk). A incubação foi

efectuada numa estufa a28oC.

Após crescimento, seleccionaram-se todas as colónias representantes dos diferentes

tipos de morfologia obtidas a partir da diluição 10-3. As colónias seleccionadas foram

purificadas recorrendo a repicagens sucessivas por riscado a partir de uma colónia

isolada, no mesmo meio de cultura, e mantendo as condições de incubação.

2

3

2

4

5

3

5

4

35

40

16924
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2. Caracterizaçâo fe notÍp ica

Todas as colónias isoladas foram submetidas a um conjunto de testes fenotÍpicos que

permitem a identificação a níveldo género Pseudomonas.

Para determinação do tipo de reacção de Gram, observação da morfologia e para

detecção das actividades da catalase e oxidase, recorreu-se a métodos correntemente

utilizados em Bacteriologia e que se encontram descritos em diversos manuais de

laboratório (ver como exemplo Gerhardt et a1.,1981).

O procedimento experimental de detecção da enzima L-alanina aminopeptidase foi

realizado de acordo com as instruçÕes do fabricante (Bactident Aminopeptidase,

Merck).

Para a pesquisa de produção de pigmentos fluorescentes foram utilizados os meios de

cultura comerciais Pseudomonas Agar F (Merck) e Pseudomonas Agar P (Merck). A

inoculação e observação das placas foram realizadas de acordo com as instruções do

fabricante.

3. Caracterização bioquím ica

Para caracterizafio bioquímica foi seleccionado aleatoriamente um conjunto de

isolados. Utilizaram-se as galerias API 20 NE (bioMérieux) e testes bioquímicos

incluídos nas galerias API 50 CH (bioMérieux), frequentemente utilizadas no estudo de

Pseudomonas isoladas de diferentes hospedeiros. Estes últimos testes foram

preparados no laboratório, tal como descrito seguidamente.

O sistema Api 20 NE é um micro-método que permite a identificagão de bastonetes

Gram-negativos, não fastidiosos e que não pertençam à família Enterobacteiaceae. A

inoculação das estirpes escolhidas bem como os resultados da leitura da galeria foram

efectuadas de acordo com as instruções do fabricante (bioMérieux).

Para os testes incluídos nas galerias AP! 50 CH utilizaram-se caixas e,om 24 poços

('NUNC'TC24), em substituição das galerias API 50 CH. Preparou-se meio base (0,3

g / L de extracto de levedura,l g lL de (NHg)zHPOa, 0,2 g lL de KCl, 0,2 g / L de

MgSO+ e 7 g I L de agar), com o indicador de pH púrpura de bromocresol 0,04o/o. A

partir do meio base foram preparados diferentes meios suplementados com fontes de

carbono a O,5o/o (adonitol, arabinose, celobiose, citrato, eritrose, frutose, fu@se,
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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 poços da caixa 'NUNC' TC24. Preparou-se

uma suspensão de bactérias em soro fisiológico correspondendo aproximadamente ao

valor2 da escala de MacFarland (bioMérieux), e inoculou-se 10 pl da suspensão de

células em cada um dos poços, Procedeu-se à leitura dos resultados após 24 horas de

incubação a 28oC, por registo de alteração de cor apresentada pelo indicador de pH

dos meios e por compara$o com os mesmos meios de cultura não inoculados.

Todos os isolados identificados como pertencendo ao género Pseudomonas e

potenciais membros da espécie P. savastanoi Íoram conservados em meio BHI

contendo 20o/o de glicerol a - 70oC.

4. Produção de Ácido lndotacético (lAA)

A pesquisa da produção de IAA in vitro foi efectuada a partir de um grupo de isolados

seleccionados aleatoriamente, utilizando uma adaptação do método descrito por

Almonacid et al., (2000), Para tal repicou-se uma colónia de cultura para um tubo

contendo meio líquido BHI (Biokar Diagnostics) suplementado com O,2o/o de L-

triptofano. A incubação foi feita a 28oC com agitação, 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 am 2 ml de

reagente Van Urk Salkowski (FeCl3 0,5 M e 35o/o de HCIO+ em HzO). Após 25 min, a

leitura da densidade óptica foi efectuada por espectrofotometria (Unicam 8700 UV/vis

Philips) a 530 nm e a concentração de IAA produzido estimada a partir de uma curva

padrão de IAA onde se incluÍram os pontos 10 pg/ml, 50 pg/m|,200 pg/ml e 300 pg/ml.

5. Extracção de DNA

5.í. Extracção de DNA total

5.í.í. Método do tiocianato de guanidina

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

lÍquido, utilizando uma adaptação do método de Pitcher eÍal. (1989).
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Para cada isolado inocularam-se 50 pl de cultura em 4 ml de BHI e incubou-se a 28oC

com agitação, 'ovemight'. 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 I mM). Adicionou-se 500 pl de reagente GES (Tocianato de guanidina 5 M,

EDTA 100 mM, Sarcosil O,5o/o vlv), agitou-se por inversão e colocou-Se em gelo 5-10

min, verificando a eficácia da lise através da obtenção de uma solução transparente.

Adicionaram-se 250 pl de NH+Ao 10 M frio, colocou-se em gelo 10 min e adicionou-se

1 ml da mistura clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), misturando por inversão.

Centrifugou-se a 18000 g durante 10 min e recuperou-se o sobrenadante, tendo o

cuidado de não arrastar a interfase. Para precipitar o DNA adicionou-se igual volume

de isopropanol frio, misturou-se por inversão e enrolaram-se os novelos de ácidos

nucleicos com uma ansa, mergulhando-os num eppendorf contendo etanol a 70%. Nas

amostras em que não se observou a formação de novelos centrifugou-se o

sobrenadante a 18000 g, 10 min e lavou-se 'pellet' com 1 ml de etanol a 7Oo/o,

descartando o sobrenadante após centrifugação. Após 5-10 min de secagem,

solubilizaram-se os ácidos nucleicos em 500 pl de TE com RNase (50 pg/ml) e

incubou-se num banho a 37oC, durante 30 min. Efectuou-se outra purificação,

adicionando 500 pl de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1), misturando por inversão e

centrifugando a 18000 g durante 10 min. Ao sobrenadante adicionou-se í/10 do

volume de acetato de sódio (NaAC) 3M frio (pH 5,2) e 2,5 volumes de etanol absoluto

frio, misturando por inversão. Centrifugou-se a 18000 g e procedeu-se à solubilização

do DNA em 100 pl de TE. Procedeu-se à quantificagão do DNA por fotometria

(UV1101 Biotech Photometer) através da leitura a 260 e 280 nm. O cálculo da

concentração de DNA foi feito através da seguinte fÓrmula:

IDNAI (ng/pl) = (4260 x 50 x volume total) /volume DNA

5.1.2. Método de fervura

A extracção de DNA de todos os isolados foi feita utilizando o método adaptado de

Sambrook et al. (2001').

lnocularam-se os isolados em meio BHI sólido e várias colónias de células foram

resuspensas em 100 pl de H2O. lncubou-se a cultura a 100oC durante 10 min até

observação de lise total, verificada através da clarificação da suspensão. Perfez-se o

volume a 500 pl com TE, ao qual se adicionaram 500 pl de fenol:clorofórmio:álcool
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isoamílico (25:24:1'1, homogenizando por inversão. Para recolha do DNA centrifugou-

se a í8OOO g, 5 min e recolheu-se a fase aquosa. Para precipitar o DNA adicionou-se

í/10 do volume de acetato de potássio (KAc) 3M e I volume de isopropanol, misturou-

se por inversão e incubou-se 5 min à temperatura ambiente. Centrifugou-se a 18000 g

durante 5 min e lavou-se o 'pellet' com 1 ml de etanol a 70o/o. Descartou-se o

sobrenadante, secou-se o 'pellet' numa estufa a 60oC durante 5 min e ressuspendeu-

se em 50-100 pl de TE.

5.2. Extracção de DNA Plasmídico

A extracção de DNA plasmídico de todos os isolados foi feita a partir de crescimento

em meio lÍquido, utilizando o método adaptado de Sambrok & Russel (2001).

As culturas foram obtidas por inoculação dos isolados, a partir de meio sólido, em 4 ml

de meio BHI e incubou-se a 28oÇ com agitação, 'overnight'. As células foram

recolhidas por centrifugação 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

18OOO g durante 5 min, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o'pellet'em

100 pl de Solução Alcalina I (Glucose 50 mM, Tris 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8),

agitando vigorosamente. Adicionaram-se 200 Ul de Solução Alcalina ll (NaOH 0,2 N,

SDS O,O2%), diluída no momento a partir da solução stock, misturou-se por inversão e

colocou-se em gelo 5 min. Adicionaram-se 150 pl de Solução Alcalina lll (KAc 5 M,

ácido acético glacial 11,5o/o), misturou-se por inversão e colocou-se em gelo 5 min.

Paraparaprecipitação do DNA plasmídico centrifugou-se o lisado a 18000 g durante 5

min e recolheu-se o sobrenadante. Para purificação do DNA obtido adicionou-se igual

volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamllico (25:24:1), misturou-se por inversão

várias vezes, centrifugou-se novamente a 18000 g durante 2 min e recolheu-se o

sobrenadante. Adicionaram-se 2 volumes de etanol absoluto à temperatura ambiente,

misturando por inversão e deixou-se o DNA precipitar durante 2 min. Centrifugou-se a

íBOOO g durante 5 min e adicionou-se 1 ml de etanol 70%Írio ao'pellet', misturando

por inversão. Centrifugou-se novamente a 18000 g durante 2 min, descartou-se o

sobrenadante e secou-se o'pellet' a 65oC cerca de 10 min. Ressuspendeu-se o'pellet'

em 50 plde TE com RNase (50 Ug/ml) e conservou-se a -20oC.
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6. ldentificação a nívelde género por PCR-RFLPS do rDNA í6S

Foi utilizada a técnica PCR-RFLPs adaptada de Widmer ef a/. (1998) recorrendo aos

'primers' universais: pA (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e pH (5'-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') (Massol-Deya et a1.,1995)e à enzima de restrição

de corte frequente Haelll.

6.í. PCR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacção de 50 pl, com 200 ng

de DNA, Tampão de PCR 1X, MgCl2 1,5 mM, 200 pM de cada dNTP, 0,5 pM de cada

'primer'e 1 U de lag Polimerase (lnvitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de óleo mineral e procedeu-se à reacção

de amplificação num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o

seguinte programa de amplificação: um período de desnaturação de 3 min a 94oC,

seguido de 35 ciclos com 1 min a 94oC, 1 min a 56oC e 2 min a72oC, e um perÍodo

finalde extensão de 5 min a72oC.

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

Preparou-se um gel de agarose 1% (lnvitrogen) em tampão 0,5X TBE (lnvitrogen).

Aplicaram-se no gel 10 pl de cada reacção de PCR, após adição de 2 pl de 10X

corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 1 Kb

Plus (lnvitrogen). Procedeu-se à electroforese em tampão 0,5X TBE a 90 volts,

durante 2 h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etídio (2 pg/ml) e a

imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

6.3. RFLPs

Procedeu-se à digestão de uma alíquota de DNA amplificado, num volume final de

reacção de 25 Ul, com 10 pl de DNA amplificado, 1x Tampão de restrição e 2 U de

Haelll (Takara). lncubou-se a reacção de digestão numa estufa a37oC, durante 3 h.

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

Preparou-se um gel de agarose 2,5% (lnvitrogen) em tampão 0,5X TBE (lnvitrogen).

Aplicaram-se no gel 25 pl de cada reacção de PCR, após adição de 2 pl de 10X

corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 100 bp

(lnvitrogen). Procedeu-se à electroforese em tampão 0,5X TBE a 90 volts, durante 2 h.
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Posteriormente o gel foi corado com brometo de etídio (2 pg/ml) e a imagem

digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

7. ldentificação a nível de espécie por PCR-RFLPS do gene íaal

Para amplificação do gene iaaL e restrição do produto amplificado recoÍreu-se a uma

adaptação do método de Penyalver et al. (2000), utilizando os 'primers' especÍficos

|AAL F (5',-GGCACCAGCGGCACC-3') e IAAL R (5',-CGCCCTCGGAACTGCGATAC-

3') e a enzima de restrição de corte frequente Haelll.

