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PRODUCAO DE BACTERIOCINAS POR DIFERENTES ISOLADOS E RACAS
FISIOLOGICAS DE Xanthomonas campesirnis pv. malvacedrum
(E.F. Smith, 1901) Dye, 1978

Autor: EDERALDO JOSE CHIAVEGATO
Orientador: Prof. Dr. CLELIOQO LIMA SALGADO

RESUMO

No presente trabalho, foi investigada a produ
cdo de bacteriocinas por diferentes isolados e ragas fisiolo
gicas de Xanthomonas campestris pv. malvacearum (E.F. Smith)
Dye.

Isolados provenientes de varias localidades,
diferiram entre si quanto a capacidade de produgao e a sensi
bilidade as bacteriocinas, tanto a nivel de racas ou de iso-
lados, como em relagao a origem desses isolados. Consequente
mente, foi impossivel a caracterizacgiao destes em grupos por
tipos de bacteriocinas.

De acordo com os resultados obtidos, as bac-
teriocinas produzidas sao termoestaveis a 79°C por 15 minu-
tos.

Foi observado que 55% dos isolados produziram
bacteriocinas contra os demais, quando testados em meio de
cultura BDA. Em Agar-Nutriente a produgao foi inibida.

Paralelamente aos estudos de produgao de bac-
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teriocinas, foram feitas observacoes a respeito da variabili
dade patogenica de X. campestrnis pv. malvacearum. Foram de-
tectadas as racas fisiologicas 3, 7, 13, 17, 18 e 19, com ba
se nas reacoes de patogenicidade apresentadas pelo grupo de
linhagens diferenciais de algodoeiro. Todas essas racgas fo-
ram observadas no Estado de Sao Paulo. A raca 18 foi detec-
tada em amostras provenientes de todos os outros Estados pro
dutores de algoddao na Zona Meridional do Brasil (Parana, Ma-
to Grosso, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul), porém,
nessas regioes foi observada ocorréncia menos generalizada

das demais racgas.



PRODUCTION OF BACTERIOCINS BY DIFFERENT ISOLATES AND
PHYSIOLOGIC RACES OF Xanthomonas campestris pv. malvacearum
(E.F. Smith, 1901) Dye, 1978

Author: EDERALDO JOSE CHIAVEGATO
Adviser: Prof. Dr. CLELIO LIMA SALGADO

SUMMARY

The production of bacteriocins by different
isolates and physiologic races of Xanthomonas campestris pv.
mafvacearum (E.F. Smith) Dye was investigated.

Isolates coming from several localities dif-
fered as bacteriocins productors and to the sensibility to
such substances. Differences were also observed among races
as well as according to geographic origin. Characterization
and grouping of the isolates by the type of bacteriocins
produced was not possible.

The bacteriocins were thermostable at 79°C
for 15 minutes.

The results showed that 55% of the isolates
produced bacteriocins against the others, when tested in
PDA medium. Bacteriocin production was inhibited in Nutrient-
Agar.

Observations concerning the variability of

X. campesirnis pv. malvacearum were made. Physiologic races
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3, 7, 13, 17, 18 and 19 were detected on the basis of reactions
exhibited by the group of cotton lines generally recognized
as differentials.

All those races were observed in Sao Paulo state,
Brazil. Race 18 was detected also in samles collected in the other
cotton producing meridional states of Brazil (Parana, Mato
Grosso, Minas Gerais, Goias and Mato Grosso do Sul); however,
a less generalized occurrence was observed for the other

races in the same states.



1. INTRODUECAO

Em 1891, no Estado do Alabama, EUA, Atkinson
citado por ELLIOTT (1930), foi o primeiro pesquisador a re-
latar e descrever, com a denominacao de ferrugem negra do
‘algodao, a ocorréncia de manchas angulosas em folhas de al-
godoeiro. ApOs a constatacao por Earle (1900), citado por
ELLIOTT (1930), de que a doenca era devida diretamente a agao
de uma bactéria, muitas propostas de classificagao para 0
patdogeno foram apresentadas e aceitas por algum tempo, entre
as quais: Pseudomonas malvacearum E.F. Smith, 1901; Bacterium
maflvaceanrum (Smith) Smith, 1905; BacillLus malvacearun (Smith)
Holland, 1920; Phytomonas malvacearum (Smith) Bergey et al.,
1923 e Xanthomonas mafvacearum (Smith) Dowson, 1939 (BRADBU
RY, 1986). Estudando o genero Xanthomonas, DYE § LELLIOTT
(1974) concluiram que a maioria das espécies que o compoem di
fere de X. campestris somente pela reacao da planta hospedei
ra. Consequentemente, DYE (1978) propos caracterizar essas
espécies como patotipos de X. campestris segundo a especifi-
cidade dos hospedeiros aos quais sao patogenicos. Com base

nesses estudos e também em trabalhos de outros autores para



outros generos, YOUNG et alii (1978) apresentaram como uma
proposta geral para esses patotipos, considerados como sub-
espécies, a utilizacdao do termo patovar para diferenciar a
sua capacidade patogenica, mantendo entretanto 6 coﬁceitoglg
bal da espécie. Atendendo, desta maneira, as exigéncias do
Codigo Internacional de Nomenclatura de Bactéria. Com a acei
tacao dessa proposta pelo Comité de Taxonomia de Bactérias Fi
topatogenicas da Sociedade Internacional de Patologiade Plan-
ta (SPP) (DYE et alii, 1980), o patogeno utilizado neste es-
tudo passou a ser denominado, Xanthomonas campestris pv. mal
vacearum (E.F. Smith, 1901) Dye, 1978.

No Brasil, o primeiro relato de ocorrencia do
patogeno foi feito por HEMPEL (1927), com referéencia a uma
moléstia criptogamica causada por uma espécie de bactéria, que
se desenvolvia nas cé€lulas interiores das folhas de plantas
de algodoeiro, invadindo também o capulho. Na década seguin
te, BITTANCOURT (1935) descrevendo a mancha bacteriana, mui-
to comum nas plantacoes de algodoeiro do Estado de Sao Pau-
lo, define esta como sendo uma doenca das folhas e das macgas
podendo, eventualmente apresentar-se nas hastes. Jia  nesta
época, o autor salienta a importancia da associacao bactéria
x Colletotnichum gossypii em macas, doenca considerada ate
entao, a mais importante nas plantacoes de algodoeiro do Es-
tado. Atualmente a doenca, conhecida principalmente por man
cha angular do algodoeiro, vem ocorrendo de forma generaliza

da em todas as regioes produtoras de algodao no Brasil, prin



cipalmente em lavouras no Estado de Sao Paulo e Parana (CIA,
1977 e RUANO & MOHAN, 1982).

Muito influenciada pelas condigoes de ambien-
te, a doencga pode ocorrer com maior ou menor severidade to-
dos os anos (CRUZ, 1965; CIA et alii, 1976 e CIA, 1977). Pa-
ra o desenvolvimento de epidemias, além da alta umidade e
vento, regimes em que a temperatura noturna se mostra baixa
e a diurna alta favorecem a manifestagao de sintomas até mes
mo em variedades consideradas geneticamente mais resistentes
(KIMATI, 1980). Os sintomas provocados pelo. patdogeno ocor-
rem principalmente nas folhas, na forma de lesoes angulosas
e nas magas, podendo ainda em condigoes especiais incidir
nos peciolos, pedinculos e hastes principais da planta (CIA
et alii, 1976 e CIA, 1977). Nas magas, as lesoes provocadas
pela bactéria sao invadidas frequentemente por fungos causa-
dores de podridoes, principalmente por C. gossypid, que €
isolado mais frequentemente nestas lesoes, contribuindo com
esta associacao para a completa ‘destruicao do produto final
(BALMER et alii, 1967).

O controle da doenga por meio de produtos qui
micos, embora possivel através de pulverizacOes das plantas
no campo, s6 se justifica, em nosso meio quando as condigoes
sao extremamente favorayveis ao desenvolvimento de epidemias
(KIMATI, 1980). De uma maneira geral, o controle mais prati
co, eficiente e economico tem sido através do emprego de

cultivares resistentes (CIA, 1977). Neste particular, gran-



de numero de trabalhos de melhoramento foi realizado, visan-
do a mancﬁa bacteriana (GRIDI-PAPP et alii, 1985). A maio-
ria destes trabalhos entre eles, HUNTER et alii (1968), BRIN-
KERHOFF (1970), CIA (1972), HUSSAIN § BRINKERHOFF (1978),
BRINKERHOFF § HUSSAIN (1978), BIRD (1981) e BIRD et alii
(1984), € dedicada aos estudos sobre a variabilidade do patd
geno.

