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1 - RESUMO

A reacdo de hipersensibilidade em folhas de fu

mo, serologia e meio de tetrazolium-foram testados para iden-
tificar rapidamente, isolados patogenicos de Pseudomonas gly-
cinea. A produgao de bacteriocina pelos isolados e a resis-
tencia a antibioticos também foi investigada.

Tanto a reagao de hipersensibilidade, quanto a
serologia foram uteis para distinguir o patogeno de outras bac
terias saprofitas fluorescentes. Dois tipos de colonias foram
observadas quando suspensoes bacterianas, provenientes de cul
turas estoque de Pseudomonas glycinea , foram cultivadas em
meio de tetrazolium: wum tipo apresentou colonia inteiramen-
te vermelha, circular, com bordo branco estreito e diametro de
1,5 mm a 2,0 mm (tipo I) e outro, colonia com centro rosa -a

vermelho, circular, com bordo branco largo e diametro de 1,0 mm



a 2,0 mm (tipo II) ; culturas derivadas do primeiro tipo foram
fracamente patogenicas enquanto aquelas do segundo tipo foram
altamente patogenicas no cultivar Santana.

Dentre os 13 isolados de Pseudomonas glycinea,
cinco foram produtores de bacteriocinas, nao havendo, entretan
to, relacao entre a produgao desta substancia e reagao serold
gica dos isolados.

A sensibilidade a antibioticos dos isolados es
timada pela maxima concentracao nao inibitoria (MCNI) foi:
4,0-8,0 pg/ml para Kasugamicina ; 0,16 - 0,32 pg/ml para Es-
treptomicina e Tetraciclina e, 0,02-0,04 ug/ml para Terrami
cina. Mutantes resistentes a Estreptomicina (250 - 500 pg/ml
MCNI) obtidos "in vitro" foram-afetados na patogenicidade,mas

nao em sua capacidade bacteriocinogenica.



2 - INTRODUCAO

0 Crestamento Bacteriano, causado por Pseudo-
monas glycinea Coerper, destaca-se entre as bacterioses da so
ja por ser a de ocorrencia mais generalizada,estando presente
em praticamente, todas as partes do mundo. O patogeno é mais
comum em regioes com clima fresco e umido (SINCLAIR, 1977) po
dendo haver limites na producao quando as condigcoes sao favo-
raveis ao seu desenvolvimento (SINCLAIR e SHURTLEFF, 1975).
Na Coreia, esta doenca e responsavel anualmente por cerca de
107 de perdas nas lavouras de soja (CHOO e YO0, 1977), sendo
também uma das doencas mais comuns e importantes no Zambia
(JAVAID e ASHRAF, 1978), causando completa desfolhacao. Nos
Estados Unidos, este e, provavelmente, o patogeno mais larga-

mente distribuido na regiao centro-norte (LEBEN , DAFT e

SCHMITTHENNER, 1968).



No Brasil, atraves de levantamentos da ocorraﬂ
cia de doencas da soja nos Estados da regiao sul, realizados
por FERREIRA (1971) e SCHUCK (1973), foi constatado que o Cres
tamento Bacteriano era uma das doengas mais proeminentes. Pos
teriormente, LEHMAN et aliz (1976) constataram-na em cerca
de 737 das lavouras observadas.

0 primeiro passo na diagnose da doenga € a ob-
tengao do agente patogenico. Porem, atraves do método normal
mente preconizado, isolamento em nutriente-agar, dificuldades
sao encontradas pela presenca constante de flora bacteriana
nao-patogenica (LEBEN et alii, 1968). Pseudomonas saprofitas
que ocorrem conjuntamente nos orgaos afetados, apresentam ca
racteristicas morfologicas ‘e bioquimicas semelhantes aquelas
do patogeno (KLEMENT, 1963). Na pratica, a aplicacgao dos pos
tulados de Koch & o Unico metodo digno de confianca que pode
ser usado para esta finalidade, mas a obtengao das respostas
demandam algum tempo alem de depender da disponibilidade do
hospedeiro adequado.

Entretanto, existem possibilidades que permitem
uma rapida distincao entre bacterias patogenicas e aquelas ti

das como saprofitas, tais como:

a - 0 metodo utilizado por KELMAN (1954) que se fundamenta na
diferenca de coloracao exibida pelas coldnias de bacté -
rias patogencias e, fracamente ou nao-patogenicas-quando
semeadas em meio de cultura contendo cloreto de trifenil

tetrazolium.



b - A reagao de hipersensibilidade em folhas de fumo (Nicotia
na tabacum L.), desenvolvida por KLEMENT (1963),dado a
capacidade das formas patogenicas de Pseudomonas induzirem
nos tecidos inoculados,uma reacao de hipersensibilidade.

c - A serologia, empregada com sucesso para fins de identifi
cacao de microorganismos desde o comeco deste seculo.
Atualmente tal técnica permite a diferenciagao entre iso
lados do mesmo organismo agrupando-os em serotipos (YAK-

RUS e SHAAD, 1979).