7.í. PCR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacção de 50 pl, com 200 ng

de DNA, Tampão de PCR 1X, MgCl2 1,5 mM, 200 pM de cada dNTP, 0,6 pM de cada

'primer' e 1,5 U de Taq Polimerase (lnvitrogen).

A cada tubo de PCR foiadicionada uma gota de óleo minerale procedeu-se à reacção

de amplificação num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o

seguinte programa de amplificação: um período de desnaturação de 3 min a 94oC,

seguidode3S ciclos com l min a94oC, 1 min a 62oCe 1 min a 72oC,e um período

finalde extensão de 5 min a72oC.

7.2. Observação dos produtos de PGR por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 1% (lnvitrogen) em tampão 0,5X TBE (lnvitrogen).

Aplicaram-se no gel 10 pl de cada reacção de PCR, após adição de 2 pl de 10X

corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 1 Kb

Plus (lnvitrogen). Procedeu-se à electroforese em tampão 0,5X TBE a 90 volts,

durante t h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etídio (2 pg/ml) e a

imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

7.3. RFLPs

Procedeu-se à digestão de uma alíquota de DNA amplificado, num volume final de

reacção de 25 pl, com 5 pl de DNA amplificado, 1x Tampão de restrição e 1 U de

Haelll (Takara), Incubou-se a reacção de digestão numa estufa a37oC, 'overnight'.
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7.4. Observação dos produtos de RFLPs por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 2% (lnvitrogen) em tampão 0,5X TBE (lnvitrogen).

Aplicaram-se no gel 25 pl de cada reacção de PCR, após adigão de 2 pl de 10X

corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 100 bp

(lnvitrogen). Procedeu-se à electroforese em tampão 0,5X TBE a 90 volts, durante 2 h.

Posteriormente o gel foi corado com brometo de etídio (2 pg/ml) e a imagem

digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.

8. ldentificação e confirmação dos isolados por Nested'PGR do gene iaal

Recorreu-se à re-amplificaçáo de DNA proveniente do produto de PCR do gene iaal

referido no ponto 6.í. através de Nested-PCR, adaptado de Bertolini et al. (2003).

Utilizaram-se os'primers' internos específicos definidos por estes autores, IAAL N1 (5'-

CTCCCTCTCCAACGTCTÍ-3') e IAAL N2 (5'-GCCTGATTTTCTTCTG-3'), em isolados

confirmados como sendo P. savastanoi e em todos os isolados para as quais não se

tinha obtido produto de amplificação.

8.í. PGR

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacção de 50 pl, com DNA

amplificado (diluição í:10) no ponto 6.1., Tampão de PCR 1X, MgCl2 1,5 mM,200 pM

de cada dNTP, 0,6 pM de cada 'primelJ e í,5 U de Taq Polimerase (lnvitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de óleo minerale procedeu-se à reacção

de amplificação num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o

seguinte programa de amplificação: um perÍodo de desnaturação de 3 min a 94oC,

seguido de 35 ciclos com 1 min a 94oC, í min a52oC e 1 min a72oC, e um período

finalde extensão de 5 min a72oC.

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

Procedeu-se à electroforese em gelde agarose talcomo referido no ponto 7.2
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9. Avaliação da diversidade genómica de isolados de P. savastanoí por BOX-

PCR, ERIC-PCR e REP-PGR

A técnica PCR baseada na amplificaÉo de sequências de DNA repetidas ao longo do

genoma, utilizando os'primers'i 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 genómicos de 'fingerprint' com potencial

diferenciante a nível intra-específico.

9.í. PCR

Os volumes dos reagentes das reacções de PCR e o programa de amplificação

utilizados foram os mesmos para ERIC-PCR, BOX-PCR e REP-PCR, só variando o

'primer'em cada reacgão de amplificação.

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacção de 50 pl, com í00 ng

DNA, Tampão de PCR íX, MgCl2 4 mM, 200 pM de cada dNTP, 2 pM de 'primer'e 2,5

U de Taq Polimerase (lnvitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de óleo mineral e procedeu-se à reacção

de amplificação num termociclador Robocycler g6 (Stratagene), de acordo com o

seguinte programa de amplificação: um perÍodo de desnaturação de 3 min a 94oC,

seguido de 35 ciclos com I min a 94oC, I min a 45oC e í min a72oC, e um período

finalde extensão de í0 min a72oC.

9.2. Observação dos produtos de PGR por electroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose í% (lnvitrogen) em tampão 0,5X TBE (lnvitrogen).

Aplicaram-se no gel 10 pl de cada reacção de PCR, após adição de 2 pl de 'lOX

corante azul de bromofenol (Takara), e 5 pl de marcador de massa molecular 1 Kb

Plus (lnvitrogen). Procedeu-se à electroforese em tampão 0,5X TBE a 80 volts,

durante 3 h. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etídio (2 pg/ml) e a
imagem digitalizada no programa KODAK 1D 2.0.
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10. sequenciação do rDNA í6s de alguns isotados de p. savastanoi e

construção de uma árvore filogenética

Foram utilizados os isolados 2, 6, l, 10, gl, 57, 60, 69, gS, gg, 92, 101, 12g e 142 e a
estirpe de referência P. savastanoiCÉCT 93 para sequenciação de uma região parcial

do rDNA 165.

í0.í. PcR

os'primers' universais pA (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') (Massol-Deya et al.,

í995) e 907R (5'-ccGTcAATTccrrrRAGTr-g') (Muyzer et at., 1996) foram
utilizados na reacção de amplificação por pcR de cada uma das estirpes.

Foram preparadas as misturas de PCR num volume de reacção de s0 pl, com 200 ng

de DNA, Tampão de PCR 1X, Mgcl2 í,5 mM, 200 pM de cada dNTp, 0,5 pM de cada
'primer'e 1 U de lag Polimerase (lnvitrogen).

A cada tubo de PCR foi adicionada uma gota de óleo minerale procedeu-se à reacção
de amplificação num termociclador Robocycler 96 (Stratagene), de acordo com o
seguinte programa de amplificação: um perÍodo de desnaturação de 3 min a g4o1,

seguido de 35 ciclos com 1 min a 94oc, 1 min a 50oG e 1 min al2oc,e um período

final de extensão de 5 min aZ2oC.

í0.2. observação dos produtos de pcR por electroforesê em ge! de agarose

Procedeu-se à electroforese em gel de agarose tal como referido no ponto 7.2.

í0.3. Purificação dos produtos de pCR

Utilizou-se o Kit 'Jet Quick PCR product purification Spin Kit' (Genomed), para
purificação dos produtos de PCR obtidos no ponto 10.1. de acordo com as instruções
do fabricante. Seguidamente procedeu-se à visualizagão de uma alíquota de 5 pl da
reacção de PCR purificada por electroforese em gel de agarose tal como referido no
ponto7.2.

í0.4. Sequenciação

A sequenciagão do produto de amplificagão do rDNA 16S das estirpes referidas
anteriormente decorreu no'Laboratório de Sequenciação e Análise de Fragmentos" do
lnstituto de Ciência Aplicada e Tecnologia (ICAT), recorrendo a um sequenciador
automático (CEQ-2000, Beckman). Utilizaram-se os 'primers' universais pA e g07R
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referidos no ponto 9. O software SEQ 8000 foi utilizado para visualização dos

electroferogramas, corecção e alinhamento das sequências obtidas, dando origem a
uma sequência final corrigida, para cada uma das estirpes.

Foi analisada a homologia de cada uma das sequências obtidas através de

comparação com sequências disponíveis na base de dados GenBank, no site NCBI

(National Center for Biotechnology lnformation), através de BLASTn (Atshul et al.,

1ee7).

í0.5. Construção de uma árvore filogenética

A construção da árvore filogenética foifeita com base nas sequências de rDNA obtidas

no ponto 10.4 e em sequências de estirpes de referência disponíveis na base de

dados GenBank. O alinhamento das sequências foi feito utilizando o software

Clustal X. Os modelos de inferência filogenética 'Neighbour Joining' e Máxima

Parcimónia foram aplicados no estudo das rela@es filogenéticas das estirpes

utilizando o software PAUP.
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lll- Resultados e Discussão

í. ldentificação a nível de género atrayés de testes fenotípicos

A recolha de nódulos 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 regiÕes de Moura, Reguengos e serpa. Em todas as herdades onde se
fez recolha de amostras foi possível constatar que o número de árvores sintomáticas

da variedade 'Galega Vulga/ era sempre muito inferior relativamente às variedades
'Cordovil de Serpa' e'Verdeal Alentejana'.

É de extrema importância que os nódulos sejam jovens, sendo a melhor altura do ano
para a sua recolha o início da Primavera ou do Outono. Nódulos mais velhos são

geralmente invadidos por bactérias oportunistas que se conseguem desenvolver de

uma forma mais rápida, tornando o reconhecimento do patogéneo mais difÍcil.

As pseudomonas patogénicas existem como populações homogéneas, em plantas

com lesões jovens o que torna o seu isolamento em cultura um processo relativamente

simples. Contudo, algumas formam agregados devido à produção de polissacáridos,

difíceis de dispersar, constituindo um entrave ao seu isolamento em meio sólido.

Após processamento dos nódulos, crescimento em placa e purificação das culturas,

todos os isolados foram submetidos aos seguintes testes fenotípicos básicos:

- coloragão 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 proteínas e lipopolissacáridos;

- Detecção de actividade da enzima catalase: a acumulação de peróxido de hidrogénio

e, em alguns cÉlsos, superóxido extremamente tóxico produzidos durante a

respiração aeróbia, por degradação de carbohidratos para produção de energia,
pode resultar em morte celular, a menos que o microrganismo que as produz seja

cÂPaz de as degradar enzimaticamente, Microrganismos capazes de produzir

catalase rapidamente degradam estes compostos tóxicos. por outro lado, a
incapacidade de degradação destes compostos por microrganismos anaeróbios

estritos, faz am que não sejam capazes de crescer na presença de oxigénio.
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Detecção de actividade da enzima oxidase: A enzima citocromo oxidase

desempenha um papel vital no sistema de transporte de electrões durante a

respiração aeróbia, catalisando a oxidação de um citocromo reduzido, resultando na

formação de HzO ou H2O2.

- Detecção de actividade da enzima aminopeptidase: a L-alanina aminopeptidase é

uma enzima que se localiza no invólucro celular de bactérias e cuja actívidade é
relevante praticamente exclusiva em microrganismos Gram-negativos. Esta enzima

degrada vários substratos com a consequente obtenção do aminoácido L-alanina.

Os resultados indicam haver uma correlação significativa entre o resultado deste

teste e o comportamento Gram dos microrganismos.

- Pesquisa de produção de pigmentos fluorescentes em Pseudomonasi utilização do

meio de cultura Pseudomonas Agar P, que estimula a produção de piocianina e/ou
piorubina, reduzindo a formação de fluoresceína, e o meio de cultura Pseudomonas

Agar F que estimula a produção de fluoresceína, reduzindo a formação de piocianina

e/ou piorubina. A utilização simultânea destes dois meios de cultura permite uma

rápida identificação preliminar da maior parte das espécies de Pseudomonas, uma

vez que algumas estirpes só sintetizam piocianina, outras fluoresceína, e em casos

raros, ambos os pigmentos em símultâneo.

Com base nos resultados destes testes fenotípicos aplicados aos 169 isolados, 25

foram eliminados por serem Gram-positivos ou por não serem bastonetes e os

restantes 144 ioram considerados como membros do género Pseudomonas. É de

salientar a diversidade morfológica no que diz respeito à cor e tamanho das colónias

em meio sólido, bem como da dimensão dos bastonetes apresentada pelos diferentes

isolados, através de observação microscópica.