Até o momento, foram descritas 19 racas da
bactéria (BIRD, 1981 e RUANO § MOHAN, 1982), das quais cinco
tiveram ocorrencia relatada no Brasil, a saber, tres no Es-
tado de Sao Paulo, racas 3, 8 e 10 (CIA, 1972) e duas no Es-
tado do Parana, racas 18 e 19 (RUANO § MOHAN, 1982).

Conéiderando a importancia do conhecimento das
racas fisiologicas para os trabalhos de melhoramento, seria
importante também caracterizar o comportamento dessas ragas
dentro da espécie, uma vez que a avaliacao da resistencia ge
nética do hospedeiro geralmente & feita através de inocula
¢oes com mistura de isolados ou racas do patogeno (THAXION et
alii, 1983; MAHILL et alii, 1983 e BIRD et alii, 1984). Nes-
se caso, a determinacao da producao de bacteriocinas seria
de grande valia uma vez que, segundo LWOFF (1953), uma parti
cula de bacteriocina € suficiente para destruir uma célula
bacteriana sensivel; racas bacteriocinogenicas poderao des-
truir as racas sensiveis a esta bacteriocina alterando conse
quentemente, a proporgcao das ragas na mistura e os resulta-

dos das inoculacgoes.



O presente trabalho teve por objetivo inves-

tigar a produgao de bacteriocinas por diferentes isolados e

racas de X. campestnis pv. malvacearum encontrados no Brasil

bem como possiveis relacoes entre eles.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BACTERIOCINAS

Os estudos de bacteriocinas tiveram inicio em
1925, com a descoberta por Gratia (REEVES, 1965) de uma subs
tancia produzida por uma linhagem de Eschendichia cofi, ativa
contra outras linhagens sensiveis da mesma espécie. Posterior
mente, cbm a evolugao dos estudos, essas substancias, produ-
zidas por varios membros da familia Enterobacteriaceae, fo-
ram consideradas como um grupo de antibiodoticos naturais, al-
tamente especificos. Gratia § Fredericq (1946), citados por
MAYR-HARTING et alii (1972), propuseram para esses antibioti
cos o nome genético de '"colicinas'".

Apos o conhecimento de que outros organismos.,
além dos coliformes, eram capazes de produzir tais substan-
cias, JACOB et alii (1953) propuseram o termo geral '"bacterio
cinas" para designar essas substancias antibacterianas. En-
tretanto, a nomenclatura das bacteriocinas encontra-se desor
denada porque para denomina-las nao foi estabelecido uma nor

ma. Os nomes sao derivados a partir do género ou da espécie,



ou ainda, de uma linhagem particular da bactéria produtora
(VIDAVER, 1976). Dessa forma, sao encontrados na literatu-
ra denominacoes tais como: Agrobacteriocina I produzida por
Agrobactenium tumefaciens (STONIER, 1960), piocina por Pseu-
domonas pyocyanea (GILLIES § GOVAN, 1966); hacteriocina 84
(KERR & HTAY, 1974), Agrociﬁa 84 pela linhagem 84 de Agnrobac
tendium nadiobacten (MOORE § WARREN, 1979 e KERR, 1980) e si-
ringacina W-1 pela linhagem W-1 de Pseudomonas syringae (MDT
§ VIDAVER, 1982 e 1986). Embora sejam atribuidos por élguns
pesquisadores nomes especificos a tais substancias, a maioria
deles prefere denomina-las genericamente de bacteriocinas (KU
ROZAWA, 1980).

Segundo LWOFF (1953), uma particula apenas de
bacteriocina € suficiente para matar uma célula bacteriana
sensivel e tais particulas diferem de bacteriofagos princi-
palmente por nao serem multiplicados pela célula bacteriana
afetada, paralelamente ao fato de possuirem natureza protéi-
ca e niao nucleoprotéica. OKABE § GOTO (1963) relatam que
apesar das evidentes diferencas entre as bacteriocinas e os
bacteriofagos, os metodos para detectar a presenca de ambos em
meio de cultura sao semelhantes.

Os estudos sobre bacteriocinas foram revistos
por diversos autores, entre eles IVANOVICS (1962), REEVES
(1965), BRADLEY (1967), NOMURA (1967), REEVES (1972) e TAGG
et alii (1976).

Por definigao, bacteriocinas sao substancias



bactericidas, antibioticos altamente especificos de nature-
za protéica, nao multiplicévei;, sintetizadas por certas 1li-
nhagens de bactéria e ativas contra algumas outras linhagens
da mesma espécie ou ragas estreitamente relacionadas (NOMU-
RA, 1967 e ECHANDI § MOYER, 1979).

Mais recentemente HAYES et alii (1983) descre
veram as bacteriocinas como substancias bactericidas que di
ferem de outros agentes antimicrobianos pela presenca de uma
pré%eina essencial condicionada por genes dos plasmideos, cu
ja acao bactericida € efetuada pela ligacao a receptores es-
pecificos do envoltorio celular e ativa principalmente contra os or
ganismos gram-positivos do que aqueles gram-negativos.

BRADLEY (1967) propos um critério  taxonomi-
co classificando as bacteriocinas em dois grupos: a) bacterio
cinas que possuem baixo peso molecular - nao sedimentaveis,
sensiveis a tripsina, termoestaveis e nao visiveis ao micros
copio eletronico; b) bacteriocinas que possuem alto peso mo-
lecular, sediméﬂtéveis, resistentes a tripsina; termolabeis,
visiveis ao microscopio eletronico e semelhantes a cauda de
bacteriofagos. Entretanto, VIDAVER (1976) considera prematu-
ra a ampla aceitacao dessa proposta uma vez que existem gru-
pos distintos de bacteriocinas e assim, outra classificagao se
ria desejével!

Segundo REEVES (1965), linhagens bacteriocino
génicas embora possuam habilidade genética estavel para pro

duzir bacteriocinas, nao o fazem todo o tempo ou sob todas as
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condigoes. REEVES (1972) observou que muitos agentes tem si
do usados para induzir a producao de bacteriocinas; entre
eles estao a luz ultravioleta e mitomicina C, entretanto, nem
todas as bacteriocinas sao induziveis. Diversos autores,
entre eles VIDAVER (1976), CUPPELS et alii (1978), ECHANDI §
MOYER (1979), EXPERT § TOUSSANT (1985) e SMIDT & VIDAVER (1986)
tem mostrado aumento na producao de bacteriocinas para algu-
mas espécies de bactéria, com relacao a quantidade produzida
em condigbes normais, pela inducdo com luz ultravioleta e/ou
mitomicina C.  Por outro lado, ECHANDI (1976), GROSS § VIDA-
VER (1979), CROWLEY & DE BOER (1980) e KUROZAWA (1980) obser
varam que o tratamento por um e/ou outro destes agentes, nao
incrementou a producgao de hacteriocinas.

DE VAY et alii (1968) verificaram que a produ
cao de bacteriocina em P. syringae foi maior :quando em con-
centracoes mais elevadas de agar e D-glucose no meio de cul-
tura. Outros meios tais como extrato de carne e agar, nu-
triente-agar e ainda outros contendo peptona, mostraram - se
excelentes quanto ao crescimento do patogeno mas foram insa-
tisfatBrios quanto a produgao de bacteriocina. GROSS § VIDA
VER (1979) e MESQUITA et alii (1983) também -observaram o efei
to de inibicao de peptona, quando presente em meio de cultu
ra, na produgao de bacteriocinas por algumas espécies de Co-
rynebactenium e na produgao de siringomicina produzida por
P. syningae. Por outro lado, entre outros autores que veri-

ficaram producao de bacteriocinas por diferentes espécies de
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bactéria em meio de cultura na presenca de peptona, SANTOS
(1979) também observou que 47% dos isolados de X. campestris
produziram bacteriocinas em meio de agar-nutriente (Extrato
de carne e peptona).