Alem disso, quando se consideram estudos epide
miologicos, € importante que se possa caracterizar o comporta
mento de racas dentro da espéecie do organismo em questao. Co
mo uma colaboracao neste sentido, alem da serologia, varios
pesquisadores tem utilizado tanto a produgao de bacteriocinas
inicialmente estudadas em E. colZ por Gratia em 1925 (REEVES,

1965) como tambeém os diferentes niveis de resistencia aos an-

bioticos. Ao contrario da patologia medica, os estudos a

e

t
esse respeito em bacterias fitopatogenicas sao menos numerosos.
Embora os assuntos comentados anteriormente se
jam do conhecimento dos pesquisadores, pouco tem sido estuda-
do em relagao a Pseudomonas glycinea. Sendo assim, o presente
trabalho teve por objetivo apurar metodos que determinassem
com rapidez a bacteria responsavel pelo Crestamento Bacteria
no, bem como verificar a possivel producao de bacteriocinas Pe

lo patogeno e o comportamneto dos mutantes resistentes a anti

bioticos.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3,1 - 0 PaTOGENO

No comeco deste seculo, alguns pesquisadores,
Heald , Clinton (COERPER, 1919) e JOHNSON e COERPER (1917),me2
cionaram o aparecimento ' de uma bacteriose sobre a soja em al-
guns Estados norte-americanos. Entretanto, COERPER (1919) foi
quem pesquisou mais detalhadamente o desenvolvimento da doen
ca,bem como os aspectos morfologicos e bioquimicos do patoge-
no, classificando-o como Bacterium glycineum. Um ano mais tar
de, WOLF (1920) descreveria uma doenga bastante similar tendo
denominado o patogeno de Bacterium sojae. Comparacoes poste-
riores (SHUNK e WOLF, 1921) dos sintomas causados pelos dois
organismos nao permitiu distingui-los, a nao ser por escassas
caracteristicas bioquimicas. Outras tentativas de ‘classifica

cao do patdogeno se seguiram antes que Stapp, em 1928 , o clas



sificasse definitivamente como Pseudomonas glycinea (BERGEY
et alii, 1939).

Atualmente, ha um consenso por parte dos quui
sadores no sentido de rever os varios generos de bacterias.
Assim, devido a falta de caracteristicas distintas e a varia-
bilidade dos resultados de testes bioquimicos, muitas Pseudo-
monas fluorescentes, arginina dihidrolase negativa e com capa
cidade de induzir reagao de hipersensibilidade no fumo, entre
as quais Pseudomonas glycinea, tem sido consideradas como pa
totipos de Pseudomonas syringae (DOUDOROFF e PALLERONI, 1974;
YOUNG et alii, 1978). Como esta proposigao ainda nao & ampla
mente aceita, o patogeno utilizado neste estudo e denominado
Pseudomonas glycinea.

No Brasil, a primeira citagao da ocorrencia des
te patogeno foi feita por BITTANCOURT (1934) na relacao de do
encas observadas na secao de Fitopatologia do Imstituto Biolo
gico de Sao Paulo, durante os anos de 1931 e 1932,

Levantamentos da ocorrencia de bacterioses
(FERREIRA, 1971 ; SCHUCK, 1973) , indicam que o crestamento
bacteriano esta presente em todas as areas de cultivo da so-
ja, muitas vezes em indices mais elevados do que a outras do-

engas.



3.2 - HIPERSENSIBILIDADE

As alteragoes morfologicas e histologicas inci
tadas por um agente infeccioso, levando os tecidos infectados
a necrose prematura, com consequente inativacao e localizacao
deste agente, e definida como reacao de hipersensibilidade.

Em plantas infectadas com organismos fitopato-
genicos, este fenomeno tem sido mais estudado nas doengas cau
sadas por fungos e virus (MULLER, 1959). A possibilidade de
que bacterias fitopatogencias fossem tambem capazes de induzir
a reacao de hipersensibilidade foi posteriormente demonstrada
(KLEMENT e LOVREKOVICH, 1962 ; KLEMENT, 1963), principalmente
em relacao ao genero Pseudomonas.