No que se refere à actívidade das enzimas catalase e aminopeptidase obtiveram-se

100% de resultados positivos, o que está de acordo com o esperado para p.

savastanoi. Relativamente à actividade da enzima oxidase, 73o/o revelaram-se

positivos. P. savastanoi iá 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 referência de P. syingae incluÍdos

neste estudo são oxidase positivos. Não será, por isso de estranhar que a maioria dos

isolados tenha dado resultados positivos em relação à actividade da enzima oxidase,

apontando contudo estes resultados para a existência de diversidade intra específica.
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Relativamente à produção de fluorescência, apenas 10% dos isolados produzem

pigmentos em pelo menos um dos meios testados (Pseudomonas Agar F e

Pseudomonas Agar P). Contudo, a produção de pigmentos fluorescentes não é um

critério determinante na identificação do género Pseudomonas. Todas as estirpes de

referência pertencentes a este género apresentam fluorescência em meio

Pseudomonas Agar F, e coloração salmão em meio Pseudomonas Agar P, excepto as

estirpes de referência de P. savastanoi. No entanto a estirpe tipo de P. savastanoi

apresenta coloração salmão em meio Pseudomonas Agar P, enquanto que as outras

duas estirpes de referência desta espécie não produzem pigmentos em nenhum dos

meios testados. Portanto, estes resultados levam a crer que os isolados que não

produzem pigmentos fluorescentes podem pertencer a P. savastanoi.

Os resultados fenotípícos para os 144 isolados considerados como pertencentes ao

género Pseudomonas encontram-se na Tabela A em anexo.

No que se refere à diversidade em P. savastanoi, lacobellis et al. (1993) verificaram

que o isolamento de estirpes de nódulos de oliveira, bem como do filoplano, deu

origem a culturas puras de bactérias com características fenotÍpicas diferentes das

estirpes típicas isoladas de oliveira, concluindo-se que esta espécie não 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 fenotípica.

2. ldentificação a nÍvel de espécie através de testes bioquímicos

Os testes utilizados foram aplicados a 50 isolados seleccionados aleatoriamente, com

o objectivo de obter uma identificação a nÍvel de espécie e, simultaneamente, avaliar a

diversidade fenotÍpica.

O sistema API 20 NE (bioMerieux) é um micro-método de testes bioquímicos e de

assimilação que permite a identificagão de bastonetes Gram-negativos, não

fastidiosos, que não pertençam à famÍlia Enterobactertaceae, como é o caso das

bactérias do género Pseudomonas. Estes microrganismos são não fermentativos e

aeróbios estritos.
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Dos 20 testes presentes nas galerias API 20 NE, apenas em dois testes os 50 isolados

apresentaram resultados idênticos, enquanto que para os restantes se obteve uma

variabilidade de resposta (Tabela 5).

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

Resultados
Testes galerlas API 20NE

(% posltlvos)

Oxidação da glucose

Assimilação de gluconato e malato

Redu@o de nitratos a nitritos

Assimilação de arabinose, manitol e manose

Presença de Í3-galactosidase

Assimilação de N-acetil-glucosamina e citrato

Hidrolise da esculina

Assimila@o da maltose

Assimilação de adipato

Fermentação da arginina

Produção de indole

Assimila$o de fenil-acetato

HÍdrólise da ureia

Hidrólise da gelatina

Assimilação de carpato

Fermentação da glucose

Presença de citocromo oxidase

10

De acordo com a tabela de resultados previstos (bioMérieux) para várias 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-

100o/o), fermentam arginina (80-94%) e possuem cítocromo oxidase (98-100%), e que

praticamente nenhuma (O-1%) produz indole, fermenta glucose, hidrolisa esculina e

possui R-galactosidase. Para os restantes testes obtêm-se resultados muito variáveis

consoante a espécie. Estes resultados estão de acordo com os obtidos para as

estirpes de referência P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida e P. stutzen incluídas

neste estudo.
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Os resultados obtidos relativamente aos isolados incluídos neste estudo utilizando as

galerias API 20NE são concordantes com os resultados referidos acima para oxidação

da glucose, assimilação de gluconato, malato e citrato, produção de indole e

fermentação da glucose. No entanto, os testes de hidrólise da esculina, presença de

R-galactosidase, assimilação de carpato, fermentação da arginina e presença de

citocromo oxidase revelaram resultados contrários aos descritos.

Já Alvarez ef a/. (1998) tinham descrito que, no caso de P. savastanoi, apenas os

testes de oxidação da glucose (+), fermentação da arginina (-), produção de indole (-),

fermentação da glucose, hidrólise da ureia (-) e presença de R-galactosidase (-)

originaram resultados homogéneos e concordantes com os previstos para outras

espécies do género Pseudomonas (bioMérieux). Excluindo o teste da fermentação da

arginina e da hidrólise 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 incluÍdos no presente

estudo e para a estirpe de referência P. savastanoi CECT 93.

Assim, pode-se assumir que os isolados utilizados neste estudo podem pertencer a

outra espécie de Pseudomonas, não incluída nas galerias API 20 NE. O resultado

obtido para a fermentação da arginina aproxima mais estes isolados de P. savastanoi.

Utilizaram-se testes de assimilação 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 assimilagão de fontes de carbono, com excepção da oxidação da

glucose, observou-se variabilidade de resposta no grupo dos 50 isolados analisados

(Tabela 6). No entanto, para testes comuns às galerias API 20 NE os resultados

obtidos foram concordantes.
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Tabela 6. Resultados dos testes de assimilação de fontes de carbono (50 isolados)

Testes de asslmilação de fontes de carbono Resultados

(% positlvos)

Oxidação da glucose 100

Assimilação de arabinose, galactose, manitol, manosê e xilose 90

Assimilação de citrato 80

Assimilação de celobiose, ribose, sacarose, trealose e inositol 60

Assimilação de glicerol 50

Assimilação de adonitol, rafinose, sorbitol e turanose 0

Assimilação de sorbose í0

Assimilação de eritritol e melezitose 20

Fermentação da glucose

Assimilação de futose, 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 incluídos 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 assimilação de manose (+), glicerol (+), sorbose (-),

fucose (-), ramnose C) e turanose (-). No entanto, quatro foram discordantes,

nomeadamente a assimilação de frutose (+), sorbose (-), celobiose G) e fucose G). Os

testes de assimilação de arabinose e xilose, para os quais se obteve no presente

estudo 90% de resultados positivos, estão incluídos nos testes descritos como sendo

muito heterogéneos.

Tendo em conta os testes comuns às galerias API 20NE e aos testes de assimilação

de fontes de carbono, utilizados neste estudo, pode ainda verificar-se que existe

concordância entre os dois paÍa a oxidação da glucose, assimilação de arabinose,

citrato, manitol e manose e fermentação da glucose. Assim pôde-se confirmar a

homogeneidade destas características fenotípicas nos isolados utilizados neste

estudo. A diversidade intra-específica obtida relativamente a algumas das
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características fenotípicas era esperada, tendo em conta que vários autores referem

estas variações 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 bioquímicos utilizados, estes

constituem uma componente importante quando se pretende aplicar uma abordagem

polifásica.

Os testes fenotÍpicos clássicos são relativamente morosos e os resultados que daí

advêm, ainda que muitas vezes suficientes para identificar o género a que pertencem

os isolados, não são suficientes para identificar a espécie. Deste modo, torna-se

imprescindível reconer a testes moleculares.

3. Produção de ácido indoleacético (lAA)

O envolvimento da fitohormona ácido indoleacético (lAA) na patogenicidade foi já

claramente demonstrada para a espécie P. savastanoi pv. savasÍanoi (Glickman et al.,

1ee8).

Atendendo ao facto de a produção de ácido indoleacético (lAA) por P. savasÍanoi estar

directamente associada com a capacidade de virulência desta bactéria e de a via de

síntese deste composto apresentar várias funções incluindo a destoxificação de vários

compostos, capazes de inibir o seu crescimento, pesquisou-se a produção deste

composto in vitro.

O método utilizado permitiu quantificar a produção de IAA num conjunto de 44

isolados, aos quais também se aplicaram os testes bioquímicos referidos no ponto 2, e

comparar os nÍveis de produção relativamente às estirpes de referência P. savastanoi

DSMZ 50298r e P. savasÍanoi CECT 93,

Obtiveram-se diferentes níveis de produção de lAA, existindo no entanto um conjunto

de isolados para os quais o nível de produ@o deste composto é próximo dos obtidos

para as estirpes de referência referidas. No entanto devido à heterogeneidade dos

valores obtidos optou-se por agrupar os restantes isolados em quatro grupos

(Figura 6).
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Figura 6: Produção de IAA (pg/ml) em isolados obtidos a partir de nódulos de oliveira e em
estirpes de referência do género Pseudomonas.
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É de salientar que tanto para o isolado 9 como para as estirpes de referência P.

syringae pv. tomato, P. putida e P. aeruginosa não se detectou produção de lAA.

Almonacid et al (2000), utilizando a mesma técnica colorimétrica, detectaram

superprodução de IAA numa estirpe de referência de P. putida. Tendo em conta os

resultados obtidos por estes autores, os resultados negativos podem não significar

ausência de produção, mas sim níveis inferiores aos limites do método nas condições

aplicadas.

Poder-se-ia partir do princípio que todos os isolados para os quais se verificou a

produção de IAA pertencem à espécie P. savastanoi, uma vez que foram obtidos a

partir de nódulos de oliveira e sintetizam este composto. Neste ensaio verificou-se que

estirpes de referência, correspondentes a espécies que não se encontram descritas

como sendo patogénicas para a oliveira, produzem lAA. P. savastanoi pv. savastanoi,

earadenza-se por produzir IAA através de uma via metabólica exclusiva desta

espécie. Deste modo, seria necessário efectuar um ensaio adicional de forma a

determinar a via biossintética envolvida na síntese de lAA, tanto para estirpes de

referência como para os isolados estudados, para se poder correlacionar a produção

de IAA com P. savastanoipv. savasfanor. No entanto, como não se estudou a via pela

qual o composto é produzido e dado que outras espécies fitopatogénicas, como por

exemplo, Agrobacteium tumefaciens, Agrobacteium rhizogenes, Erwinia hehicola e

Pseudomonas syingae também produzem IAA (Patten & Glick, 2000), os resultados

obtidos são indicativos e não determinantes a nÍvel de espécie. Pode-se observar

através do gráfico da Figura 6, que três patovares de reÍerência de P. syringae

produzem IAA e ainda que as estirpes das espécies P. fluorescens, P. stutzei e

Pseudomonas sp. também possuem capacidade de sÍntese do composto.

A análise adicional efectuada com os resultados obtidos demonstrou ainda que não

existe conela@o entre os valores de produção de IAA relativamente à região de

recolha das amostras ou às variedades das árvores de onde foifeita a amostragem.
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4. ldentificação a nívelde género por PCR-RFLPS do rDNA í6S

O gene de rRNAIGS do operão ribossomal é frequentemente utilizado em estudos

moleculares dado a sua sequência ser muito conservada intra-especificamente e, em

alguns casos, até a nÍvel de género. A análise das relações filogenéticas do género

Pseudomonas e as reavaliações taxonómicas permitiram o agrupamento das

diferentes espécies em grupos de similaridade rRNA, baseadas em estudos de

hibridação rRNA/DNA. Deste modo, P. savastanoi inclui-se no grupo rRNA I tal como

P. aeruginosa, P. fluorescens P. putida, P. syringae e P. stutzei, sendo consideradas

como membros de um grupo filogenético homogéneo.

O agrupamento dos isolados de acordo com a sequência do gene de rRNA 165 foi

testado por PCR-RFLPs. Widmer et a/. (1998) utilizaram um protocolo de PCR-RFLPS

específico parua amplificação de rDNA 165, na detecçâo selectiva de Pseudomonas

(sensu strictu) em amostras ambientais, pertencentes ao grupo rRNA l. Este protocolo

pode também ser utilizado como um método rápido na identificação a nivel de género.

A amplificação baseia-se na utilização de um par de 'primers' muito especíÍicos

obtidos a partir da pesquisa de sequências disponíveis na base de dados 'The

Ribossomal Database Project' e digestão do produto amplificado com a enzima de

restrição Haelll. Foi testada também a amplificação de rRNA 165 com 'primers'

universais que produziram um fragmento de 1000 bp e digestão dos produtos

amplificados com a enzima Haelll, originando um perfil de restrição com três

fragmentos, com massas moleculares de aproximadamente 650 bp, 200 bp e 150 bp,

para todas as espécies de Pseudomonas do grupo rRNA I 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 inclusão no grupo rRNA l. Pesquisaram-se na base de

dados NCBI (National Center for Biotechnology lnformation) sequências de rRNA 16S

de algumas espécies de Pseudomonas, nomeadamente de todas as estirpes de

referência utilizadas. O estudo teórico sobre a restrição destas sequências 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 serão comuns para Pseudomonas spp. do

grupo rRNA !.