VIDAVER et alii (1972) verificaram que a tem-
peratura de incubacao afetou a producao de bacteriocinas em
isolados de P. syningae, P. glycinea e P. phaseolicola. Para
as tres espécies, a producao de bacteriocina foi melhor en-
tre 20 a 24°C do que na temperatura de 28°C, tida como oOti-
ma para o crescimento da cultura. CUPPELS et alii (1978)
constataram que para Pseudomenas solfanacearum, embora a tem-
peratura Otima para o crescimento da cultura tenha sido de
32°C, a condigao mais favoravel para a producao de bacterio-
cina se deu a 30°C. Comportamento semelhante foi observado
por GROSS § VIDAVER (1979), trabalhando com 12 espécies de
Corynebactenium: embora a temperatura média otima para o
crescimento da cultura tenha sido de 25°C, houve um incremen
to na produgcao a 20°C para a maioria das bacteriocinas tes-
tadas.

As bacteriocinas, de um modo geral, sdao produ
zidas por muitas linhagens de bactéria, incluindo aquelas fi
topatogenicas. Dentre estas, foram observadas linhagens bac
teriogenicas em isolados de A. ftumegaciens (STONIER, 1960),
Erwindia chrysanthemi{ (ECHANDI § MOYER, 1979 e EXPERT § TOUS-
SAINT, 1855), E. carotovora (CROWLEY E DE BOER, 1980).  Co-
nynebactesium insidiosum (NELSON & SEMENIUK, 1964), C. michd
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ganense (ECHANDI, 1976 e KUROZAWA, 1980), Corynebacterium spp
(GROSS & VIDAVER, 1979), C. nebraskense (VIDAVER, 1981), P.
Ayrningae (VIDAVER et.alii, 1972 e SMIDT & VIDAVER, 1982 e
1986), P. glycinea (VIDAVER et alii, 1972 e BECKER, .1980),
P. phaseoficofa (VIDAVER et alii, 1972), P. solanacearum (CUP
PELS et alii, 1978), Pseudomonas spp (VIDAVER § BUCKNER, 1978
e MESQUITA et alii, 1983). Segundo HAMON et alii (1961), va
rias espécies de Xanthomonas possuem a propriedade de produ
zir bacteriocinas, fazendo referencia a X. juglandis, X. pha
se0li, X. albilineans, X. vesdicatoria e X. betlicola. YANO
(1976) verificou a producao de bacteriocinas por diferentes
patovares de X. campestris, inclusive dois de malvacearwum.  SAN-
- TOS (1979), trabalhando com isolados de X. campestris pv. cam
pestris provenientes de varios hospedeiros do géenero Brassi-
ca, verificou que oito dos 17 isolados eram bacteriocinogeni
cos.

Segundo AZEVEDO (1977), o numero de isolados

bacteriocinogénicos varia de acordo com a espécie. De fato,

entre as espécies de bactérias fitopatogenicas foram observa
dos niveis variaveis, por diversos autores. Entre eles, VI-
DAVER & BUCKNER (1978) observaram que 85% dos isolados testa
dos de P. glycinea sao bacteriocinogenicos; ECHANDI (1976)
e KUROZAWA (1980) observaram respectivamente 57% e 63% em C.
michiganense; ECHANDI § MOYER (1979), 88% em E. chrysante
mi; YANO (1976), 41,9% entre quinze patovares de X. campes

tris e SANTOS (1979), 47% em X. campestris pv. campesdtris.
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Assim, diversas bactérias fitopatogénicas sin
tetizam bacteriocinas, entretanto, somente algumas destas tém
sido isoladas e caracterizadas (CUPPELS et alii, 1978). Se-
gundo estes autores, siringacina 4A produzida por P. syrdin-
gae foi a primeira bacteriocina produzida por uma bactéria
fitopatogénica a ser completamente caracterizada.

Segundo SMIDT & VIDAVER (1986), as bacterioci
nas produzidas por bactérias fitopatogénicas diferem muito,
quanto as caracteristicas fisicas e quimicas, daquelas pro-
duzidas por outras bactérias. Resultados nao publicados por
Vidaver, citado por SMIDT § VIDAVER (1986), indicam que pre-
paracoes imperfeitas de bacteriocinas tém efetivamente redu-
zido populacoes de bactérias fitopatogénicas. Entretanto, a
purificacdo destas € necessiria para que isso possa ser atri
buida realmente & acao das bacteriocinas. Deste modo, os au
tores purificaram siringacina W-1, uma bacteriocina produzi-
da pela linhagem Psw-1 de P. syringae pv. syringae, concluin
do que a caracterizagao biofisica e bioquimica desta bacterio
cina € um conhecimento essencial para avaliar o real poten-
cial desta, usada isoladamente ou em combinagao com siringa-
cina 4A ou outras bacteriocinas para o controle de doencgas
causadas por essa bactéria.

Segundo Hamon e Péron (1963), citadospor ECHAN
DI (1976), isolados bacterianos de diferentes origens podem
ser diferenciados ou tipificados pelos seus padroes de sensi

bilidade a bacteriocinas. Embora muito utilizado na area me
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dica, a tipificacao tem sido pouco empregada em bactérias fi
topatogenicas. Alguns autores tem procurado estabelecer gru
pos e tipos de bacteriocinas com base na produgao, sensibili
dade, ou ambos, para algumas dessas espécies. Entre eles,
ECHANDI (1976) ilustra o possivel uso da tipificacao de bac-
teriocinas na classificagao em subgrupos e estudos epidemio-
logicos .de C. michiganense, enquanto que YANO (1976) nao en-
controu relagao entre patovares de X. campestris e a produ-
cao de bacteriocinas, com excegao do observado para os pato
vares malvacearum e nricinds. GROSS § VIDAVER (1979), traba-
lhando com 12 espécies de Conrynebacterium, sugerem que pa-
~droes de sensibilidade a bacteriocinas podem ser Uteis na di
ferenciagao de muitas linhagens e espécies deste género. Do
mesmo modo, VIDAVER § BUCKNER (1978) estabeleceram grupos de
linhagens produtoras de bacteriocinas entre varias espécies
de Pseudomonas fluorescentes fitopatogénicas e observaram
que a tipificacao destas, especialmente de P. syringae, po-
de ser utilizada em estudos epidemioléogicos.

ECHANDI § MOYER (1979) demonstraram o  possi
vel uso de bacteriocinas na . tipificacao e classificagao in-
frasubespecifica de E. chrysanthemi e CROWLEY E DE BOER (1980)
observaram que a sensibilidade de linhagens de E. carotovo
ra var. atroseptica e E. carotovora var. carotovora as mes
mas bacteriocinas confirmam a estreita relagao entre estes
dois patotipos. Adotando o mesmo esquema de classificacao em

grupos, VIDAVER (1981) verificou que a producao de bacte-
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riocinas constitui um instrumento Util para a diferenciagao
de linhagens de Corynebactenium nebraskense. Entretanto, ve
rificou também que ha necessidade de mais estudos e deste
modo, possa ser utilizada para avaliar a distribuigao das di
ferentes linhagens do patogeno pelo ano de isolamento e ori-
gem dos isolados. CARLSON § VIDAVER (1982), trabalhando com
varias espécies de Corynebacternium, observaram que o tipo de
bacteriocina produzida pelos patogenos nao pode ser correla-
cionado com .a origem geografica, cultivar ou ano de isolamen
to.

A utilizacgao pratica de bacteriocinas efetiva
mente no controle de doencas bacterianas de plantas tem sido
verificada. Desde 1973, agricultores na Australia vem pro-
tegendo plantas frutiferas e roseiras contra a galha da co-
roa, causada por A. radiobacter var. ftumefaciens, por imer
sao de material vegetal em suspensao de células bacterianas
de A. nadiobacten var. radiobacter, produtora da Agromici-
na 84, alcancando quase completo controle da doencga (KERR,
1980). Segundo o autor, este € o primeiro uso comercial de
um microrganismo especifico para controlar um patégeno de
planta no solo e também € o primeiro uso comercial de uma
bactéria para o controle de doenga de planta.

O valor potencial de bacteriocinas no contro-
le de outras doencgas bacterianas de plantas tem sido verifi-
cado por diversos autores. Entre eles, Echandi (1975), cita

do por VIDAVER (1976), verificou que a produgao de bacterio-
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cina por uma linhagem nio patogenica de C. michiganense pode
controlar o cancro bacteriano do tomateiro.

CUPPELS et alii (1978) isolaram uma bacterio-
cina produzida pela linhagem Bl, variante avirulenta de P.
solanacearum e observaram que esta linhagem produz um alto
titulo de bacteriocina a qual inibe um grande nimero de 1i-
nhagens deste patogeno. Desde modo, os autores sugerem que
esta bacteriocina pode ser Util no desenvolvimento de medi-
das de controle biologico para a murcha bacteriana do toma-
teiro.