Anteriormente, os metodos disponiveis para i-
dentificacao de bacterias baseavam-se nas caracteristicas mor
fologicas, bioquimicas e sensibilidade aos fagos. Alem da mo
rosidade dos testes, a confiabilidade ficava prejudicada, uma
vez que os resultados, em alguns casos, eram identicos para
bacterias saprofitas e patogenicas. Tal condigcao, principal-
mente verdadeira para as Pseudomonas (STOLP, 1961), implicava
na necessidade dos Postulados de Koch para a diferenciacao en
tre as bacterias.

0 uso da reacao de hipersensibilidade em plan-
tas tornou possivel eliminar algumas dificuldades facilitando
a identificacao do patdgeno. . Para tanto, no comeco utilizava-
se feijao (Phaseolus vulgaris), com otimos resultados, merecen

do a observacao de KLEMENT e LOVREKOVICH (1961): "Como mate-



rial-teste o feijao poderia ter, por extensao, o memo papel
na fitopatologia que os animais convencionais de laboratorio
na medicina". Na ocasiao, estes autores haviam testado espe-
cies de Pseudomonas e Xanthomonas , incluindo saprofitas e pa
togenicas; como resultado, todas as especies fitopatogenicas
(exceto aquelas ao feijao) induziram reacao necrotica. Espe-
cies saprofitas nao produziram qualquer sintoma.

Posteriormente, KLEMENT (1963) transferiu esta
metodologia para plantas de fumo (Nicotiana tabacum) com re
sultados altamente satisfatorios, injetando suspensoes de va-
rias Pseudomonas spp. Em combinacoes parassimbtioticas houve
necrose dos tecidos ao terceiro dia ; combinagoes eussimbioti
cas manifestaram sintomas tipicos da doenga apos 72 horas;nao
houve alteracao nos tecidos inoculados com Pseudomonas sapro-
fitas.

Varios estudos, usando diferentes combinacgoes
de hospedeiro-patogeno, tem sido efetivados em relagcao a hi-
persensibilidade (KLEMENT et aliz, 1964 ; LELLIOT et alziz,
1966) demonstrando que a maioria das Pseudomonas fitopatoggni
cas sao aptas a induzir esta reagao em combinagoes parassimbid
ticas. Pseudomonas saprofitas sao inaptas, a nao ser em con-
dicoes extremas, como citam LOVREKOVICH e LOVREKOVICH (1970),
ao obterem reacao necrotica em plantas de fumo inoculadas com
P. fluorescens , mantidas a 1007 de umidade no escuro.

Excegcao a regra & o trabalho de MISAGHI e GRO-

GAN (1969) que, embora tenham separado Pseudomonas saprofitas
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das patogenicas com base no teste de hipersensibilidade, eviden
ciaram apenas dois isolados de Pseudomonas glycinea, de qua-
tro utilizados, induzindo reagao necrotica em fumo. Porem,ao
contrario destes resultados, SANDS et alZiz (1970), propondo
uma taxonomia para as Pseudomonas fitopatogenicas, incluiram
todos os isolados testados de Pseudomonas glycinea como aptos
a induzirem reacao de hipersensibilidade.

A indugao da reacao de hipersensibilidade em
folhas de fumo e influenciada por varios fatores tais como a
concentracao do inoculo, temperatura, idade da cultura, umida
de relativa e luminosidade. Dentro deste contexto, desde os
primeiros trabalhos ja se sabia que suspensoes contendo menos
de 105 cel/ml n3ao manifestavam reagao visivel (KLEMENT, 1963).
Contudo, estas reagaes ocorrem ao nivel celular, tomando di-
mensoes microscopicas, no tecido inoculado (TURNER e NOVACKY,
1974).

A temperatura tem grande importancia na manifes
tagEo da hipersensibilidade, conforme constataram KLEMENT e
GOODMAN (1967) ao nao obterem reagao em plantas inoculadas man
tidas a temperatura de 37°C. Da mesma forma, exposicao das
plantas inoculadas a temperaturas tao baixas quanto 16°¢ ou
menos podem inibir completamente 'a resposta a hipersensibili-
dade (COOK, 1971).

A idade da cultura bacteriana tambem influen -
cia o tempo de aparecimento da reacao. KLEMENT (1971) ilus -

tra este fato ao observar que culturas com 1 , 10 e 20 dias de
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cultivo induziram reacao apos 8=-9 h , 10-11 h e 12-13 h ,
respectivamente. Culturas jovens,que sao metabolicamente mais
ativas, induzem a reacao mais cedo.

Ao contrario dos demais fatores, a luz nao tem
sido reconhecida como um fator ambiente critico no desenvolvi
mento da reagao de hipersensibilidade (KLEMENT e GOODMAN, 1967).
Entretanto, LOZANO e SEQUEIRA (1970) demonstraram que, a luz
€ importante para o desenvolvimento da reacao de hipersensibi

lidade por causa da sintese de substancias, que induzem a rea

cao, ser dependente da luz.