Após amplificação do rDNA 16S das estirpes de referência P. aeruginosa,

P. fluorescens P. putida, P. savastanoi, P. syingae e P. stutzen com 'primers'

universais, obteve-se um fragmento com cerca 1500 bp. Para todas as estirpes
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referidas, a restrição do produto amplificado com a enzima Haelll deu origem ao perfil

característico. Perante estes resultados, foi utilizada a mesma metodologia para 30

isolados tendo sido obtidos três perfis diferentes e distintos do perfil I de referência

(Tabela 7). Na Figura 7 encontram-se representados exemplos para cada um dos

perfis de restrição obtidos.

Tabela 7: Perfis de restrição do rDNA í6S obtidos para as estirpes de referência e isolados

testados.

Perfilde restrição

rDNA í65
Dimensão dos fragmentos obtidos

680 bp,22Obp e 170 bp, í60 bp, 145bp

320 bp, 22Obp,200 bp, í70 bp, 160 bp

320 bp, 280 bp, 200 bp, í70 bp, 160 bp

320 bp, 280 bp, 180 bp, 160 bp

n Perfil das estirpes de referência incluídas no estudo

M1 M123M

7,8,18,39,77,

85,94, 108,128

1, 12, 13, 28,37,

40,44,50

2,5,6, 19,22,24,

34,43,46,67, 68,

105,112

Flgura 7: Perfis de restrição do rDNA 165.

M- Marcador molecular 100 bp (lnvitrogene)

A - Perfil I caracterisüco para estirpes de
referência de Pseudomonas

B- Perfis obtidos para os isolados testados.
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A variabilidade intrÍnseca do gene de rRNA 16S obtida paÍa a população de isolados

em estudo é claramente superior à esperada para membros da mesma espécie, tendo

em conta que estirpes de referência de espécies diferentes apresentam

inclusivamente o mesmo perfil. Os polimorfismos detectados nos isolados testados

levam a considerar a hipótese de que estes podem pertencer a espécies ou géneros

diferentes. A utilização desta metodologia apesar de agrupar os isolados, não permitiu

garantir que se trata de membros do grupo de similaridade de rRNA L

5. ldentificação a nívelde espécie por PGR-RFLPS do gene íaal

A amplificaÉo e restrição do gene iaaL permitem uma rápida identificação de

P. savastanoi sendo discriminante relativamente a outras bactérias, uma vez que

baseia na amplificação de um gene muito conservado. Este gene apresenta uma

menor variabilidade intrínseca, atendendo ao facto de estar associado à

patogenicidade. A utilização de 'primers' específicos origina um produto de

amplificagão de 454 bp e o respectivo perfil de restrição com a enzima Haelll origina

dois fragmentos de 279 br e 175 bp, característicos desta espécie.

Dos 1M isolados previamente seleccionados através de caracterizaSo fenotípica,

apenas 20 foram inicialmente identificados como P, savastanoi aplicando esta

metodologia. Utilizou-se DNA total extraído pelo método adaptado de Pitcher eÍ al,

(1989), através do qual se pode obter DNA com um elevado grau de pureza. No

entanto, e apesar das características fenotípicas semelhantes, não se obteve produto

de amplificação para o gene raaL nos restantes isolados.

Devido ao escasso número de resultados positivos, foi testado um outro método mais

simples de extracção de DNA, adaptado de Sambrok ef a/. (1989). Este é um método

eficiente de extrac@o de DNA em bactérias Gram-negativas, não se obtendo no

entanto um DNA tão intacto e puro como no método referido acima, mas aumentando

o rendimento da extracção. É ideal para aplicação de métodos rotineiros de biologia

molecular, como sendo a utilização de técnicas baseadas em PCR. A amplificação do

gene iaal utilizando este método revelou ser mais efreaz, aumentando para 51 o

número de resultados positivos.

Encontra-se descrito que o gene laal tanto se pode localizar no cromossoma como

em plasmídeos, dependendo do isolado e do hospedeiro que infecta. De acordo com

alguns autores, os genes responsáveis pela produção de IAA encontram-se
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organizados num operão plasmídico em estirpes isoladas de oleandro, mas parecem

localizar-se no cromossoma no cÉrso de estirpes isoladas de oliveira (Penyalver eÍ a/,

2000; Glass & Kusage, 1988; Surico et a|,1985).

Outros autores defendem a loealizafio estritamente plasmÍdica em ambos os casos

(Glickman eÍ a/, 1998; Comai & Kosuge, 1983). Ainda assim existem diferenças

significativas entre estirpes relativamente à dimensão do plasmídeo onde se

encontram os genes responsáveis pela produ@o de lAA. Em duas estirpes de

P. savastanor, EW2009 e EW2015, isoladas de oleandro, os genes responsáveis pela

produção de IAA localizam-se no plasmÍdeo plAAl de 52 kb, enquanto que na estirpe

P8205, isolada de oliveira, estes genes se encontram no plasmídeo plAA2 de 72 kb,

de acordo com Comai& Kosuge (1983).

Em bactérias, muitas vezes os genes associados à virulência encontram-se

preferencialmente em plasmídeos e não no DNA genómico. Assim e dada a

controvérsia no que diz respeito à loe.alização dos genes responsáveis pela produção

de IAA em isolados de oliveira e face ao baixo número de resultados positivos obtidos

na amplificação deste gene utilizando DNA total, procedeu-se à extracção de DNA

plasmídico, utilizando o método adaptado de Sambrok & Russel (2001). Este método

de extracção é bastante simples e eficÂz, permitindo efectuar posteriormente testes

moleculares com resultados fiáveis.

Foi possível, através da utilização de DNA plasmÍdico amplificar o gene iaaL em 26

isolados, dos quais 18 isolados já tinham dado resultado positivo utilizando DNA total e

I isolados para os quais não se tinha ainda obtido produto de amplificação.

Para alguns isolados, como resultado da amplificação, obteve-se não só o fragmento

característico coÍrespondente a 454 bp, mas também outros fragmentos. Estes

isolados não foram considerados como membros pertencentes a esta espécie, tendo

em conta o estudo efectuado por Penyalver et al(2000). Para as estirpes de referência

P. savastanoi, P- aeruginosa, P. fluorescens e P. stutzen foi obtido o fragmento de

amplificação característico para P. savastanoi. Para a estirpe de referência P. putida,

para além do fragmento de dimensão esperada, obteve-se um fragmento de dimensão

superior. Na Figura I estão representados exemplos dos produtos de amplificação

obtidos para alguns isolados e estirpes de referência.
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7
FIgura 8: Gel de amplificação do gene raal.

M: Marcador'100 bp (lnvitrogene);

1: P. savastanoi CECT 932;

2: isolado 6;

3: isolado 7;

4: isolado 37;

5: isolado 60;

6: P. aeruginosa CECT 110r;

7= P. fluorescens CECT 378r;
8: P. putidaCECT 324Í;
9: P. stu?eri CECT 93Or

Na análise de restrição do gene iaaLÍoram seleccionados todos os isolados e estirpes

de referência para as quais se obteve o fragmento de amplificação esperado, A

digestão dos produtos amplificados com a enzima de restrição Haelll, originou os dois

fragmentos de 279 bp e 175 bp, característicos de P. savastanoi. A estirpe de

referência P. putida, segundo os estudos efectuados por Penyalver eÍ al (2000),

deveria originar dois fragmentos de restrição com 310 bp e 130 bp, perfeitamente

distintos do perfil de P. savastanoi. Contrariamente, neste estudo apesar ter havido

digestão incompleta, P. putida apresenta o perfil de restrição característico 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 amplificação e restrição

esperados para P. savastanoi levanta a questão da fiabilidade desta metodologia

enquanto método de identificação. No entanto como todos os isolados foram obtidos a

partir de nódulos de oliveira, sem dúvida locais de infecção que indicam a presença de

P. savastanol, esta questão poderá não ser relevante.

Este ensaio resultou na obtenção do perfil característico de amplificação e restriçâo do

gene iaaL para 63 isolados. Para I destes isolados, assumiu-se que a localização do

gene seja exclusivamente plasmÍdica, dado que só se obtiveram resultados positivos

utilizando DNA plasmídico. Para 18 dos isolados, os resultados foram positivos quer a

partir de DNA total, quer a partir de DNA plasmídico. Dada a possibilidade de

contaminação do DNA total com DNA plasmídico, a localização do gene nestes

isolados deverá ser plasmídia. Para os restantes 27 isolados, para os quais só se

obtiveram resultados positivos utilizando DNA total, assumiu-se que a localização do

gene é cromossomal. Estes resultados não revelam uma correlação entre a

loalizafio do gene iaaL e o hospedeiro, tendo em conta que todos os isolados foram

obtidos de oliveira, nem tão pouco que a localização deste gene é cromossomal
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nestes isolados, como tem vindo a ser descrito por vários autores (Penyalver eÍ a/,

2000; Glass & Kusage, 1988; Surico et al, 1985).

4 6 7 8I
Figura 9 Gel de restrição do gene raal.

M: Marcador 100 bp (lnvitrogene);

1: P. savastanoi CECT 932;
2: isolado 6;

3: isolado 7;

4: isolado 37;

5: isolado 60;

6: P. aeruginosa CECT 110r;

7: P. fluorescens CECT 378r;
8: P. putida CECI 324Í;
9: P. stutzeriCECT 930r

6. ldentificação e confirmação dos isolados por Nested-PCR do gene íaal

A técnica Nested-PCR baseia-se na amplificação de uma sequência alvo, a partir de

um primeiro produto de PCR, através da utilização de um conjunto de 'primers'

internos que amplificam um fragmento de dimensão inferior. Esta técnica permite

aumentar o rendimento e a especificidade do produto esperado, bem como a

sensibilidade na sua detecção.

Aplicou-se esta metodologia na identificação de isolados para os quais não se obteve

anteriormente produto de amplificação para o gene iaaL e na confirmação de isolados

previamente identificados, utilizando DNA total e plasmídico.

Recorrendo à amplificação do gene raal por Nested-PCR, obteve-se o fragmento

correspondente a 338 bp, característico para P. savastanoi. Utilizando DNA total foi

possível identificar 25 isolados e confirmar os resultados obtidos por PCR-RFLPs para

22 isolados. Utilizando DNA plasmídico foi possível identificar 14 isolados e confirmar

os resultados obtidos por PCR-RFLPs para 26 isolados.

Segundo Penyalver et al. (2000), a sequência do gene iaal de P. savasÍanoi não

apresenta homologia com nenhuma outra sequência disponível nas bases de dados.

Através de estudos de hibridação, Glickman et al. (1998) detectaram a presença do

gene iaaL em plasmídeos de vários 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 referência de outras espécies, nomeadamente nos patovares

de P. syringae (Figura 10).

Figura í0: Gel de ampliÍicação do gene taal com os 'primers' F/R e re-ampliÍicação com o§

'primers'Ní/N2 em estirpes de referência. Para cada estirpe, as duas primeiras

'lanes' representam amplificação a partir de DNA total e as duas seguintes a partir

de DNA plasmídico. 1: Pantoea aglomerans.2: Erwinia toletanai 3: P. savastanoi

CECT 93r; 4'. P. savastanoi DSMZ 50298r; 5: P. savasÍanoi NCPB 2327;6: P'

aeruginosa CECT 1'10r; 7: P. putida CECT 324r; 8'. P. stutzeri CECT 930r; 9: P'

fluorescens CECT 378r; 10'. Pseudomonas sp.; 11: P. syingae pv. ÍomaÍo CFBP

2212r; 12: P. syingae pv. syringae CFBP 2556r; 13 P. syringae pv. gtycinea

NCPPB 2411r;14: P. syringae pv. morsprunorum CFBP 2351Í
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A presença de outras espécies de Pseudomonas em simultâneo com P. savastanoi

em nódulos de oliveira não se encontra descrita. Contudo, está já referenciado que o

rápido desenvolvimento de bactérias saprofitas ou oportunistas ocorre. E o caso de

Pantoea agglomerans e Erwinia toletana, com algumas características fenotípicas

idênticas a Pseudomonas, que podem reduzir a eficiência de plaqueamento e

isolamento de P. savasÍanol, mesmo utilizando meios semi-selectivos (Penyalver et al,

2000; Rojas et a|,2004).