Estudos preliminares nao publieados por Vida-
ver et alii, citados por SMIDT § VIDAVER (1982), indicam que
o tratamento foliar em plantas de soja e sementes de milho
com diferentes bacteriocinas, reduzem significativamente a
produgdo de bactérias patogénicas quando se inocula subse-
quentemente.

De uma maneira geral, a produgao de bacterio-
cinas tem sido estudada em meio de cultura. Mais recentemen
te, SMIDT & VIDAVER (1982) verificaram em tecido de plantas,
a produgao e atividade de siringacina W-1, uma bacterioci-
na produzida por uma linhagem de P. syringae. A produgao da
bacteriocina dentro do tecido da planta foi observada quando
uma mistura da linhagem produtora de bacteriocina PsW-1, e
uma linhagem sensivel foi inoculada no caule de uma espécie
de feijoeiro. Este € o primeiro relato de produgao de bac-

teriocina dentro do tecido de plantas atraves de inoculacoes.
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Com base nestas observacOes sobre a produgao de bacterioci-
nas por uma linhagem e a inibigcao do crescimento de outra 1i
nhagem sensivel em tecido de planta, estes pesquisadores pro
pGem a hipotese de que tais particulas possam ser ativas tam
bém no ambiente natural da bactéria. Além da possibilidade de
que, as bacteriocinas possam ser Uteis para o controle de
certas doencgas bacterianas, da mesma forma estes resultados
sustentam as hipoteses propostas por BECKER (1980) e KUROZA-
WA (1980), de que maiores cuidados devem ser tomados quando
da mistura de ragas ou isolados de bactérias para inocula-
coes de plantas, uma vez que € evidente ocorrer a destrui-
¢ao de cé€lulas bacterianas sensiveis pela producao de bacte-
riocinas em condigoes naturais, alterando consequentemente os

resultados esperados.

2.2. VARIABILIDADE DO PATOGENO

Com o objetivo principal de identificar geno-
tipos de algodoeiro com resistencia a X. campestris pv. mal-
vacearum, a variabilidade do patogeno tem sido amplamente es
tudada em muitos paises, por varios pesquisadores (CIA, 1972) .
Como resultado destes trabalhos, foram descritas até o momen
to, 19 ragas fisioldogicas do patogeno (BIRD, 1981 e RUANO
& MOHAN, 1982).

Os primeiros estudos sobre a variabilidade des
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se patogeno foram realizados por HUNTER § BLANK (1954) de-
monstrando a ocorrencia, nos Estados Unidos, de dois tipos
patogenicos de X. campestris pv. malvacearum, com base nas
reacoes de susceptibilidade e resisténcia em diferentes va-
riedades de algodoeiro. A seguir, Bird § Hunter (1955), ci-
tados por HUNTER et alii (1968), designaram esses dois tipos
patogénicos como raga fisiologica 1 e raca fisiologica 2 com
base nas reacoes apresentadas pelas linhagens americanas de
algodoeiro Stoneville 2B-S9, Stoneville 20 e Mebane B-1.
Outras racas do pat6geno foram determinadas por
Brinkerhoff (1961) e Bird et alii (1961), citados por HUNTER
et alii (1968), utilizando diferentes linhagens de GessypLium
hinsutum L. e G. baxnbadense L. Porém, Hunter (1963), cita
do por HUNTER et alii (1968), visando unificar o sistema de
determinagao de racas fisiologicas, propos um grupo de linha
gens de algodoeiro, que foi adotado pelo Conselho de Doencas
do Algodao, estabelecendo o grupo americano de hospedeiros @;‘
ferenciais. Nesse estudo, foram selecionadas as ‘linhagens,
Acala 44, Stoneville 2B-S9, Stoneville 20, Mebane B-1, 1-10B,
20~3, 101-102 B e Gregg, que proporcionaram reacdOes ao pato-
geno consistentemente razoaveis, sem no entanto interagir
com o ambiente. Com base nas reacgoes apresentadas por esses
hospedeiros, o autor determinou 12 racas do patogeno. Poste
riormente, HUNTER et alii (1968), utilizando o mesmo grupo de
hospedeiros diferenciais, confirmaram os resultados obtidos an

teriormente para as 12 racase determinaram as racas 13, 14 e 15.
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VERMA § SINGH (1970), trabalhando com estes
hospedeiros diferenciais na India, relataram a ocorréncia de
duas novas racas, a 16 e a 17.

BRINKERHOFF (1970), em sua revisao sobre a
variabilidade do patogeno, relne em uma tabela Gnica, as rea
goes apresentadas pelas oito linhagens diferenciais a todas
as 17 racas até entao determinadas.

BIRD & TSAI (1975) observaram um novo isolado
do patégeno, que pelas reagoes apresentadas pelos oito hos-
pedeiros diferenciais, caracteriza-se como raga 10. Entre-
tanto, com a inclusao de uma nova linhagem, a DPxP4 ao grupo
de hospedeiros, a qual se mostrou resistente a raga 10 e sus
ceptivel ao novo isolado, os autores sugeriram que este pode
ria ser designado raga 18, Posteriormente, HUSSAIN § BRINKER
HOFF (1978) utilizaram esta linhagem e uma outra, a Empire
B4 em adicao ao grupo de hospedeiros diferenciais preconiza-
dos anteriormente, para a constatagao da ocorrencia da raga
18 no Paquistao. A seguir, BIRD (1981) propos formalmente ao
Conselho de Doengas do Algodao, a inclusao destes dois novos
hospedeiros ao grupo de oito hospedeiros. diferenciais até en
tao utilizados, perfazendo portanto um total de dez diferen
ciais para que estes possam ser usados na diferenciacgao da
raca 18.

RUANO § MOHAN (1982) relataram a ocorencia no
Brasil de um isolado do patGgeno apresentando comportamen-

to distintodas 18 racas fisiologicas ja conhecidas. Desse
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modo, os autores propuseram a designacao dessa estirpe como
raca 19, completando-se assim as 19 racas fisiologicas de
X. campesinis pv. malvacearum identificadas até o presente mo
mento.

FOLLIN (1983), trabalhando com o patdgeno pro-
veniente da Africa, encontrou novos tipos virulentos em G.
hinsutum. Estirpes que sao virulentas a todas as dez linha-
gens do grupo de hospedeiros diferenciais, particularmente a
linhagem 101-102 B. Esta linhagem, imune a todas as 19 ra-
cas fisiologicas descritas, apresenta reacao de susceptibili
dade, precisamente mais susceptivel do que a linhagem suSceB
tivel Acala 44, um hospedeiro sem genes maiores de resisten-
cia. Estes resultados foram confirmados por BIRD et alii
(1983) e BIRD et alii (1984).

No Brasil, sao.poucos os estudos sobre a va-
riabilidade de X. campestnis pv. malvacearum. CIA (1972),tra
balhaﬁdo com isolados do patogeno provenientes de diferentes
regides algodoeiras do Estado de Sao Paulo, constatou a ocor
réncia das racas fisioldgicas 3, 8 e 10, com base nas rea-
coes apresentadas pelo grupo de oito hospedeiros diferenciais
adotados até aquela data. Segundo aquele autor embora fosse
determinada a ocorréncia destas trés racas, nao foi possivel
determinar a distribuicao das mesmas no Estado salientando o
grande interesse da determinacao das areas de ocorréncia das
diferentes racas existentes, para um melhor direcionamento dos

programas de melhoramento visando resisténcia gené€tica ao pa
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togeno. RUANO § MOHAN (1982) além de identificarem uma nova
raca, ou seja a raca 19, relataram também a ocorréncia da ra
ca 18 pela primeira vez no Brasil, em lavouras de algodao do
Estado do Parana.

CIA (1972), estudando a variabilidade do pato-
geno, observou que alguns cuidados devem ser tomados quando
da manutengao dos isolados, principalmente com relacao a via
bilidade e ou a patogenicidade destes. Devido as constantes
repicagens dos isolados em meio de cultura, verificou-se a per-
da de patogenicidade apds seis repicagens sucessivas. Desse
modo, o autor salienta a importancia da frequente passagem
dos isolados pelos hospedeiros, a fim de serem eliminados os
biotipos nao patogénicos. Com relacao a uma possivel sele-
cao por parte dos hospedeiros sobre os isolados, nao foi ob-
servada alteracao na patogenicidade dos respectivos reisola
dos.