3.3 - Meio peE TETRAZOLIUM

O uso biologico de sais de tetrazolium foi pro-
posto inicialmente para testar a viabilidade de sementes e de
ve-se a transferencia desta tecnica, para a microbiologia, a
FULTS et alii (1948) ao investigarem a relagao entre patogeni
cidade de Actinomyces scabies e reacao em meio de tetrazolium.

Os sais de tetrazolium sao substancias incolo-
res, soluveis na agua, que em contato com certas enzimas trans
formam-se em substancias insoluveis vermelhas chamadas de for
mazam (MATTSON et aliZ, 1947). Assim, especies de bactérias,
e mesmo variantes dentro da especie, exibem diferengas na co
loragao (HUDDLESON e BALTZER, 1950), indicando que o procedi -

mento pode ser usado como um meio para a identificacao destas
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especies e variantes. Isto tambem & verdadeiro para levedu -
ras, como demonstraram PAGANO et alzz (1958) diferenciandocaﬁ
dida albicans de outras leveduras.

Um problema relativamente frequente ocorrendo
com culturas bacterianas preservadas em estoque € a alteracao
na patogenicidade, entre outros. Em vista disto, KELMAN (1954)
propos o uso do tetrazolium para a caracterizacao de eventuais
mutantes apatogenicos. Usando suspensao bacteriana provenien
te de culturas em estoque, inoculadas em meio contendo tetra-
zolium, foi possivel identificar dois tipos de colonias de
Pseudomonas solanacearum ; uma delas, vermelha e outra branca
com centro rosa, correspondendo ao tipo mutante pouco patoge-
nico e ao tipo selvagem ou normal altamente patogenico, res-
pectivamente.

Que esta nao & uma reacao identica para todas
as bacterias ficou demonstrado por SMALE e WORLEY (1956) quan
do esses autores testaram, por este metodo, a patogenicidade
em culturas estoque de Pseudomonas phaseolicola e Xanthomo-
nas phaseoli. Colonias vermelhas foram relacionadas com alta
patogenicidade enquanto colonias brancas foram fracamente pa-
togenicas quando se considerou Pseudomonas phaseolicola ; con
siderando Xanthomonas phaseoli o grau de patogenicidade nao
foi relacionado com o tipo de coloragao exibida no meio de te
trazolium. Nao obstante, o método foi Util na obtengao de co
lonias altamente patogencias de ambos os patogenos quando uti

lizado 1solados recentes.
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FRIEDMAN (1964) obteve de culturas de Erwinia
earotovora com reduzida virulencia, apdos cinco anos em esto -
que, dois tipos de colonias: grandes vermelhas e pequenas ro
sas. Subculturas das primeiras colonias produziram grandes le
soes quando inoculadas no hospedeiro, enquanto subculturas da
quelas rosas produziram pequenas lesoes.

Tres tipos principais de colonias foram detec-
tadas por CARROL e LUKEZIC (1971) quando isolados de Corynebac
terium insidiosum , conservados por um ano sob tres diferentes
metodos, foram estriados sobre meio de tetrazolium. Testes
conduzidos com inoculagoes no hospedeiro mostraram que os iso
lados derivados de colonias rosas foram altamente patogenicos,
enquanto aqueles derivados de colonias vermelhas e verdes fo-
ram fracamente patogenicos. Em contraste, Bordewick (CARROL
e LUKEZIC, 1971), utilizando sete culturas altamente patogéni
cas e quatro fracamente patogenicas desta bacteria, nao encon
trou diferenga no tipo de colonia.

Em relacao a Pseudomonas glycinea , sais de te
trazolium tem sido adicionados em diferentes meios de cultura
(LEBEN et alii, 1968 ; LEBEN, 1972), principalmente como auxi
liar na identificagao da bacteria, sem contudo aludir a colo-

racao das colonias e a patogenicidade.
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3.4 - BACTERIOCINAS

0 estudo das bacteriocinas iniciou-se com a des
coberta, em 1925, por Gratia (REEVES, 1965) de um antibiotico
altamente especifico produzido por uma linhagem de Escherichia
coli e ativa contra linhagens da mesma espécie. O prossegui
mento dos estudos com varios membros da familia Enterobacte-
riaceae determinou a denominagao de colicinas (FREDERICQ,
1948) para estes antibioticos.