Perante estes factos foram incluídas ainda neste estudo estirpes de referência de

Pantoea agglomerans e Erwinia toletana e os resultados positivos obtidos levantam

uma questão preocupante relativamente à fiabilidade das identificações obtidas,

levantando a hipotese de que a técnica utilizada não é suficientemente discriminante

na identificação dos isolados.

Assim, face aos resultados obtidos e à 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. savastanoiencontram-se na Tabela B em anexo.

7. Avaliação da diversidade genómica dos isolados de P. savastanoi por BOX-

PCR, ERIC-PCR e REP-PCR

Famílias de pequenas sequências de DNA repetidas e muito conservadas encontram-

se distribuídas no genoma de várias espécies de bactérias, podendo ser utilizadas na

distinção e classificação de estirpes de uma mesma espécie, gerando perfis de DNA

que funcionam como 'fingerprints' específicos. Estas sequências podem ser divididas

em três famílias, que não apresentam homologia significativa entre si. A primeira

família engloba os elementos palindromicos repetitivos extragénicos (REP), a segunda

família inclui as sequências do consenso intergénico repetitivo de enterobacteriáceas

(ERIC) e a terceira família abrange os elementos BOX. As sequências REP, ERIC e

BOX desempenham um papel importante na organização do genoma bacteriano e

esta organizaçáo tende a ser moldada por fenómenos de selecção. A forma como

estas sequências se encontram dispersas no genoma pode ser indicativa dos

fenómenos evolutivos que ocorreram (Louws et a|.,1994).
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Os métodos de tipificação molecular utilizando sequências repetidas em genomas de

procariotas têm sido aplicados ao género Pseudomonas, tanto para identificação como

para diferenciação. Os estudos de variabilidade baseiam-se nos polimorfismos de

dimensão existentes em determinadas regiões do genoma, reflectidos pelos perfis de

bandas obtidos. As técnicas utilizadas baseiam-se na amplificação das diferentes

regiões 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 população dentro de uma espécie. E ainda possível distinguir populações, que

não são distinguíveis por características fenotípicas, metabolicas e de patogenicidade.

A amplificação das sequências BOX, ERIC e REP por PCR dos isolados

presuntivamente identificados como P. savastanoi, teve como principal objectivo a

utilização de uma técnica molecularsimples, fiável e eficaz que permitisse a definição

de raças fisiologicas correlacionáveis com a variedade, a herdade e/ou a região da

recolha das amostras, dada a dificuldade e complexidade na análise de resultados

quando se utilizam métodos baseados em características fenotípicas, bioquímicas e

testes de patogenicidade.

Analisando os perfis obtidos para 13 dos isolados identificados à priori como

P. savastanol (Figura 11), verifica-se que em todas as técnicas se obtiveram perfis

com poucos fragmentos, o que parece revelar um baixo poder discriminante

intra-específico. Tendo em conta que estão 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, B, 12e 13 apresentam perfis muito

semelhantes com qualquer uma das técnicas.

Figura íÍ: Gel de amplificação por BOX-PCR, ERIC-PCR e REP-PCR (da esquerda para a direita).

M: Marcador 1 kb Plus (lnvitrogene); 1 a í3, número 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

construídos para cada uma das técnicas utilizando o coeficiente Pearson e o método

de aglomeração UPGMA (media aritmética não ponderada), revelam que é possível

formar'clusters' bem definidos.

Em cada uma das técnicas incluíram-se réplicas de isolados escolhidos

aleatoriamente, represenlando 10o/o da amostragem total. Para cada um dos isolados

foram efectuadas três reacções de PCR independentes de forma a avaliar a

reprodutibilidade de cada técnica. A análise dos três dendrogramas correspondentes

às réplicas (10% da amostragem) permitiu determinar a reprodutibilidade de cada uma

das técnicas, ou seja, o valor de semelhança médio, a partir do qual duas réplicas são

consideradas iguais. Para BOX-PCR obtêm-se 80,7%, para ERIC-PCR 70,5%, para

REP-PCR 76,50/0 e para as três técnicas em conjunto 72,7%. Estabeleceu-se assim o

nível médio mínimo de 75o/o para a análise dos 'clusters' formados em cada

dendrograma obtido.

A análise dos dendrogramas individuais para cada técnica permitiu verificar se as

relações entre as estirpes de um determinado 'cluster' se mantêm ou se alteram

quando é aplicada outra técnica de tipificação. Os dendrogramas obtidos a partir dos

perfis de BOX-PCR e ERIC-PCR revelaram que a maioria dos 'clusters' são coesos,

independentemente da técnica utilizada. Por outro lado, quando se aplica a técnica de

REP-PCR verificou-se uma maior dispersão dos isolados no dendrograma obtido.

Deste modo pode concluir-se acerca do maior poder discriminante de REP-PCR

relativamente os isolados testados. Não foram incluídos os perfis únicos, não

agrupados em'clusters'.

Os perfis obtidos para as três técnicas foram analisados em conjunto através de um

dendrograma global (Figura 12). Apesar de demonstrada a existência das sequências

repetidas BOX, ERIC e REP no genoma dos isolados testados, não foi no entanto

possível obter perfis característicos para o estabelecimento de raças fisiologicas

devido ao elevado potencial de diferenciação verificado.
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A partir de todos os dendrogramas obtidos, construiu-se uma tabela (Tabela 8) de

modo a resumir a análise efectuada para cada um deles, salientando o número de

'clusters' formados, o nível de semelhança do agrupamento dos isolados nestes

'clusters', e aos isolados pertencentes a cada um deles.

Tabela B. Análise de dados relativa aos dendrogramas obtidos com ênfase no número de

'clusters'formados, nível de semelhança dos agrupamentos e isolados agrupados.

Dendrograma
'Clusters' %

(no de isolados) semelhança
lsolados

BOX-PCR

(79 isolados)

Br(2)

B il (30)

B ilr (12)

B rv (5)

BV(2)

B vr (2)

B Vil (2)

B vilr (4)

B rx (3)

Bx(5)

B xr (2)

B X[ (8)

B Xilr (2)

83,1

76,8

50,132

36,43,
67,68,
96,103

75,2

82,5

89,3

87,1

93,9

83,8

88,3

80,9

92,6

76,6

80,1

133, 130, 127, 14, 22, 58, 62, 80, 82,
70, 101, 46, 57,83, 15, 139, 116, 71,
, 105, 1 12, 124, 19, 32, 142

,2,', 
", 

'. ,6,2, ,24,73,74, 88,89, 91

119, 121, 137, 49,5

55,

P. syringae pv. morsprunorum CFBP 2351r

98,123

P. savastanoi DSMZ 50298r,

P. savastanol NCPB 2327

18,85,31,77

108,111,94

7,8, 9, 39, 128

61,144

47, 64, 125, 126, 135, 37, 44, 40

60, P. aeruginosa CECT 110r

ERIC-PCR

(65 isolados)

Er(3)

Eil(2)

E ilr (9)

E rv (2)

EV(6)

E Vr (7)

E Vil (7)

E Vilr (4)

E rx (2)

80

83

84,6

81,7

82,4

83,6

82,7

81,7

84,7

20,37,144

92,135

32,58,6, í16, 130,49, 76,127,139

62,137

80, 133, 82,14,15,142

19, 24, 2, 70, 1 12, 101, 103

57, 83, 46, 7 1, 67, 68, 124

40,41,96, 73

47,50
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EX(2)

E Xr (2) 88,9

E Xil (6) 80,2

125,126

P. aeruginosaCECT 110r,

P. syringae pv. syringae CFBP 2556r

12,13,3, 9, 1,

P. savastanoi NCPB 2327

55,88, il,89
31, 128,39, 60

77,85,94, 108, 1 í I

94

E Xilr (4)

E xrv (4)

E x/ (5)

89,4

75,9

80,5

REP-PCR

(56 isolados)

R r(2)

Ril(2)

R ilr (2)

R rv (11)

RV(4)

RVr(5)

R vil (8)

R Vm (4)

R rx (3)

RX(2)

R xr (2)

R Xil (3)

R Xilr (3)

R xrv (3)

81,7

75,4

77,4

76,2

78,7

79,1

76,5

76,4

75,7

92,7

83,2

76,2

84,6

75,2

R xv (3) 79,6

R )ur (3) 84,5

91,127

67, 135

73,74

116,112, 103,2,3, 64, 96, 124,43, 132, 1

36,76,32,139

80, 82, 49,98,123

6, 5, 13, 106, 70, 111,24,9

68, 71, 57, 58

54,137, 126

14,28

92,144

37,44,20

8,10,7

88,89,85

60, P. savasfanoi CECT 93,

P. syringae pv. glycinea NCPPB 2411r

y,133,77

GLOBAL

(23 isolados)
G r(2)

Gil(2)

G ilr(2)

G rv (2)

GV(5)

G vr(4)

G Vil (4)

G Vil (4)

G rx (2)

75,3
P. savastano, DSMZ 50298',

P. savasÍanoi NCPB 2327

94, 108

7,8

88,89

70,71,57,68,58

103,112,80, 82

6,2,24,5

1,3,12, 13

37,44

87,7

95,6

93,7

77,4

76,5

75,3

79,3

75,3
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NOTA: Os isolados a cores encontram-se no mesmo grupo, quando são aplicadas diferentes técnicas.

Verificou-se que o número 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' paru REP-PCR), variando no entanto o número 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 mantêm uma relação entre si, outros isolados relacionados surgem noutro

'cluster'.

para avaliar a diversidade neste estudo, com base não so no nÚmero isolados

presente em cada 'cluster', mas também na proporção com que estes isolados se

distribuem pelos diferentes 'clusters', foram aplicados os índices de Shannon e de

Simpson a cada dendrograma. Neste caso o índice de Shannon mede a incerteza

associada à previsão do 'cluster' a que um determinado isolado pertence, enquanto

que o índice de Simpson dá 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. Índices de diversidade obtidos para os quatro

dendrogramas constru ídos.

Dendrograma índice de Shannon índice 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 índices aplicados, verifica-se uma distribuição

equitativa dos isolados pelos diferentes 'clusters' para todos os dendrogramas, uma

vez que tendem para o valor máximo (1) e, portanto, a existência de níveis elevados

de diversidade genomica intra-específica.

Devido ao elevado índice de diversidade obtido para todos os dendrogramas não foi

possível estabelecer correlação entre os isolados e a variedade de oliveira de onde

foram recolhidos, nem com a região de origem.
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De todos os ensaios realizados até este momento, é razoável extrair duas conclusões:

em primeiro lugar existe uma grande incoerência nos mêtodos de identificação

propostos, o que não permite assegurar a identificação dos isolados como P.

savastanoi, mas também não permite exclui-los; em segundo lugar, os isolados em

estudo, provenientes da mesma espécie de hospedeiro, apresentam uma grande

heterogeneidade fenotípica e genómica.

Apesar de se ter iniciado este estudo na convicção de estar a analisar uma colecção

de isolados de P, savastanoi, é legitimo considerar a possibilidade de ter na colecção

isolados de outras espécies, ou mesmo de outros géneros. Deste modo foram

seleccionados alguns representantes para aplicação de outros testes moleculares

elucidativos.

8. Sequenciagão do rDNA í6S de alguns isolados e construção de uma árvore

filogenétlca

A análise dos resultados obtidos por PCR-RFLPS do rDNA 165 revelou existir

variabilidade ao nível dos locais de restrição reconhecidos pela enzima Haelll. Estes

resultados conduziram ao agrupamento dos isolados em três grupos, conespondentes

a três perfis de restrição diferentes. Por outro lado, os resultados obtidos na

cu,racltenza ro fenética (fenotípica e genómica) mostraram igualmente existir uma

elevada heterogeneidade na colec@o dos isolados estudados. Assim, optou-se pela

sequenciação e análise das sequências do rDNA 165, como método potencialmente

identificativo quer a nível de género, quer a nível de espécie.