Frequentemente, tem sido observado por diver-
sos autores, entre eles BRODIE & COOPER (1960); SCHANATHORST
et alii (1960), SMITH (1962), BRINKERHOFF (1966) e CHEW et
alii (1969), a presenca de racas do patogeno, ocorrendo jun-
tas ou separadamente numa mesma lavoura. CHOWDHURY et alii
(1979) observaram a presenca de mais de uma delas no  mesmo
hospedeiro, na mesma folha e ainda na mesma lesao.

De um modo geral, com a existéncia de racas
fisiologicas do patdgeno e a variavel distribuicao  destas,

enfase tem sido dada aos trabalhos de melhoramento para re-
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sisténcia genética. Desse modo, os trabalhos de melhoramen-
to tem sido conduzidos para todas as racas e frequentemente,
a mistura de racas tem sido utilizada para inoculagoes em
linhagens de algodoeiro por diversos autores, entre eles
THAXTON et alii (1983), MAHILL et alii (1983) e BIRD et alii
(1984).
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3, MATERIAL E METODOS

3.1. LocAL DA PEsaQuIsA

A pesquisa foi realizada nos laboratérios da
Secao de Microbiologia Fitotécnica e nos laboratérios e ca-
sas de vegetagao da Secao de Algodao, do Instituto Agronomi-
co, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de

Sao Paulo, em Campinas, S.P.

3.2, ORIGEM DOS IsoLADOS

Os isolados de X. campestrnis pv. malvacearum
utilizados no presente trabalho foram obtidos de folhas de
algodoeiro G. hinsutum que apresentavam lesdOes tipicas de
mancha angular, provenientes de diferentes regioes algodoei
ras .dos Estados de Sao Paulo, Parana, Mato Grosso, Minas
Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul. Os diferentes isola-

dos, conforme procedéncia, sao listados na Tabela 1.



23,

Tabela 1. Procedéncia dos isolados de X. campestris pv. mal-

vacearum.
Isolado Procedéencia
n? Municipio Estado
1 Sao Sebastiao da Amoreira PR
2 Fl6rida Paulista . SP
3 Guaira SP
4 Fatima do Sul MS
5 Guara SP
6 Cambara PR
7 Campinas SP
8 Campinas SP
9 Quinta do Sol PR
10 Cambard PR
11 Taquarituba ' SP
12 Mococa SP
13 Osvaldo Cruz SP
14 Tangara da Serra MT
15 Capinépolis MG
16 Dracena SP
17 Miguelépolis SP
18 Rio Verde GO
19 Leme SP
20 Sao Miguel do Iguaci MS
21 Castilho SP
22 Guaira SP
23 Aguai SP
24 Santo Anastacio SP
25 Presidente Bernardes SP
26 Goio-Ere PR
27 Londrina PR
28 Aguai SP
29 Ituverava SP
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3.3, Meros pE CULTURA

Foram utilizados os seguintes meios:
I - Meio de cultura para isolamento e manuten
cao do patogeno

Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) (CIA,1972)

DeXtrOoSe tiiiieeeecctncnneennnn 10g
Batata .c.ceveeeen.. Geeceeccens 200g
Agar ...iiiiiiiiannn Cececceae 15g
Agua destilada q.s.p. o/ ..... 1000m1
PH it iiiiiiiiiiiieeennnnns 7,2

ITI - Meios de cultura para a producao de bac-
teriocinas:
A) Meios solidos:

a) Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA)

Dextrose «.c.eeeee.. cececcnne 10g
Batata ..ececceean. cesecee e 200g
Agar (Difco) civeveeenen.. 15g

Kgua Destilada q.s.p. p/.... 1000ml

pH.oooo ooooo © e 00 o 0000 000 0 00 o 7,2

b) Meio Agar - Nutriente (SANTOS, 1979)

Extrato de carne ........... 3g
Peptona ... 5g
Agar (Difco) ..vveeeirinnnn 15g

Kgua destilada g.s.p. p/‘.;. 1000m1

)< F 7,2
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c) Meio YDC (DYE, 1968)

DexXtroSe ..iieeeeeccnsanns . 20g
Extrato de Levedura ....... 10g
CaCO3 precipitado ....... ‘- 20g
Agar (Difco) e.veeeceeen... 15g

Agua destilada q.s.p. p/ .. 1000ml

B) Meios semi-solidos:
Foram utilizadas as mesmas composigoes dos
meios solidos, exceto a quantidade de agar (Difco) que foi

reduzida para 7g.

3.4, IsoLAMENTO E PuRIFIicAgAO DO PATOGENO

O isolamento do patogeno foi feito adotando —
se a metodologia descrita por CIA (1972). As folhas de algo
doeiro com lesOes angulosas tipicas de mancha angular foram
primeiramente herborizadas no local de coleta. Posteriormen
te, procedeu-se os isolamentos conforme as seguintes etapas:

1. Corte de pedacos da parte lesada do tecido
foliar, na regiao de transicao para a area sadia da folha.

2. Imersao dos pedagos de limbo foliar em al-
cool 95°G.L., durante um minuto.

3. Imersao dos pedagos de limbo foliar em uma
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solucao obtida pela diluicgao de uma parte de hipoclorito de
so6dio, contendo 2% de cloro ativo, para trés partes de agua
destilada, durante dois minutos.

- 4. Lavagem dos pedacos de limbo foliar em agua
esterilizada, por aproximadamente meio minuto.

5. Maceracao dos pedagos de limbo foliar em
aproximadamente 0,5 ml de agua esterilizada em placa de Pe-
tri.

6. Transferéncia da suspensao bacteriana obti
da para placas de Petri contendo 20 ml de meio de cultura e
espalhada pelo método de "riscas" com o auxilio de uma alga
circular.

7. Transferéncia das placas de Petri para es-
tufa incubadora com temperatura regulada em 28°C.

ApGs 48 horas de incubagao, procedeu-se a pu-
rificacao dos isolados através da diluicao de colonias indi-
viduais da bactéria em tubos com agua estéril. A seguir, a
suspensao bacteriana obtida foi transferida com alcga, para
placas contendo meio de cultura e novamente incubada por 48

horas a 28°C. Este processo foi repetido por tres vezes.

3.5, MANUTENGAO E PRESERVAGAO DO PATOGENO

As culturas de bactérias obtidas foram manti

das mediante a transferencia periodica, a cada 20 dias, pa-
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ra tubos de ensaio contendo meio BDA inclinado. Foram efe-
tuadas até quatro transferéncias para cada cultura de bacteée-
ria, sendo as culturas renovadas ap0s este periodo. A reno- .
vacao das culturas foi feita mediante a inoculagao e reisola
mento destas, do cultivar susceptivel IAC 12-2 (CIA et alii,
1978). Durante os trabalhos, .as culturas manipuladas foram
mantidas em estufa incubadora com temperatura regulada em
28°C.

A preservacao das culturas originais foi rea-
lizada mediante: (1) cultivo em tubos com BDA nao inclinado
e, apos trés dias de incubacao em estufa a 28°C, foi adicio-
nado G6leo mineral previamente esterilizado até aproximadamen
te 1 cm acima do meio de cultura; (ii) através de liofiliza-
cao, realizada nos laboratorios da Secao de Bactérias Fito-
patogenicas, do Instituto Biologico, da Secretaria de Agri-
cultura e Abastecimento do Estado de 3aeo Paulo, Estacao Expe

rirental de Campinas, S.P.

3,6, INocuLAgAO DO PATOGENO

3.6.1. Obtengao e Preparo do Indculo

Para cada isolado, o inoculo foi obtido a par
tir do cultivo da bactéria em tubo de ensaio contendo meio

BDA inclinado, apos incubagao em estufa a 28°C por 48 horas.
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Posteriormente, foi adicionado quantidade suficiente de agua
destilada esteril sobre estas culturas, obtendo-se uma sus-
pensao bacteriana com aproximadamente 108 UFC/ml1 (CIA, 1972),
correspondendo a 40% de transmitancia obtida em aparelho -Es

pectrofotometro '"Baush § Lomb', Spectronic 20.
3.6.2. Método de Imoculacao

A inoculagcao dos isolados nos hospedeiros di-
ferenciais de racas fisiologicas de X. campestris pv. malva-
cearum foi efetuada através do método de ferimento mecanico
na pagina inferior das primeiras folhas definitivas com o
auxilio de um estilete de madeira, conforme metodologia ado-
tada por CIA (1972).