Com a descoberta de que tais substancias nao
eram limitadas aos organismos coliformes, mas tambem ocorria
em grande numero de bactéerias gram-positivas e gram-negativas
JACOB et alii (1953) propuseram o termo mais geral de "bacte-
riocinas", adotado até atualmente para designar antibioticos
altamente especificos constituidos basicamente de proteinas e
ativos principalmente contra isolados da mesma especie produ-
tora. A particula de bacteriocina, uma vez absorvida pela bac
téria causa a morte desta sem contudo haver propagagao da bac
teriocina, ao contrario do que acontece com os fagos (OKABE e
GOTO, 1963).

A medida que tais substancias foram sendo des-
cobertas, empregaram-se termos mais especificos como colicina
carotovoricina, fluocina e megacina, entre outros, para desig
narem as bacteriocinas produzidas por Escherichia coli , Er-
winia carotovora , Pseudomonas fluorescens e Bacillus megate-

rium , respectivamente (REEVES, 1965).
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Estudos teém demonstrado que, embora a ativida-
de daquelas substancias classificadas como bacteriocinas pare
c¢a residir em moléeculas protéeicas, a complexidade da estrutu-
ra e muito maior, chegando a assemelhar-se a bactericofagos in
completos e mostrar uma organizagao definida (BRADLEY, 1967).
De fato, bacteriocinas dos isolados Ech 25 e Ech 33 de Erwz-
nia carotovora parecem ser semelhantes a cauda de fagos, con-
sistindo de uma parte central circundada por uma bainha con-
tratil (ECHANDI e MOYER, 1979).

Colicinas foram as primeiras bacteriocinas a
serem estudadas em detalhes e sua classificacao (FREDERICQ,
1957) foi feita considerando a especificidade de sua adsorcao,
em receptores especificos. Esta classificacao foi complicada
pela ocorrencia frequente de isolados produzindo mais de uma
bacteriocina e de mutantes resistentes a mais de um tipo de
bacteriocina (REEVES, 1965). Outro criterio taxonomico, basea -
do no seu peso molecular, foi utilizado por BRADLEY (1967).
Esse autor dividiu a bacteriocina em dois grupos: o primeiro
incluindo as que apresentavam baixo peso molecular, sensiveis
a tripsina e termoestaveis e o segundo grupo incluindo aque -
las de alto peso molecular, resistentes a.tripsina e termola-
beis. A maioria das bacteriocinas de bacterias fitopatogeni-
cas sao sensiveis ao calor ou resistentes a tripsina ou ambos;
sugerindo serem de alto peso molecular. Nao obstante, agrobac
teriocina 1 ©produzida pér Agrobacterium tumefaciens (STONIER,

1960) e bacteriocina 84 de Agrobacterium radiobacter.  (VIDAVER,
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1976) sao ambos de baixo peso molecular. A classificagao de
bacteriocinas em grupo, com base no espectro de atividade con
tra linhagens de uma mesma especie, de espécies relacionadas e
nao-relacionadas e entre generos, foi usada por VIDAVER et
aliz (1972).

Linhagens bacteriocinogenicas, embora possuin-
do habilidade genética estavel para produzir a bacteriocina ,
nao o fazem todo o tempo ou sob todas as condigges (REEVES ,
1965). Alguns fatores que podem induzir ou interferir na sin-
tese destas substancias foram observadas por diversos pesqui-
sadores. Assim, muitas das linhagens bacteriocinogéenicas que
produzem boas zonas de inibigao em meio solido, nao produzem
(REEVES, 1965) ou produzem menos quando em meio liquido (LIT-
KENHOUS e LIU, 1967).

Foi demonstrado que a produgao de colicina K &
marcadamente afetada pela natureza do anion do sal de amonia,
usado como fonte de carbono,e que a glucose inativa' ou ini-
be a sintese desta bacteriocina (MAYR-HARTING et alii, 1972).
Neste sentido, YULE e BARRIDGE (1976) testaram varios meios
para determinar o mais adequado ob;ervando que, na ausencia de
extrato de levedura, ocorriam titulos mais altos de termocina
10. A adicao de peptona ao meio de cultura paralisou a ativi
dade de bacteriocinas de Pseudomonas syringae como pode ob-
servar DE VAY et alzii (1968).

Em relacao a idade da cultura, niveis maximos

de termocina 10 ocorrem nos ultimos estadios da fase estacio-
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naria (YULE e BARRIDGE, 1976). Entretanto, para bacteriocinas
produzidas por Pseudomonas solanacearum , CUPPELS et ali<z
(1978) observaram que o titulo mais alto de bacteriocinas o-
corria durante o final da fase exponencial de crescimento.