A vasta colecção de sequências, actualmente disponÍveis nas bases de dados para

estudos de homologia, faz da sequenciação uma das metodologias mais importantes,

fiáveis, expeditas e actuais. O gene de rRNA í65, para além de ser um excelente

marcador molecular, encontra um elevado número de representantes nas bases de

dados de sequências procariotas, sendo escolhido por excelência para estudos de

identificação.

Assumindo que os isolados utilizados nos testes fenotÍpicos, de identificação e de

avaliação da diversidade genómica presuntivamente identificados como P. savastanoi,

de facto pertencem a esta espécie e dada a heterogeneidade fenética obtida,

procedeu-se à sequenciação 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 características fenotípicas, perfis de PCR-RFLPS 16S e distribuição nos'clusters'

obtidos por avaliação da diversidade genómica.

A análise de homologia das sequências parciais do rDNA 165 alinhadas para cada um

dos 14 isolados, bem como da estirpe de referência P. savastanoiCECT 93, foi feita

através de BLASTn (Atshul et al,, 1997), na base de dados GenBank, no site da NCBI

(National Center for Biotechnology lnformation). Os resultados obtidos revelam que os

isolados, 2,6,10,57, 68, 88, 101 e 142, pertencem à espécie Pantoea agglomerans,

os isolados 37 e 92 pertencem à espécie Pantoea oleae, os isolados 7, 85 e 128, à

espécie Erwinia toletana, sendo o isolado 60 o único identificado como Pseudomonas

savastanoi.

Os níveis de homologia determinados entre a sequência de cada isolado e a

sequência da espécie a que pertencem (Figura 13) foram obtidos a partir do

alinhamento com as sequências das estirpes de referência P. agglomerans ATCC

27'155, P. oleae ATCC 33243, E. toletana ATCC 700880 e P. savastanoi pv.

savastanoiATCC 1352r, disponíveis na base de dados NCBI. Esta análise permitiu

verificar que os niveis de homologia entre as sequências dos isolados e as sequências

da espécie a que pertencem variam entre 987o 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 sequência de P. savastanoie as restantes espécies

pode variar entre 82 e 89%, e que relativamente a estas a maior homologia (94-98o/o)

se verifica entre P. agglomerans e E. toletana. Este resultado é coerente com o Íacto

de várias espécies de Erwinia terem sido reclassificadas e incluidas no género

Pantoea, com base em análises filogenéticas obtidas a partir de sequências de rDNA

165 (Rojas et a1.,20041.

Com base na análise dos resultados obtidos por sequenciação dos isolados,

procedeu-se à construção de uma árvore filogenética, onde se incluíram as estirpes de

referência utilizadas nesse estudo. Foram incluídas ainda estirpes de referência 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. syingae pv. tomato CFBP 2212, P. syingae pv.

syringae CFBP 1392 e P. stutzei CFBP 2443. Aconstrução da árvore filogenética teve

como objectivo perceber as relações dos isolados com as espécies a que pertencem,

bem como as relações filogenéticas entre as diferentes espécies em estudo, tendo

sido utilizada Legionela pneumophila ATCC 33215 como'outgroup'.
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Figura í3: Esquema representativo da percentagem de homologia com base
em sequências rDNA 165. (#: número de identificação do isoladdo)

Os métodos de inferência filogenética baseados na análise de DNA, RNA ou proteínas

permitem estudar a evolução e taxonomia dos organismos. Geralmente, as relações

filogenéticas entre os organismos são representadas sob a forma de árvore. Cada

árvore apresenta uma topologia característica, representativa das relações

filogenéticas dos organismos em estudo e requer a existência de sequências

homólogas suficientemente representativas para análise. No entanto, a árvore

filogenética originada pelas sequências de um determinado gene, ou famÍlias de

genes, não representa obrigatoriamente à árvore filogenética dos taxa

conespondentes (Nei & Kumar, 2000).

Existem vários modelos estatÍsticos utilizados na construção de árvores filogenéticas,

sendo os mais comuns: (i) 'Neighbour joining' e (ii) Máxima parcimónia (Nei & Kumar,

2000).

Erwinia toletana

u#'^tQa
/rut 128

85-87
Fantoea oleae

99%

37
92

P. savastanoi

60
P. savastanoi

cEcT 93

93 - 95 o/o

91 -94Yo

Pantoea agglomerans

88

2
6

10
68
't01

57
142
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(ii) - Método de distância -'Neiqhbour ioinino'

Neste método são calculadas as distâncias para cada um dos pares de Íaxa. Após

a junção de dois 'neighbours' (vizinhos), estes passam a constituir um taxa único,

sendo{he adicionado o mais próximo, e assim sucessivamente. A árvore é

construída por jungão sucessiva dos vizinhos mais próximos. Sempre que houver

uma divergência na sequência, associada provavelmente a um fenómeno de

especiação, dá-se uma bifurcação do ramo correspondente, que se designa por

nó. A confiança assumida em cada nó pode ser verificada por um teste de

'bootstrap', de forma a verificar a verosimilhança da árvore obtida.

(ii) - Método da máxima parcimónia

Este método procura encontrar a árvore com a topologia mais parcimoniosa, que

seja compatÍvel com o menor número de substituições num determinado conjunto

de sequências, assumindo, no entanto, que qualquer substituição de base ou

aminoácido é possÍvel. O menor número de substituições que explicam o processo

evolutivo completo é escolhido, sendo o procedimento repetido para todas as

árvores que apresentem uma topologia correcta.

A análise da filogenia obtida com as sequências parciais do rDNA 16S dos isolados e

das sequências das estirpes de referência, utilizando o método de distância'neighbour

joining' (Figura 14), permitiu confirmar a identificação dos isolados sequenciados e,

consequentemente, determinar sua afiliação filogenética. Os isolados pertencentes a

cada uma das espécies dentro dos diferentes géneros ficam todos agrupados no

mesmo ramo filogenético. A árvore sem raiz construída agrupa o isolado de

P. savastanoi com todos os patovares de P. syingae e coloca as outras espécies de

Pseudomonas num outro grupo próximo. Do mesmo modo, os isolados de P. oleae

encontram-se todos no mesmo grupo, o mesmo se verificando para P. agglomerans e

E. toletana. Estas três espécies relacionam-se Íilogeneticamente entre si, afastando-se

dos grupos formados pelas diferentes espécies de Pseudomonas. A relação mais

próxima entre P. agglomerans e E. toletana já tinha sido prevista pela análise de

homologia, confirmando-se assim essa previsão.
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Com base na homologia das sequências parciais rDNA 165 dos isolados e das

estirpes de referência foi construída outra árvore filogenética (Figura 14) utilizando o

método da máxima parcimónia. A árvore obtida foi muito idêntica à árvore obtida com

o método de distância 'neighbour joining'. No entanto, como este método contabiliza o

menor número de substituições que explicam o processo evolutivo completo, a

dÍstância dos ramos dos géneros envolvidos na análise anterior relativamente ao

'outgroup' L. pneumophila é indicativa dos fenómenos evolutivos que oconeram até

agora. Assim sendo, P. agglomerans, P. oleae e E. toletana parecem ter softido uma

evolução mais rápida do que as espécies de Pseudomonas.

A identificação de 14 isolados por sequenciação do gene de rRNAl63, exceptuando o

isolado 60, contraria os resultados obtidos na identificação presuntiva dos isolados

como P. savastanoipor PCR-RFLPs e Nested-PCR. Tendo em conta estes resultados

e a diversidade fenética encontrada, procedeu-se a uma análise dos resultados

obtidos até então.

P-savastanol
P.syringao pv. glycinea

P.sydngae pv. morcprunorum
P.syringao pY. tomato

P -syrlngae pv. sydngao
P.putida

P. savasÍaroi CECT 93
60

P. aeruginosa
P. iluorescens

P. stulzerii

96

100

oleaeP
37
92

E. toletana

L. pneumophila

í00

88

Flgura í4: Árvore filogenética construída com base nas sequências parciais de rDNA 165 dos isolados e de
estirpes de referência da base de dados NCBI, utilizando o método de'neighbour joining'.

7
85

128

P.agglomerans
2
6
í0
57
66
101
142
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9. Análise de resultados face à sequenciação do gene rDNA í65

Os resultados obtidos por sequenciação do gene do rDNA 165 de 14 isolados

permitiram fazer uma análise dos resultados obtidos por métodos utilizados

anteriormente.

Através da identificação fenotípica (referida no ponto 1) obtida para os isolados

sequenciados é possível verificar que existem não so diferenças entre isolados que

pertencem à mesma espécie, mas também entre estes e a estirpe de referência da

espécie a que pertencem, excepto para os isolados identificados como P. oleae, para

os quais não foi incluída estirpe de referência (Tabela 10). Apesar da variabilidade

fenotípica obtida para as quatro espécies pertencentes a três géneros distintos

(Pseudomonas, Pantoea e Erwinla), verifica-se que os testes das actividades das

enzimas catalase e aminopeptidase originam resultados positivos em todas elas. No

entanto, estes resultados so permitem concluir que são microrganismos Gram-

negativos aeróbios ou microaerofílicos. Como já foi referido anteriormente, a

fluorescência não serve como método de identificação e a actividade da enzima

oxidase varia consoante a espécie.

Tabela 10. Testes fenotípicos dos isolados identificados por sequenciação e das estirpes de referência a

que pertencem.

AMOSTRA TIPo cATALASE oXIDASE AMINoPEPTIDASE FLUoREScÊNcA FLUoREScÊNcIA

DE COLONIA MEIO F MEIO P

P. savastanoi
DSMZ 502987

60 SDVA4

Branca pq

Branca med

+

+ +

+

+

salmão

P. agglomerans

2 PB 35 GV1

6 SN3 CS1

1O SN2 CSg

57 SD VA3

68 SD GVí

88 SD CS4

Branca gd

Branca pq

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ salmão

salmão

37

92

MG CS1

SD CSs

+ +

/r i. + -

+

+

+

E. toletana

7 SN1 CS1

B5 SD CS3

128 B CS3

Branca gd

Branca med

Branca gd

salmão

salmão

salmão

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ salmão
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No que se refere à restrição do produto do rDNA 16S amplificado por PCR (referido no

ponto 4) para identificação de Pseudomonas (sensu stictu), obtiveram-se três perfis

para os isolados testados. No entanto todos eles diferentes entre si e distintos do perfil

obtido para as estirpes de referência. Tendo em conta os resultados da sequenciação

do rDNA 165 pode-se prever que o perfil ll corresponde a isolados de Erwinia toletana,

o perfil lll a isolados de Pantoea oleae e o perfil lV a isolados de Pantoea

agglomerans, uma vez que cada perfil inclui isolados identificados por este método;

dois isolados do perfil ll, um isolado do perfil lll e três isolados do perfil lV. Com base

nesta previsão fez-se um estudo teórico de restrição das sequências de rDNA 16S das

estirpes de referência referidas no ponto 8, utilizando o software WebCuter (Tabela

í1). Todas as sequências utilizadas entre 1105 e 1510 bp correspondem à dimensão

dos fragmentos amplificados para os isolados estudados.

Tabela íí. Perfis de restrição do gene rDNA í65 de estirpes de referência utilizadas no estudo

de sequenciação.

Perfil de restrlgão

rDNA í65

![

DImensão

dos fuagmentos obtldos

682 bp, 220 bp e '171 bp, 163 bp, 145

bp,59 bp,34 bp, 19 bp,9 bp

Estlrpes de referêncla

P. savastanoi pv. savastanoi

ATCC 1352r

IV

317 bp, 219 bp, 180 bp, 160 bP, 136

bp,59 bp,34 bp

3'17 bp, 278 bp,2O4 bp, 180 bp, 167

bp,162 bp, 136 bp, 34 bp,32 bP

3í7 bp, 278 bp,180 bp, 161 bp, 151

bp, 137 bp,35 bp,34 bp

Erwinia toletana

ATCC 700880

Pantoea oleae

ATCC 33243

Pantoea agglomerans

ATCC 27155

Verifica-se deste modo que os perfis obtidos para os isolados encaixam nos perfis

obtidos para as estirpes de referência tendo em conta a gama de fragmentos entre os

682 bp e os 136 bp, uma vez que a resolução do gel utilizado não permitiu separar

conectamente fragmentos de dimensão muito próxima, nem visualizar fragmentos de

menor dimensão.
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Perante os resultados referidos é previsível que os perfis obtidos permitam distinguir

estirpes pertencentes a estas espécies. Estes resultados são também esclarecedores

no que diz respeito à variabilidade encontrada nos isolados recorrendo a esta

metodologia.