A verificagao da patogenicidade foi realiza-
da em quatro plantas de cada hospedeiro diferencial. Em cada
uma dessas plantas foram inoculados quatro isolados diferen
tes por folha além do tratamento testemunha. Repetiu-se as
inoculagoes em duas folhas da mesma idade por planta.Desta ma-
neira foram efetuadas oito inoculacoes para cada isola
do.

Os estiletes de madeira previamente mergulha
dos nas suspensoes bacterianas, ou em agua esterilizada, no
caso da testemunha, foram levemente pressionados sob as fo-

lhas, provocando ferimentos em forma de riscas.
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3.7. IDENTIFICAGAO DAS RAgAs Fis1oLOGICAS

Para a identificacao das racas fisiologicas de
X. campestris pv. malvacearum foi utilizado o grupo de hos-
pedeiros diferenciais composto pelas seguintes linhagens de
algodoeiro: Acala 44, Stoneville 2B-S9, Stoneville 20, Meba-
ne B-1, 1-10B, 20-3, 101-102Z B,  Gregg, Empire B4 e
DPxP4 citadas por BIRD (1981), onde sao apresentadas as rea-
coes de cada uma destas linhagens para 18 ragas fisiologicas
do patogeno e com o quadro de reagoes da raga 19 citado por
RUANO § MOHAN (1982) para os mesmos hospedeiros diferenciais.

Foram realizados trés testes de patogenicida-
de para as ragas do patBgeno em casa de vegetacao. A tempe-
ratura neste ambiente oscilou de 22 a 30°C e a umidade rela-

tiva do ar ao redor de 80%.

3,8, METODO DE AVALIAGAO DOS SINTOMAS

A avaliagao de reacgao dos hospedeiros diferen
ciais para racas fisiologicas do patdgeno foi efetuada quin-
ze dias ap0s a inoculagao mediante uma escala de notas de 1
a 5, semelhante a utilizada por CIA (1972), para condicgoes
de casa de vegetacao. A escala de notas foi empregada con-

forme descricao a seguir:

1 = necrose seca, escura, restrita a risca.
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2 = risca enchércada, verde-oleosa, com peque
nas expansoes arredondadas, nunca angulo
sas.

3 = risca encharcada, verde-oleosa, com peque
nas expansoes angulosas.

4 = risca encharcada, verde-oleosa, com expan
soes angulosas, nao ultrapassando 3 mm.

5 = risca encharcada, verde-oleosa, com expan

soes angulosas superiores a 3 mm.

Como critério de avaliacdao das reacOes pelos
hospedeiros diferenciais ao patdgeno foi adotado aquele des-
crito por CIA (1972): Foram considerados resistentes (R) os
hospedeiros que mediante os sintomas apresentados receberam
nota média maxima de 1,9 e susceptiveis (S) aquelas que apre
sentaram nota média superior ou igual a 3. Aqueles cujas no
tas variaram de 2 a 2,9 foram considerados de reacoes inter-

mediirias (I).

3,9, PrRODUGAO DE BACTERIOCINAS

Para verificar a producao de bacteriocinas em
X. campestris pv. malvacearum foram adotadas as técnicas des
critas por VIDAVER et alii (1972), ECHANDI (1976) e KUROZAWA

(1980). Os isolados, mantidos em tubos de ensaio contendo
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o0leo mineral ou oriundos de reisolamentos de plantas do cul-
tivar IAC 12-2 de algodoeiro susceptivel ao patogeno, foram
transferidos para placas de Petri contendo 20ml de meio BDA
so0lido. Apds incubacdao em estufa com temperatura regulada
em 28°C por 48 horas, procedeu-se a transferencia de cada isolado para
placas de Petri contendo o mesmo meio de cultura, através de
um replicador descrito por KUROZAWA (1980) obtendo-se desta
forma, placas matrizes com oito isolados -diferentes por pla-
ca. As placas assim semeadas, ap6s 48 horas de incubacao a
28°C, foram replicadas para outras placas de Petri conten-
do 20 ml dos diferentes meios s6lidos e novamente incubadas
por 48 horas a 24°C. Foram replicadas placas suficientes pa
ra possibilitar todas as.combinagoes desejadas entre os iso- -
lados testados. Ao final do periodo de incubacao, as placas
de Petri foram invertidas, colocando-se nas tampas de cada
uma delas, 1,5 ml de cloroférmio. ApdOs 45 minutos de exposi
cdo ao vapor de cloroformio as placas foram entreabertas em
camara asséptica de ar continuo durante 60 minutos para a com
pleta evaporacdo do cloroférmio. A seguir, foram vertidos
sobre o meio de cultura destas placas, 4 ml dos meios semi-
so0lidos correspondentes, contidos em tubos de ensaios e 1li-
quefeitos a temperatura de 45°C em banho-maria, aos quais fo
ram adicionados 0,5 ml de suspensao bacteriana de cada um dos
isolados previamente incubados durante 48 horas a 28°C. Pos-
teriormente, estas placas de Petri foram incubadas por 48 ho

ras a 24°C e apds este periodo procedeu-se a leitura dos ha-
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los de inibicao formados ao redor das colonias. Deste modo,
cada isolado foi testado como produtor de bacteriocina con-
tra todos os demais isolados.

A producao de bacteriocinas através da indu-
¢ao com luz ultravioleta foi testada e comparada com testemu
nhas nao irradiadas. Os isolados em placa de Petri com meio
BDA apos 36 horas de incubacgao a 24°C, antes da exposicao ao
vapor de cloroformio, foram irradiados com luz ultravioleta
(lampada germicida de 15W, marca GE, modelo G15T8, compri-
mento de onda de 253,7 nm) em ambiente asséptico escuro du-
rante 30 segundos a 15 centimetros da fonte luminosa. Apos
o tratamento, as placas irradiadas foram envolvidas com pa
pel aluminio (BECKER, 1980) e novamente incubadas por mais
12 horas a 24°C. Posteriormente, foram conduzidas conforme
os procedimentos descritos anteriormente para produgao de bac
teriocinas.

Para a determinagao dos isolados bacteriocino
génicos, foram realizados tres ensaios. O primeiro ensaio foi
conduzido com os tres meios de cultura citados em 3.3. e os outros dois

ensaios seguintes foram conduzidos em meio de BDA.

3.9.1. Determinacao da Sensibilidade de

Bacteriocinas ao Calor

Os isolados determinados como produtores de

bacteriocinas, ap0s o periodo de incubacao de 48 hs a 24°C,
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e apos a exposigcao aos vapores de cloroformio, foram expos-
tos a temperatura de 79°C em uma estufa durante 15 minutos.
Decorrido esse tempo, as placas de Petri contendo os isola-
dos foram resfriadas por 10 minutos e mantidas durante 60 mi
nutos em temperatura ambiente, para a seguir receber o meio
de cultura semi-so6lido inoculado e a seguir as etapas nor-
mais descritas anteriormente no item 3.9 para producao de
bacteriocinas. A producdo ‘de bacteriocina, através do tama-
nho do halo de inibigao apresentado, foi comparada com a pro

ducao dos mesmos isolados sem exposicao ao calor.
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4, RESULTADOS

4,1, PrRoDUGAO DE BACTERIOCINAS

4.1.1. Comportamento dos Isolados

Ap8s a realizacao de tres testes em meio BDA,
para verificacao da producao de bacteriocinas, utilizando-se
os 29 isolados de X. campestnais pv. maflvacearum, foi possi
vel determinar que 16 deles produziram bacteriocinas, nas con
dicoes do presente estudo. Os resultados de produgao e sen-
sibilidade dos isolados a bacteriocinas sao apresentados na
Tabela 2.

Observa-se que o isolado 1 produziu bacterio-
cina cohtra o maior nimero de isolados e mostrou-se insensi
vel a todas as bacteriocinas produzidas pelos demais, com
excecao do isolado 25. Dos 29 isolados testados, 5 foram
insensiveis, ou seja, nao indicadores de nenhum dos isola-
dos produtores e 13 nao foram bacteriocinogénicos. Entre os

isolados nao bacteriocinogénicos estao incluidos quatro (14,

18, 19 e 26) que nao foram estdveis quanto a producao de bac
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teriocina em todos os testes realizados. Pode-se notar ain-
da que os mesmos 5 isolados nao indicadores, insensiveis a
todos os demais isolados sao entretanto, produtores de bac-
teriocinas.