A producao de bacteriocina pode frequentemente
ser incrementada pela indugao com ultra-violeta ou certos pro
dutos quimicos. O tempo necessario para se obter a maxima pro
dugao € geralmente reduzido nestas condigoes. JACOB et ali<
(1952) foram os primeiros a constatar a utilidade da indugao,
com luz ultra-violeta, em Escherichia coli na produgao de co-
licinas. Posteriormente, seguiram-se varios trabalhos como o
de IVANOVICS (1962) que obteve um aumento em colicina E 2 a-
pos o tratamento com ultra-violeta, em relagao a quantidade
produzida em condigoes normais.

Mais recentemente, CUPPELS et alii (1978), adi
cionando mitomicina C ou cloranfenicol a culturas de Pseudomo
nas solanacearum, nao lograram incremento no titulo da bacte-
riocina, a nao ser pelo uso da luz ultra-violeta (o titulo foi
elevado de 100 para 1.000 UA ml 1). Ja em Erwinia chrysan-
themi, submetendo as linhagens Ech 25 e Ech 33 a 1luz ultra-vio
leta e mitomicina C , ECHANDI e MOYER (1979) obtiveram incre-
mento na producao de bacteriocina para ambos os ‘tratamentos,
mas com melhores resultados atraves da irradiagao. Em contra
posicao, tratamentos com irradiacao de ultra-violeta ou mito-

micina C foram ineficazes para incrementar o espectro das cul

turas bacteriocinogencias de Bordetella pertussis (LITKENHOUS
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e LIU, 1967) ; Bacillus stearothermophilus linhagem NU - 10
(YULE e BARRIDGE, 1976) e de Corynebacterium michiganense
(ECHANDI, 1976).

Condigaes de temperatura tambem afetam a produ
cao de bacteriocina. GILLES e GOVAN (1966) e GOVAN e GILLES
(1969) observaram uma maior producao desta substancia em Pseg
domonas aeruginosa a temperaturas abaixo do otimo para o cres
cimento. Esta exigéﬁcia de temperatura um pouco inferior ao
otimo para o desenvolvimento da colonia bacteriana foi tambem
constatada para Pseudomonas glycinea , Pseudomonas phaseolico
la . e Pseudomonas syringae em que a produgao de bacteriocina
foi melhor a 20° - 24°C do que a 28° - 32°C (VIDAVER et alii R
1972) e a 30°C para Pseudomonas solanacearum cujo otimo para
a bacteria & 32°C , conforme CUPPELS et alii (1978). Para es
pecies de Corynebacterium GROSS e VIDAVER (1979) demonstra -
ram que, embora a média otima para o crescimento seja 25°C ,
houve aumento na producao a 20°¢ para a maioria das bacterio-
cinas.

De um modo geral, bacteriocinas de bactérias fi
topatogenicas tem sido pouco estudadas (OKABE e GOTO, 1963) ,
sendo inicialmente demonstradas em um estudo de 14 Pseudomo-
nas fitopatogenicas abrangendo 12 especies (HAMON et aliz ,
1961).

GARRETT et aliz (1966) observaram o comporta -

mento de 45 isolados de Pseudomonas syringae frente a oito

isolados indicadores e estabeleceram as diferenca existentes
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na producao de bacteriocinas por isolados de diferentes hospe-
deiros. 1Isolados de P. syringae de pereira mostraram ativida
de contra isolados de citrus e vice-versa. Em contraposicao,
VIDAVER et alii (1972) observaram que diferentes isolados de
P. syringae foram tao heterogeneos com respeito a grupos de
bacteriocinas e origem da planta hospedeira que a tipificacgao
de isolados desconhecidos seria de limitado valor na determi-
nacao do hospedeiro de origem. Também observaram que 1007
dos isolados de P. syringae produziram bacteriocinas, 87 de
P. phaseolicola e 557 de P. glycinea.

Estes ultimos dados contrastam com os resulta-
dos de HAMON et alii (1961) ja que estes autores nao encontra
ram produgao de bacteriocina em Pseudomonas syringae e Pseudo
monas glycinea.

ECHANDI (1976) classificou 55 linhagens bacte-
riocinogenicas, dentre 96 isolados de Corynebacterium michiga
nense , em quatro grupos, permitindo a diferenciacao de dez ti
pos de bacteriocinas, os quais incluiam 96% dos isolados; nao
houve correlagao entre o tipo de bacteriocina e virulencia em
plantas.