A identificação e confirmação de P. savstanoi por PCR-RFLPs e Nested-PCR do gene

iaaL (reterida nos pontos 5 e 6) originaram resultados positivos para espécies

pertencentes a outros géneros, nomeadamente para todos os isolados identificados

por sequenciação. A falta de fiabilidade destas técnicas baseadas em PCR utilizadas

para identificação de P. savastanoi ficou assim demonstrada. Este fenómeno não

deixa de ser curioso, dado que Penyalver ef a/., (2000) afirmam que a sequência do

gene iaaL de P. sayastanoinão apresenta homologia com nenhuma outra sequência

disponÍvel nas bases de dados.

Deste modo, não é surpreendente a variabilidade genómica obtida para todos os

isolados presuntivamente identificados como P. savastanoi(referida no ponto 7), tendo

em conta que foi feita a análise de variabilidade não de uma, mas de pelo menos

quatro espécies diferentes. Ainda assim, através da análise dos 'clusters' formados

para cada uma das técnicas, é possível tirar alguma informação face a este aspecto'

A análise do dendrograma de BOX-PCR revela que cinco dos sete isolados de

P. aggtomerans se encontram no 'cluster' B ll, bem como quatro dos treze isolados

incluídos no perfil lV por PCR-RFLPS do rDNA'16S. Um outro'cluste/ muito próximo

deste inclui os outros dois isolados desta espécie e também três dos oito isolados

incluídos no perfil lll por PCR-RFLPS do rDNA í65. Do mesmo modo, os dois isolados

de P. oleae estão incluídos em 'clusters' próximos, nomeadamente nos'clustef B Xl e

B Xtt. Neste último'cluste/ incluem-se também dois dos isolados incluídos no perfil lll

por PCR-RFLPS do rDNA 16S. Os três isolados de E. toletana, bem como os nove

isolados incluídos no perfil II por PCR-RFLPS do rDNA 165, encontram-se em

'clusters' próximos, nomeadamente, B Vlll, B lX e B X.

A análise do dendrograma de ERIC-PCR originou resultados idênticos aos obtidos por

BOX-PCR. Os isolados de P. agglomerans encontram-se distribuídos pelos'clusters' E

lll,ElV,EV,EVl,EVll eEVlll,bemcomoamaioriadosisoladosincluídosnoperfil

lV por PCR-RFLPS do rDNA 165. Nos'clusters'E I e E ll encontram-se dois isolados

de P. oleae, bem como dois dos isolados incluÍdos no perfil lll por PCR-RFLPS do

rDNA 165. Os três isolados de E. toletana, bem como os nove isolados incluídos no

perfil ll por PCR-RFLPS do rDNA 165, encontram-se em 'clusters' prÓximos,
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nomeadamente, E XIV e E XlV. No primeiro 'cluster' está também único isolado de

P. savastanoi.

A análise 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 vários'clusters'. No entanto, o isolado de P.

savastanoiencontra-se no 'cluster' R V juntamente com uma estirpe de referência

desta espécie, associado a um outro'cluster' onde se encontram outras duas estirpes

de referência de P. savastanoi.

A análise do dendrograma global para as três técnicas revela resultados semelhantes

à análise dos dendrogramas em separado. Os isolados de P. oleae ficam agrupados

em 'clusters' próximos, tal como acontece com oS isolados P. agglomerans e de

E. toletana, O isolado de P. savastanoi, tal como as estirpes de referência desta

espécie, encontram-se num'cluster' afastado dos restantes.

A abordagem polifásica aplicada neste estudo não permitiu identificar e earacterizar

isolados de P. sayasÍanoi, contudo, permitiu compreender os resultados obtidos face à

identificação dos isolados por sequenciação.
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lV - Gonsiderações finais e Perspectivas

A importância agroeconómica da Fitopatologia taz com que esta área de estudo seja

muito aliciante, A criação de programas de melhoramento baseia-se nos mecanismos

de resistência 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-evolução dos hospedeiros e dos seus patogéneos torna infrutÍferos quaisquer

métodos não integrados, ou seja, que não consideram o patossistema como um todo

no processo de infecção. A introdução de culturas resistentes impulsionará os seus

fitoparasitas a uma rápida adaptação, tomando inviável a médio/longo prazo a

aplicação desta estratégia de melhoramento.

A doença dos nódulos da oliveira causada por Pseudomonas savasÍanol pv.

savastanoitem actualmente um grande impacto nesta cultura. Uma vez que Portugal é

um dos maiores produtores mundiais de azeite, o estudo desta doença é de extrema

importância, bem como o desenvolvimento de estratégias que permitam manter e

melhorar os olivais portugueses. Para além do mais, cada variedade de oliveira

confere características próprias ao produto final que ficariam comprometidas com a

cultura exclusiva de variedades resistentes.

Uma vez que as pseudomonas são indiscutivelmente o grupo de bactérias mais

diverso e ecologicamente significante (Godfrey et al, 2001), a heterogeneidade

fenotÍpica obtida neste estudo era previsível, não tendo sido possível obter

identificação a nível de espécie. Existem várias publicações que referem este facto,

inclusivamente espécies distantes de Pseudomonas apresentando fenótipos de

doença semelhantes.

O estudo da produção de ácido indoleacético in vitro, que está relacionado com a

patogenicidade em P. savastanoi pv. savastanoi, permitiu verificar que para todos os

isolados testados (excepto um) se detectaram diferentes niveis de produção desta

fitohormona. No entanto, uma vez que não se estudou a via pela qual este composto é

produzido, os resultados obtidos são apenas indicativos e não determinantes a nível

de espécie. Dado que os isolados foram obtidos de nódulos de oliveira, sem dúvida

locais de infecção, pode-se presumir que pertencem à espécie

P. savastanoi pv. savastanoi.

A identificação de Pseudomonas (senso sticto) por PCR-RFLPs do rDNA 165 revelou

três perfis distintos nos quais se agrupam os isolados testados, sendo, no entanto,
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todos eles diferentes do perfil característico apresentado pelas estirpes de referência

de Pseudomonas (senso sfnbÍo). A variabilidade intrínseca obtida para a população de

isolados testados foi claramente superior à esperada para membros da mesma

espécie.

Devido ao insucesso na identificação, utilizando as metodologias referidas

anteriormente, rêcorreu-se à detecção do gene iaaL por PCR-RFLPs, dado esta

metodologia estar descrita como sendo efica.z na identificação de P. savastanoi pv.

savastanoie discriminante relativamente a outras bactérias (Penyalver ef a/., 2000). O

baixo número de resultados positivos reconendo a DNA total para amplificação do

gene iaaL dos isolados previamente seleccionados através de caracterização

fenotípica e a controvérsia da localização cromossomal ou plasmídica deste gene

(Penyalver et al,2000; Glickman et al, 1998; Glass & Kusage, 1988; Surico eÍ a/, '1985;

ComaÍ & Kosuge, 1983), conduziu à utilização de DNA plasmÍdico para amplificação

do referido gene.

Deste modo foi possível obter um maior número de resultados positivos,

inclusivamente em isolados para os quais não se tinha obtido amplificação

anteriormente. Nos isolados para os quais se obteve amplificação a partir de DNA

plasmÍdico assumiu-se que a localização do gene é plasmídica, sendo cromossomal

para os restantes isolados.

Devido ao baixo número de identificaçÕes obtidas utilizando esta metodologia

re@rreu-se a Nested-PCR na identificação e confirmação dos isolados. A aplicação

desta técnica aumentou a sensibilidade na amplificação do gene raal, tendo-se obtido

um elevado número de identificações, bem como a confirmação dos isolados

previamente identificados. No entanto, uma vez que para todas as estirpes de

referência se obteve amplificação por PCR-RFLPS ou por Nested-PCR, levanta-se a

questão preocupante relativamente à fiabilidade das identificações obtidas e a

hipótese de que estas técnicas não serem suficientemente fidedignas na identificação

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 genómica.

Os perfis de 'fingerprinting'obtidos através da amplificação das sequências repetidas

ao longo do genoma bacteriano por BOX-PCR, ERIC-PCR e REP-PCR revelaram um

elevado poder de diferenciação, tendo-se obtido índices de diversidade elevados

nestas três técnicas. No entanto, estes resultados não permitiram definir raças
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fisiológicas correlacionáveis com a variedade, a herdade e/ou a região de recolha das

amostras.

De acordo oom a análise polifásica efectuada foi possível concluir que existe uma

incoerência nos métodos de identificação propostos por diferentes autores e aplicados

neste trabalho, o que não permitiu assegurar a identifica$o dos isolados como

P. savastanoi pv. savastanoinem permitiu exclui-los deste grupo, e que os isolados

em estudo apresentam uma grande heterogeneidade fenética (fenotÍpica e genómica).

Várias espécies de Pseudomonas têm sido descritas e muitas espécies continuam a

ser identificadas por métodos que vão sendo revistos à medida que a tecnologia

baseada em DNA vai avançando, principalmente no que diz respeito a hibridaçâo

DNA/DNA, análise de sequências de genes de rRNA 16S e pesquisa de outros genes.

Estes métodos por um lado têm vindo a ajudar na taxonomia, mas, por outro lado,

podem introduzir discrepância entre a análise fenotípica e genotípica (Godfrey eÍ a/,

2001).

Tendo como principal objectivo confirmar a identificagão dos isolados utilizados ao

longo do trabalho e compreender a heterogeneidade fenética obtida, foram

seleccionados alguns representantes para sequenciação parcial do gene de rRNA

16S. A análise de homologia das sequências parciais obtidas, alinhadas através de

Blastn (Atshul et al., 1997), no site da NCBI, revelaram que oito isolados pertencem à

espécie Pantoea agglomerans, dois isolados pertencem à espécie Pantoea o/eae, três

isolados pertencem à espécie Erwinia toletana e apenas um único isolado foi

identifi cado como Pseudomonas savastanoi.

A análise da filogenia, com as sequências do gene de rRNA í6S dos isolados e das

estirpes de referência pertencentes aos géneros Pantoea, Erwinia e Pseudomonas,

permitiu confirmar a identificação dos isolados sequenciados e determinar a sua

afiliação 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 relações filogenéticas inferidas poderiam ser diferentes se

tivesse sido utilizado outro gene na análise.

Após a identificação fidedigna dos isolados por sequenciação parcial do gene de rRNA

165, verificou-se que existem diferenças fenotÍpicas entre isolados pertencentes à

mesma espécie e entre estes e a estirpe de referência respectiva, reforçando mais

uma vez a dificuldade em obter uma identificação a nível de espécie utilizando testes

fenotÍpicos. No entanto, os resultados obtidos por PCR-RFLPS do gene rRNA í65

tomaram-se elucidativos, uma vez que os três perfis diferentes obtidos para os
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isolados estudados e distintos do perfil obtido para as estirpes de Pseudomonas de

referência correspondem às espécies identificadas por sequenciação: Pantoea

agglomerans, Pantoea oleae e Erwinia tolatana. Estes perfis foram confirmados

através de um estudo teórico utilizando estirpes de referência,

A falta de fiabilidade das técnicas de PCR-RFLPS e Nested-PCR do gene iaaL na

identificação de P. savastanoi pv. savasfanoi ficou também comprovada, dado que se

obteve produto de amplificação não só para as estirpes de referência utilizadas como

também para os isolados identificados por sequenciação.

Tendo em consideração todos os factos mencionados, não é surpreendente a

variabilidade genómica obtida para os isolados incluÍdos na análise de 'fingerprinting'

por PCR utilizando os 'primers' BOX, ERIC e REP. Deste modo, os isolados de P.

oleae fice,m agrupados em 'clusters' próximos, tal como acontece com os isolados

P. agglomerans e de E. toletana. O isolado de P. savastanoi, tal como as estirpes de

referência desta espécie encontram-se num 'cluste/ afastado dos restantes.