De uma maneira geral, todas as bacteriocinas
produzidas sao de tipos diferentes e todos os isolados produ
tores foram imunes 3 sua propria bacteriocina.

Nao foi observada alteracao na produgao de
bacteriocinas quando os. isolados foram submetidos a irradia-

cao com luz ultravioleta.

4.1.2. Influéncia dos Meios de Cultura na Producao

de Bacteriocinas

O primeiro ensaio para determinacao dos isola
dos bacteriocinogénicos foi conduzido utilizando-se os tres
diferentes meios de cultura descritos no item 3.3. Verificou
se que no meio de BDA, 55% dos isolados de X. campestris pv.
malvacearum foram capazes de produzir bacteriocinas enquanto
que nenhum dos isolados as produziu no meio Agar-Nutriente. No
meio YDC, nao foi possivel a constatacao da produgcao de bac-
teriocinas, devido a opacidade do meio causada pelo carbona-

to de cdlcio, dificultando a leitura dos halos de inibicao.
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4.1.3. Determinacao da Sensibilidade de

Bacteriocinas ao Calor

Foi observado que as bacteriocinas produzidas
por todos os isolados nao foram inativadas pela exposicao a

79°C de temperatura durante 15 minutos.

4,2, IDENTIFIcAGAO DAS Ragcas FisioLdcicas

Os resultados obtidos nos tres testes para
identificacao das racas fisiologicas de X. campestris pVv.
malvacearum mediante as reacoes de linhagens diferenciais de
algodoeiro, (R) resistentes e (S) susceptiveis, estao resumi
dos na Tabela 3. Do total de vinte e nove isolados proveni-
entes de diferentes localidades foram observados: Quatorze
isolados da raga 18 (3, 5, 16, 19 e 29 do Estado de Sao Pau
lo; 1, 6, 9, 10 e 26 do Estado do Parana; 14 do Estado de Ma
to Grosso; 15 do Estado de Minas Gerais; 18 do Estado de
Goias e 20 do Estado do Mato Grosso do Sul); trés isolados
da raca 19 (7 e 13 do Estado de Sao Paulo e 27 do Estado do
Parana); tres isolados da raca 7 (23, 25 e 28 do Estado de
Sao Paulo; dois isolados da raga 13 (21 e 22 do Estado de Sao
Paulo); um isolado da raca 3 (2 do Estado de Sao Paulo); um
isolado da raca 17 (8 do Estado de Sao Paulo) e cinco isola-
dos nao apresentaram patogenicidade (11, 12, 17 e 24 do Esta

do de Sao Paulo e 4 do Estado do Mato Grosso do Sul).
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4.3, ProDucAO DE BacTErRIOCINAS A NiVEL DE Raga
FisioLbGica

A reacao de resistencia e sensibilidade a bac
teriocinas foi variavel entre ragas e isolados dentro da mes
ma raca, como pode ser observado na Tabela 4. Exemplo disto
pode ser verificado com'a raca 18, que foli a mais representa
tiva. De modo geral, a maioria dos isolados desta raga, pro
duziu bacteriocinas contra as demais ragas, exceto os da ra-
ca 7, bem como apresentou estirpes sensiveis as bacterioci-
nas produzidas pelos isolados desta mesma raca. Este fato
nao ocorreu com os demais isolados produtores das outras ra
cas, os quais foram imunes “d sua prépria bacteriocina. Algu
mas estirpes da raca 18 foram sensiveis as bacteriocinas pro
duzidas por isolados de outras ragas e sem excessao, foram
resistentes ao Unico produtor da raca 19.

Reciprocidade de produgao de bacteriocinas en
tre ragas pode ser verificada de uma maneira geral, por exem
plo entre as racas 13 e 18 onde os isolados da raga 13 pro-
duzem contra alguns isolados da raga 18 e vice-versa. Produ
coes do tipo unidirecional entre racas também foram observa
das, como no caso das ragas 7 e 18 em que todos os 1isolados
da 7 produzem contra alguns isolados da 18 mas o contrario nao
ocorreu. Reciprocidade de nao producao entre ragas foi ob-

servada entre os isolados da ragca 3 e 7, 3 e 17 e .7

com 17.
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A exemplo do que ocorreu com os isolados pato
génicos comportamento semelhante foi observado para os isola

dos nao patogenicos, com respeito a producao e sensibilida-

de a bacteriocinas.
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5. DISCUSSAO

Dos trés meios de cultura testados no presen-
te estudo para produgao de bacteriocinas, por isolados de X.
campesinis pv. malvacearum, apenas o meio BDA se mostrou efi
ciente. Este meio, além de favorecer principalmente a produ
cao de bacteriocinas € de baixo custo quando comparado com oS
outros meios e permite a leitura do halo de inibicao com maior
precisao, devido a sua caracteristica de translucidez. Con-
trariamente, o meio YDC, escolhido por se mostrar eficiente
para o crescimento da cultura bacteriana, impossibilita a
leitura dos halos de inibigao devido a opacidade do meio cau
sada pelo carbonato de calcio.

Enquanto que 55% dos isolados do patdgeno pro
duziram bacteriocinas no meio BDA, em Agar- Nutriente a pro-
ducao foi nula, provavelmente devido a presenca de peptona
no meio. Embora SANTOS (1979), trabalhando com X. campestris
PV. campestnis, tenha observado que 47% dos isolados produzi
ram bacteriocina no mesmo meio Agar-Nutriente, diversos pes-
quisadores entre eles GROSS § VIDAVER (1979) verificaram que

a composicao do meio de cultura pode afetar profundamente a
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producao de bacteriocinas, observando que meios contendo pep
tona podem incrementar ou inibir a producao.

A produgao de bacteriocinas, em niveis bastan
te variaveis, tem sido verificada em diferentes espécies ' de
bactérias fitopatogénicas. No presente estudo, 55% dos iso-
lados de X. campesinis pv. malvacearum produziram bacterioci
nas e este numero € bem proximo daqueles obtidos por YANO
(1976) entre varios patovares desta espécie e SANTOS (1979)
para o patovar campesirnis.

Diferencas na capacidade de produgao e sensi
bilidade a bacteriocinas entre isolados de uma mesma espécie .
ou entre espécies proximamente relacionadas tem possibilita
do a classificacao infrasubespecifica das espécies (VIDAVER
et alii, 1972; VIDAVER § BUCKNER, 1978). Por outro lado, uma
vez que a producao de bacteriocinas embora geneticamente es-
tavel € alterada sob determinadas condicoes (REEVES, 1965),
a utilizagao pratica da mesma, quer na diferenciacao das espé
cies ou racgas, quer em estudos epidemiologicos, requer uma
melhor caracterizacao da bacteriocina.

Com base nos resultados obtidos, pode-se veri
ficar que todos os isolados produtores diferem entre si quan
to @ produgao e & sensibilidade as bacteriocinas, tanto a ni
vel de racas ou de isolados, bem como em relagao a origem des
ses isolados. Portanto, nao foi possivel a caracterizagao des
tes em grupos por tipo de bacteriocinas devido a esta gran-

de variacao apresentada. Estes resultados sao searlhantes aos
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observados por YANO (1976) em patovares de X. campestris e
SANTOS (1979) para o patovar campestris, sugerindo que a ati
vidade bacteriocinogénica em Xanthomonas € mais complexa do
que aquelas observadas para outras espécies pertencentes aos
demais geéneros de bactérias fitopatogénicas.

De acordo ainda com os resultados obtidos, ele
mentos para uma caracterizacao inicial das bacteriocinas pro
duzidas puderam ser observados: as bacteriocinas produzidas
por todos os 16 isolados produtores, podem ser consideradas
termoestaveis e consequentemente, segundo BRADLEY (1967), bac-
teriocinas termoestaveis possuem baixo peso molecular; a pro
ducao por todos os isolados foi influenciada pela condicgao
nutricional do meio de cultura, sendo provavelmente inibida
em presenca de peptona no meio; irradiacao com luz ultravio-
leta nao alterou o tamanho dos halos de inibicao em nenhum
dos isolados produtores, sugerindo que todas as bacterioci
nas produzidas sao liberadas totalmente pela acao do cloro-
férmio.