Varias especies fitopatogencias de Corynebacte
rium foram estudadas, mais recentemente, por GROSS e VIDAVER
(1979) tendo a maioria, 85Z%Z dos isolados, produzido bacterio
cinas. Algumas linhagens de Corynebacterium nebraskense , Co
fynebacterium michiganense , Corynebacterium insidiosum e Co-

rynebacterium flaccunfaciens produziram duas bacteriocinas.
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Muitas das bacteriocinas inibiram linhagens de outras especies
confirmando observagoes de sensibilidade a bacteriocina de Co
rynebacterium michiganense por Corynebacterium insidiosum e
vice-versa, feitas por NELSON e SEMENIUK (1964). Tal antago-
nismo € comum para bacteriocinas produzidas por bacterias
gram-positivas (TAGG et aliz, 1976).

Dezesseis dos dezoitos isolados de FErwinia chry-
santhemi produziram bacteriocinas, sendo possivel agrupa-los
em cinco tipos de acordo com a reacao frente a tres linhagens
bacteriocinogenicas, com o que ECHANDI e MOYER (1979) ilustri
ram o possivel uso de bacteriocinas na tipificacao e classifi
caggo infra-subespecifica desta bacteria.

Os resultados obtidos com 17 isolados de Xan-
thomonas campestris de diferentes locais e diferentes varieda
des de Brassica oleracea indicaram que 47% dos isolados eram
linhagens bacteriocinogenicas, nao havendo porém relagao entre
a producao destas substancias e o local ou variedade de onde
a bacteria foi isolada (SANTOS, 1979).

Na utilizacao de bacteriocina como agente de
controle, tem-se verificado dramatico decréscimo na doenga cau
sada por Agrobacterium tumefaciens (cerca de 997 de controle)
(KERR, 1972 e HTAY e KERR, 1974) quando Agrobacterium radio =
bacter produtora da bacteriocina 84 , e inoculada em sementes
ou raizes dos hospedeiros. A agao desta bacteriocina & preven

tiva e nao curativa (MOORE, 1979).
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Estudos preliminares indicaram que a producgao
de bacteriocina por um mutante nao-patogenico de Corynebacte-
rium michiganense pode controlar o cancro bacteriano do toma
teiro quando as linhagens bacteriocinogenicas e patogéenicas
sao misturadas no incculo ou quando pulverizacoes com a linha
gem bacteriocinogenica precede aquela com o patogeno, confor-
me os resultados de ECHANDI (1975).

VIDAVER (1976), em sua revisao sobré o contro-
le de bacterias fitopatogenicas atraves de bacteriocinas, co-
menta que as pesquisas neste campo deverao ser expandidas uma
vez que estas substancias possuem o mais desejavel dos atribg
tos necessarios aos agentes de controle, ou seja, a especifi-

cidade de agao contra o organismo em questao.

3.5 - SEROLOGIA

A partir do inicio deste século, a serologia co
megou a ser utilizada na microbiologia, tendo um papel impor-
tante na identificacao e classificacao de microorganismos,uma
vez que sua sensibilidade e superior a de, praticamente, todos
os metodos quimicos e bioquimicos utilizados com esta finali-
dade (SEELIGER, 1968).

Apos varios estudos sobre serologia de bacte -
rias, SHATTOCK (1955) afirmou estar convencido de que estas

tecnicas poderiam,com vantagem, ser mais genericamente usadas
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no estudo sistematico de todos os grupos de microorganiémos ,
dada a alta especificidade das reagoes serologicas. Atualmen
te as técnicas serologicas sao usadas para purificacgao, deter
minacao da estrutura, funcao e identificagao de compostos es-
pecificos (SHAAD, 1979).

0 uso dos métodos seroldgicos em relagao as do
encas de plantas, em geral, tem sido negligenciado, principal
mente no campo da micologia (FIGUEIREDO, 1972). Na fitobacte
riologia, uma das causas do pouco interesse, provavelmente,de
ve-se as falhas do passado, com o emprego dos testes de aglu-
tinagao e precipitagcao na diferenciagao entre especies, devi-
do a ocorrencia de reacgoes nEo-especfficas.

A primeira publicacao a respeito do uso de se-
rologia para identificar uma bacteria fitopatogenica foi fei-
ta em 1918 quando Jensen mostrou que linhagens Agrobacterium
tumefaciens oriundas da Dinamarca poderiam ser diferenciadas
das linhagens oriundas dos Estados Unidos pelos testes de a-
glutinagao (SHADD, 1979).