A abordagem polifásica aplicada neste estudo não permitiu identificar nem definir

raças fisiológicas de P. savastanol, que constituía o principal objectivo deste trabalho.

Contudo, permitiu compreender os resultados obtidos face à identificação dos isolados

por sequenciação. Estes resultados poderão servir como ponto de partida em

trabalhos futuros nos quais se utilizem as espécies que foram identificadas no

presente trabalho.

Futuramente deverão ser seleccionados os isolados identificados por sequenciação do

gene de rRNA 165 para sequenciação do gene iaaL e comparação das sequências

obtidas nas bases de dados disponíveis. Muitos dos estudos de análise de

sequências, incluindo da região rDNA í65, não podem contabilizar a aquisição de

genes nem de elementos genéticos acessórios tais como plasmÍdeos, transposões e

fagos por transferência lateral, mutações espontâneas e recombinação, sendo que

todos estes processos são importantes fontes de evolução e diversidade de espécies

em bactérias (Godfrey et a|,2001).

O gene iaaL não se encontra descrito em outras espécies de bactérias. No entanto,

nos casos em que se considerou que a localização deste gene é plasmÍdica, tem que

se levar em consideração a possibilidade de ocorrer a aquisigão do plasmídeo no qual

se encontram os genes responsáveis pela produção de lAA, nomeadamente o gene

iaaL, por outras espécies de bactérias oportunistas como Pantoea agglomerans e

Erwinia toletana detectadas em nódulos de oliveira. Considerando a possibilidade de

aquisição desse gene pelas espécies referidas levanta-se a questão de
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Pantoea agglomerans e Erwinia toletana poderem ser responsáveis pelo aparecimento

dos nódulos, uma vez que está claramente demonstrada a relação entre este gene e a

patogenicidade e que foi detectado o gene iaaL em isolados destas espécies. Mais

ainda, o aparecimento dos nódulos pode dever-se à presença em simultâneo de

P. savastanoi, Pantoea agglomerans e Erwinia toletana, embora as duas últimas

espécies estejam descritas como não patogénicas, oportunistas e com capacidade de

colonização epifÍtica e endofítica (Rojas et aI.,2004; Sabaratnam & Bettie, 2003).

De forma a compreender pelo menos parcialmente o mecanismo de infecção seria

necessário realizar testes de patogenicidade com cada uma das espécies isoladas e

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

AMOSTRA TIPO CATALASE OXIDASEAiíINOPEPTTDASE FLUORESGÊNC|A

DE COLÓNN MEIO F

FLUORESCÊNCtA

MEIO P

1 PB35GV1

2 PB 35 GV1

3 PB37GYz
5 SN4GVl
6 SN3CS1

7 SNl CS1

8 PB 34 GV.I

9 PB34GV1

ío sN2csg
12 SN2 CS6

13 SN2GS6

14 SN2 CS6

15 MGVI
í8 MGV2

19 MG V2

20 MGV2

22 MGGVI

24 MGGV2

26 MGGV2

28 MGGV3

31 MGGVL

32 MGGVL

Y MGGVL

36 MGCSI

37 MGCSI

39 MGCS2

40 MGCS2

41 MGCS2

43 MGCS3

4 MGCS3

46 MGCS4

47 MG CS4

49 MGCS5

50 MGCSS

il SDVA2

55 SDVA2

57 SDVA3

58 SDVA3

60 SDVA4

ô1 SDVA4

62 SDVA4

M SDVAS

67 SDGVI

Brane pq

Branm gd

Brane pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca gd

Amarela gd

Branca pq

Brane pq

Branca pq

Branca pq

Brane pq

Amarela gd

Branca med

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca med

Amarela pq

Branca med

Amarela pq

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Branca med

Amarela med

Amarela pq

Amarela gd

Amarêla pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca med

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Amarela gd

salmão

salmão

salmâo

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão
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68

70

71

SD GV1

SD GV2

SD GV2

Amarela gd

Amarela gd

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 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 pq

Amarela med

Branca gd

Brane gd

Amarela gd

Brane gd

Amarela gd

Amarela pq

Amarela med

Amarela med

Amarela med

Branca gd

73 SDGV3

74 SDGV3

76 SDGV4

77 SDGV4

80 SDGVS

82 SDGVS

83 SD CS1

85 SD CS3

88 SDCS4

89 SDCS4

91 SDCSS

92 SDCSS

94 BVAI
96 BVA2

98 BVA3

99 BVA3

í01 BVA4

103 BVAS

105 B GV1

106 B GVl

108 B GV1

111 BGV3

112 BGV3

116 B GVs

119 B GVB

í21 Bqsl
123 B CS2

124 BCS2
125 B CS2

126 B CS3

í27 B CS3

128 B CS3

130 B CS4

132 B CS5

133 B CSs

135 HP GV4

137 HPGVS

139 HE GVs

142 HÉGW
14 HF GV2

+

+

+

salmão

salmâo

salmâo

salmão

salmão

salmão

salmão

salmâo

salmão

salmâo

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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Tabela A ll. Resultados de testes fenotlpicos para todas as estirpes de referência.

EsTRpEs DE REFERENcTA cATALAsE oxDAsE AMtNopEpnDAsE rluonescÊrucn rluonEscÊttcl,l

MEIO F MEIO P

P. savastanoi
DSMZ 502987

P. vvastanoi
NCPB 2327

P. syringaepv. sgingae
CFBP 25561

P. syrlngae pv. glycinea

NCPPB 241 1T

P. syringae pv. tomato

}FPB2212Í
P. syringae pY. morsprunorum

CFBP 2351 |

P. aeruglnoga
cEcr 1101

P. fluorescens
cEcr 378r

P. putida

cEcr 324r
P. stutzei

CECT 93OT

Pseudomonas sp.

Pantoea agglomerans

Erulniatoletana

E. coli

ATCC 861

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

salmão

salmão

salmão

salmâo

salmão

azul

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão

salmão

+
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Tabela B l. Resultados de PCR/RFLPs e Nested-PCR para todos os isolados identificados como P. avastanoi.

AMOSTRA TIPO IAAL . DNA IAAL . DNA IAAL . PI.ASMIOEOS IAAL . PLASMÍOSOS

DECOLÓNIA PGR/RFLPS NESTED PCR PCR/RFLPS NESTED PCR

1 PB 35 GV1

2 PB 35 GVí

3 PB37GV2

5 SN4GV1

6 SNsCSí
7 SNí CS'l

8 PB34GV1

9 PB34GV1

10 sN2 CSg

12 SN2 CS6

13 SN2CS6

í4 SNz CS6

í5 MGVI
,I8 MGV2

19 MG V2

20 MGV2

22 MG GV.1

24 MGGV2

26 MGGV2

28 MGGV3

31 MGGVL

32 MGGVL

U MGGVL

36 MG CSl
37 MGCSI
39 MGCS2

40 MGCSz

 ',t MG CS2

43 MG CS3

zl4 MG CS3

46 MG CS4

47 MG CS4

49 MG CS5

50 MG CSs

54 SDVA2

55 SDVA2

57 SDVA3

58 SDVA3

60 SDVA4

61 SDVA4

62 SDVA4

A SDVAS

67 SDGVI
68 SDGV1

70 SDGV2

Branca pq

Branca gd

Branca pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca gd

Amarela gd

Branca pq

Branca pq

Brane pq

Branca pq

Branca pq

Amarela gd

Branca med

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca med

Amarela pq

Branca med

Amarela pq

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Bmnca med

Amarela med

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Branca med

Amarela pq

Amarela gd

Amarela gd

Amarela gd

Amarela gd

Amarela gd

+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+

+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+

+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+

+l+

+l+
+l+
+l+
+l+

+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+

-l+
nt

nt

nt

nt
nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

-t-
+l+

nt

-t-
-t-
+l+
-l+
+l+
+l+
-t-
+l+
+l+
-t-
-l-
+l+
+l+
+l+
-t-
-t-
-t-
-t-
-t-
-t-

-l+
-l+
+l+
+l+
-l+

+l+
+l+
-l+

nt

nt

nt

nt

nt
+l+

nt

nt

nt

nt

nt

nt

-l+
+l+

nt

+l+

+l+
+l+

+l+
+l+

+l+
+l+

nt

nt

nt
+l+
-l+
-l+
nt

nt

nt
-l+
-l+
nt

nt
+l+
+l+
+l+
+l+
-l+
-l+
-l+
-l+
nt

nt

-l+
+l+

nt

nt
+l+

+l+
+l+
+l+

+

+

+

+

+

+
I
I

+

+

+

+l+
+

+l+
+l+

+l+
+l+
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71

73

74

76

T7

80

82

83

85

88

89

91

92
g[

96

98

99

101

103

105

106

108

111

112

116

119

121

123

124

125

126

127

128

130

132
't33

135

137

139

142

14

SD GV2

SD GV3

SD GV3

SD GV4

SD GV4

SD GV5

SD GV5

SD CSl

SD CS3

SD CS4

sD cs4
SD CSs

SD CSs

BVA,I

B VA2

B VA3

B VA3

B VA4

B VAs

B GV1

B GV1

B GVl

B GV3

B GV3

B GVs

B GVB

B CS1

B CS2

B CS2

B CS2

B CS3

B CS3

B CS3

B CS4

B CSs

B CS5

HP GV4

HP GV8

HE GV5

HE GW
HF GV2

Amarela gd

Amarela med

Amarela gd

Branca gd

Brane pq

Amarela gd

Amarela gd

Amarela pq

Branca med

Amarela gd

Amarela pQ

Amarela gd

Amarela pq

Branca gd

Amarela med

Branca gd

Amarela gd

Amarela med

Amarela med

Amarela med

Brane med

Branca med

Bmnm med

Amarela gd

Amarela med

Amarela med

Amarela gd

Branca gd

Amarela gd

Amarela pq

Amarela med

Branca gd

Brane gd

Amarela gd

Branm gd

Amarela gd

Amarela pq

Amarela med

Amarela med

Amarela med

Branca gd

+l+
+l+
+l+

+l+

+l+

+l+

+l+
+l+
+l+
+l+
+l+
+l+

+l+

+l+
+l+
+l+
-l+
+l+
-l+
+l+

nt

-t-
-l+
+l+
-l+
-l+
nt

+l+
-l+

-l+
-l+
nt

+l+
nt

nt

nt

+l+
+l+
-l+
nt

nt

-l+
-l+
-l+
nt

-l+
+l+
-l+
-t-
-l+
-l+
+l+

+l+
+l+

+l+
-t-

-t-
-l+
-t-
-t-
+l+
-l+
-t-
-t-

-l+
-l+

+l+
+l+
-t-
-t-
+l+
-t-
-t-
-l+
-t-
+l+
-l+
-t-
-t-
+l+
+l+
-l+
-t-
+l+

+l+

-t-
-t-
+l+
-t-

-t-
-t-
+l+
+l+
-l+
-l+

+-l +

+l+
+

+

+

+l+
+l+

+l+

+

+

+l+

nt - não testado
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Tabeta B lt. Resultados de PCRÍRFLPs e Nested-PCR para todas as estirpes de referência.

EslRpEs DE REFERENcTA IAAL - DNA IAAL - DNA IAAL - Pl-AsMÍoeos IAAL'PLAsMÍoeos

PGR/RFLPs NESTED PCR PCRIRFLPS NESTED PGR

P. savastianoi
CECT93T

P. savastianol
DSMZ 50298r
P. savastanoi
NCPB 2327

P. syringae pv. slgingae
CFBP 2556'

P. syringae pv. glYcinea

NCPPB 241 1T

P. syringae Pv. tomato

}FPB221{
P. syringae pv. morsPrunorum

CFBP 2351'
P. aeruglnoga
cEcT 110'

P. fluorescens
cEcr 378r

P.putda

cEcr 324r
P. stuEeri

cEcr 93or

Pseudomonas sP.

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+

-l+

-l+

-l+

+l+

+l+

+l+

+l+

-l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+

+l+

+l+

+l+

-l+

+l+

+l+

-l+

+l+

+l+

+l+

+l+

+l+
-l+
-l+

+

+

+l+

+l+

+l+

+l+

Pantoea agglomerans

Enadnia toletana

E. coli

ATCC 861
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