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Resumo

No mercado global, a circulagdo de cultivares constitui uma ameaga devido a introdugdo de bactérias
fitopatogénicas que poderdo causar efeitos devastadores nas culturas e economia locais. Métodos de deteccéo
fiaveis, rapidos e com boa relagdo custo/beneficio sdo essenciais para assegurar a fitossanidade dos cultivares, e
garantir que bactérias fitopatogénicas de quarentena ndo sejam introduzidas em areas protegidas. Na Unido
Europeia o regime de fitossanidade pretende prevenir a introducdo nos Estados Membros de organismos
prejudiciais (Directiva 2000/29/EC e actualizagdes). A concessdo de passaportes fitossanitarios baseia-se na
identificacdo de bactérias por meio de métodos de deteccdo dependentes da cultura de isolados, complementados
por testes bioquimicos, serologicos e de patogenicidade. No entanto, é reconhecido que estes métodos, para além
de limitagbes a nivel de especificidade e limite de detecgdo, sdo excessivamente demorados. Estes métodos sdo
ainda inadequados para a detecgdo de bactérias viaveis mas ndo cultivaveis (VBNC), i.e. bactérias num estado de
dorméncia metabdlica que mantém a patogenicidade. Métodos de deteccdo moleculares podem ultrapassar estas
limitagbes e surgem como alternativas fiaveis para monitorizar a presenga de bactérias fitopatogéncias em plantas
e amostras ambientais (solo e agua). Uma vez que séo loci (DNA) e ndo organismos que sdo detectados, as
técnicas moleculares superam as limitagdes de culturabilidade. Adicionalmente, os métodos moleculares facilitam
a analise de numerosas amostras em simultdneo e permitem uma detecgdo precoce do patogéneo mesmo em
plantas assintomaticas, o que se reveste da maior importancia em procedimentos de quarentena para evitar
epidemias. No entanto, as abordagens moleculares tém de ser extensivamente validadas em ensaios ambientais,
ja que diversos factores afectam a sua fiabilidade e sensibilidade, nomeadamente a presenca de inibidores de PCR
ou uma baixa densidade de bactérias alvo na amostra. Assim, é necessario desenvolver protocolos fidveis para
uso em diagnéstico fitossanitario de rotina que possam ser realizados por técnicos sem formagdo cientifica
especifica. O elevado niumero de sequéncias de DNA ndo redundantes presentes nas bases de dados, juntamente
com as ferramentas de bioinformatica ja disponiveis, constituem recursos importantes para a rapida identificacdo
de marcadores moleculares especificos para espécies ou patovares, como salientado por Albuquerque et al. (2009)
[1]. Estratégias que integram o uso de varios marcadores e detecgdo quantitativa de DNA, como multiplex-PCR,
Real-Time PCR e protocolos de arrays de DNA, permitem o desenvolvimento de aplicagdes biotecnoldgicas para a
analise simultanea de numerosos marcadores, aumentando a eficiéncia de detecgdo da técnica. Actualmente, o
desafio em diagndstico e epidemiologia bacteriana é conciliar, num Unico procedimento, a especificidade de
marcadores genomicos usados em deteccdo com a resolugdo clonal da genotipagem. Alcangar este objectivo, um
dos propésitos estruturantes deste projecto, é fundamental para a detecgdo e genotipagem de bactérias nos seus
hospedeiros ou em zonas contaminadas, nomeadamente solo e agua. Trabalhos anteriores do nosso grupo de
investigagdo, levaram ao desenvolvimento de uma estratégia para a identificagdo de varios loci taxa-especificos
[2]. Varias novas assinaturas de DNA foram ja identificadas, seleccionadas e validadas para Pseudomonas
syringae pv. phaseoli [2], para diferentes racas e biovares de Ralstonia solanacearum [3] e para diferentes
espécies de Xanthomonas. Muitos destes marcadores foram ja validados usando técnicas de PCR e hibridagdo
(Southern e dot blots), no entanto, apenas um nimero restrito foi validado usando amostras de plantas infectadas
e o seu potencial de genotipagem ainda ndo foi apurado. A presente proposta tem como objectivos: primeiro, o de
completar e alargar a validagdo dos marcadores usando amostras de plantas infectadas, que levem a optimizacgédo
de procedimentos para a detecgdo directa de bactérias em amostras ambientais. Estes ensaios sdo essenciais para
inferir o potencial biotecnolégico dos prototipos de diagndstico molecular, por comparagdo com os métodos
tradicionais e certificados, baseados na cultura de microrganismos e estabelecidos por normas europeias e
nacionais. O segundo objectivo, refere-se a caracterizagdo da resolucdo clonal dos loci taxa-especificos escolhidos,
em comparagdo com analises de genotipagem comuns como o Multi Locus Sequence Typing (MLST) e
polimorfismos de um nucledtido (SNP), baseados em sequéncias de genes “housekeeping”. Estes sdo genes
conservados e ndo possuem o poder discriminatorio necessario para detecgdo. Espera-se que esta proposta ajude
a garantir medidas de quarentena e certificagdo fitosanitaria mais eficientes, mas também contribua para
desenvolver outras areas de diagnostico e epidemiologia microbiana, frequentemente dependentes da obtencgdo de
isolados bacterianos.
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