Excepcionalmente, uniformidade na sensibilida
de a bacteriocinas foi observada apenas entre os isolados da
raca 7, os quais foram imunes as bacteriocinas produzidas por
todas as outras racas. Como foi observada uma grande varia-
cao da atividade bacteriocinogenica entre os isolados estuda
dos, ficam impossibilitadas de uma analise definitiva as ra-
cas que possuem poucos isolados representantes, como € o ca-

so pelo menos das ragas 3, 13 e 17. Embora os isolados des-
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tas racas juntamente com os das ragas 7 e 19, pouco mais re-
presentativas, nao foram sensiveis as proprias bacteriocinas
produzidas, nao se pode afirmar que nao o sejam, uma vez que
este fato foi evidenciado entre os isolados da raga 18, con-
siderada mais representatiﬁa. Como pode ser observado na Ta
bela 3, a raca 18 &€ mais patogénica que as demais racas, e
embora exista uma certa tendéncia dos isolados que a repre-
sentam em produzir bacteriocinas contra um maior nUmero de
isolados, nao foi observado relacao entre producao de bacte-
riocinas e patogenicidade uma vez que isolados considerados nao
patogenicos também produziram tais substancias. Neste particular,a exis
tencia de isolados nao patogenicos produtores de bacteriocinas pode ser
de grande valia na protegao cruzada de doencas bacterianas de plantas.

Segundo LWOFF (1953), uma particula de bacte-
riocina € suficiente para matar uma cé€lula bacteriana sensi-
vel. Com base nesta informacao, BECKER (1980) e KUROZAWA
(1980) sugeriram a possibilidade de que quando se deseja fa-
zer inoculacgoes de plantas com mistura de isolados ou ragés,
aqueles isolados ou ragas que possuem propriedades bacterio-
cinogénicas, causarao a morte das células sensiveis, conse-
quentemente, alterando os resultados das inoculacgoes sobre
o hospedeiro. De fato, os resultados obtidos no presente es
tudo, sustentam esta possibilidade.

Particularmente, para a bactéria em questao,
o uso de mistura de ragas para inoculagao em trabalhos de me
lhoramento visando resistencia do algodoeiro, € pratica de

rotina, como pode ser observado nos trabalhos de THAXTON et
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alii (1983), MAHILL et alii (1983) e BIRD et alii (1984). Ten
do em vista que, € possivel a presenca de mais de uma raca
desta bactéria no mesmo hospedeiro, na mesma folha e ainda
na mesma lesao (CHOWDHURY et alii, 1979), acrescida da pos-
sibilidade de bactérias desenvolveram atividades bacterioci-
nogenicas no tecido da planta (SMIDT § VIDAVER, 1982) €& de
se refletir com base nos resultados obtidos no presente estu
do, sobre a importancia da determinacao da producao de Dbac-
teriocinas pelos isolados representantes das ragas antes de
serem misturados e inoculados no hospedeiro.

Como pode ser observado nos trabalhos de BIRD
(1981) e RUANOVG MOHAN (1982), sao conhecidas até o presente
momento, 19 racas fisiologicas de X. campestris pv. malva-
cearum. Destas, apenas cinco de ocorréncia no Brasil ou se-
ja, as racas 3,.8 e 10 no Estado de Sao Paulo (CIA, 1972) e
as racas 18 e 19 no Estado do Parana (RUANO § MOHAN, 1982).

De acordo com os resultados obtidos, resumi-
dos na Tabela 3, entre os isolados estudados provenientes de
diferentes regioes algodoeiras do Brasil (Tabela 1), foi pos
sivel detectar a ocorréncia de seis racas, sendo as ragas 3,
18 e 19 j& conhecidas anteriormente enquanto que para as ra-
gas 7, 13 e 17 o autor deste trabalho desconhece relatos de
ocorréncia nas regioes mencionadas.

Até o presente momento, nao existiam informa-
¢oes a respeito da ocorréncia de ragas nos Estados de Goias,

Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A Unica raga
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constatada entre os isolados oriundos destas regioes foi a
raca 18. Para o Estado do Parana, nao houve alteracao das
‘informacoes sobre as racas, sendo confirmadas as racas 18 e
19 ja relatadas. Porém, para o Estado de Sao Paulo, o pano-
rama foi alterado com a constatacao das racas 7, 13, 17, 18
e 19,sobre as quais o autor desconhece relatos de ocorren
cia e por outro lado, das trés racas ja detectadas anterior-
mente ou seja, racas 3, 8, e 10 apenas a raca 3 teve a sua
ocorrencia confirmada. Sobre a raca 8, embora se tenha tra-
balhado com isolados provenientes de lavouras das regioes on
de esta raca foi detectada pela primeira vez, nao foi possi-
vel recupera-la. Entretanto, € prematura qualquer conclusao
definitiva a respeito da nao recuperagao desta raga, uma vez
que poucos isolados foram avaliados. A raca 10 também nao
foi observada, porém, € possTvel que esta seja a mesma raca
18 detectada no presente estudo. Quando a raga 10 foi de-
tectada por CIA (1972), apenas 17 ragas fisioldgicas do patod
geno tinham sido identificadas até aquela data com base nas
reagoes apresentadas por sete linhagens diferenciais de al-
godoeiro (BRINKERHOFF, 1970). Destas, apenas a linhagem 101-
102B apresentou reagao de resistencia a esta raga. Posterior
mente, HUSSAIN & BRINKERHOFF (1978) acrescentaram a este gru-
po, permanecendo até a presente data, trés novas linhagens
para diferenciacao da raca 18. Portanto, estas tres novas
linhagens diferenciam a raca 10 da ragca 18 uma vez que as

reagOes das sete linhagens anteriores, sao identicas para am
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bas. Deste modo, das dez linhagens que compoem o atual gru-
po de hospedeiros diferenciais, apenas a linhagem 101 - 102B
apresenta resisténcia a raca 18 enquanto que para a racga 10,
além dessa linhagem duas outras das trés novas linhagens in-
troduzidas no grupo, apresentam reacoes de resistencia.

Nas condigoes do presente trabalho, foi pos-
sivel detectar a presenca de racas fisiologicas do patoge-
no nas regioes algodoeiras estudadas, da seguinte forma: ra-
cas 3, 7, 13, 17, 18 e 19 no Estado de Sao Paulo; racas 18 e
19 no Estado do Parana; raca 18 nos Estados de Goias, Minas
Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Como se pode ob-
servar, a raca 18, considerada até o presente momento como a
mais virulenta, capaz de infectar todas as linhagens porta-
doras de genes de resistencia, com excegao da linhagems 101-
102B, foi detectada em todas as regioes estudadas. Embora
nao tenha sido possivel no presente trabalho, seria de gran-
de interesse determinar as areas de distribuigao das diferen
tes racas fisiologicas para uma melhor orientacao, quando da
distribuicao de cultivares para o plantio. Por ora, o conhe
cimento da predominancia da raga 18, considerada a mais pato
génica atualmente, em diferentes regioes algodoeiras, vem
contribuir para um direcionamento mais adequado dos progra-
mas de melhoramento visando 3@ introducao de resisténcia gené
tica a esta raga. Cabe ressaltar também que a variabilida-
de do patogeno deve ser investigada constantemente, uma vez

que mutantes tem sido observados (FOLLIN, 1983; BIRD et alii,
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1983 e BIRD et alii, 1984), os quais podem infectar todas as
linhagens diferenciais inclusive a 101-102B, considerada re-

sistente a todas as racas até entao identificadas.
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6. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos no presente trabalho

pode-se concluir:

a - Existe grande variacgao entre os isolados
de Xanthomonas campestnis pv. malvacearum quanto a capacida-
de de produgao e sensibilidade as bacteriocinas, impossibi-
iitando a caracterizacao por grupos segundo a atividade bac-
teriocinogenica tanto a nivel de racas ou isolados ou quanto

a procedencia des mesmos;

b - As bacteriocinas produzidas mostraram-se ter

moestaveis a 79°C por 15 minutos;

c - 0 meio BDA foi adequado para a producao
de bacteriocinas por isolados do patdgeno, enquanto que em

meio Agar-Nutriente a producgao foi inibida;

d - Foram detectadas as racas fisiologicas 3,
7, 13, 17, 18 e 19 de X. campestris pv. malvacearum, com ba-

se nas reacoes de patogenicidade apresentadas pelo grupo de
linhagens diferenciais de algodoeiro. Todas estas racas fo-

ram observadas no Estado de Sao Paulo;



51.

e - A raca fisiologica 18 foi detectada em'iso
lados provenientes de todas as regioes produtoras de algo-
dao da Zona Meridional do Brasil, enquanto que para as de-

mais racas foi observado ocorréncia menos generalizada.
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