GOLDSWORTHT (1928) ao testar a produgao de an-
tissoro contra duas especies fitopatogenicas, Pseudomonas ce-
rasus e Bacterium maculicolum , concluiu que as reagoes ocor
riam tao satisfatoriamente quanto entre as bacterias patoge-
nicas a animais, tendo as especies diferido grandemente na
intensidade de inducao de anticorpos, possivelmente devido

aos produtos toxicos que elas elaboram.
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Em 1948, Berquist e Elrod obtiveram antissoro
para suspensao de celulas fervidas a 100°C ou tratadas com e-
tanol absoluto conseguindo assim diferenciar facilmente espe-
cies de Agrobacterium tumefaciens , Agrobacterium radiobacter,
Agrobacterium rubi e Agrobacterium rhizogenes (SHAAD, 1979).

A falha em diferenciar isolados de Erwinia ca-
rotovora , Erwinia atrosséptica e Erwinia aroidea pelo méto-
do de agiutinagEo levou ELROD (1941) a sugerir que a reagao
cruzada poderia ser resultado de antigenos flagelares comuns
presentes na celula intacta usada na imunizacao. Evidencias
da interferencia de componentes comuns foram constatadas nos
estudos seguintes de ELROD e BRAUN (1947) com varios isolados
de Xanthomonas spp. Quando celulas vivas foram usadas para
imunizacao resultava em aglutinagao cruzada entre os isolados
de diferentes especies ; entretanto, com a remogao do mate-
rial mucoide das celulas usadas para a obtencao do antissoro,
a reacao cruzada foi eliminada.

MUNOZ et alii (1949), usando um grupo represen
tativo de especies de Pseudomonas para determinar a relagao se
rologica entre elas , pode separar tanto Pseudomonas cavie ,
Pseudomonas fragi , Pseudomonas graveolens , Pseudomonas muctiZ
dolens e Pseudomonas pavonacea que sao facilmente diferencia
veis por metodos bioquimicos, como tambem Pseudomonas ovalis,
Pseudomonas fluorescens , Pseudomonas mildenbergii Pseudomo
nas putida que nao sao facilmente diferenciaveis por metodos

de rotina de laboratorio. Apesar disto, FRIEDMAN (1953) tes-



24,

tando 14 especies de Pseudomonas , entre as quais Pseudomonas
fluorescens , colocou limitagoes no uso da diagnose sero-
logica por haver reacao cruzada entre sete especies.

Foi com a introducao do teste de dupla difusao
em agar de Ouchterlony, em 1948 (SHAAD, 1979), que os resulta
dos serologicos puderam ser melhor interpretados, com possibi
lidades de se separar isolados da mesma especie em serotipos
(LUCAS e GROGAN, 1969). Ao nivel de racas, MORTON et qliz
(1966) conseguiram obter antissoro especifico que tornou pos-
sivel a identificagao serologica das ragas 1 , 2 e 3 de Pseu
domonas solanacearum ; as tres ragas mostraram relacgao serolé
gica complexa, porem as ragcas 2 e 3 parecem ser mais relacio-
nada entre si do que com a racga 1. Entretanto, com as racgas
1 e 2 de Pseudomonas phaseolicola GUTHRIE (1968) nao encon -
trou diferencas serologicas que as pudessem diferenciar.

Espécies fitopatogenicas de Pseudomonas phaseo
licola , Pseudomonas mori , Pseudomonas tomato e Pseudomonas
lachrymans mostraram varios antigenos em comum, mas cada qual
tinha pelo menos um antigeno especifico ; a eliminacao das 1i
nhas de precipitacao dévido aos antigenos comuns foi consegui
da pelo aquecimento das celulas por uma hora a 100°Cc (LUCAS e
GROGAN, 1969). A ocorrencia de antigenos comuns e a elimina-
cao destes pelo aquecimento foram tambéem observados por OTTA
e ENGLISH (1971) em serotipos de Pseudomonas syringae que a-
presentou antigenos relacionados ou identicos a Pseudomonas

antirrinit, Pseudomonas maculicola , Pseudomonas mori , Pseudo



25.

monas pisi , Pseudomonas savastanoi , Pseudomonas tomato e
Pseudomonas viridiflava. Outros autores, como TAYLOR (1972)
e MAZZUCHI (1975), constataram a ocorrencia de antigenos co-
muns entre especies de Pseudomonas fitopatogenicas, principal
mente envolvendo Pseudomonas syringae.

Antissoro produzido contra 6 isolados de Erwi-
nia carotovora var. atroseptica , oriundos de batata, foram
serologicamente identicos entre si e diferenciaveis de E. ea
rotovora var. atroseptica e E. carotovora var. carotovora, o-
riundas da beterraba e batata, respectivamente, segundo as ob
servacoes de STANGHELLINI et alZiz (1977).

SHEKHATAWAT e CHAKRAVARTI (1977), trabalhando
_com testes serologicos para encontrar diferencas antigenicas
entre isolados de Xanthomonas spp. , Pseudomonas spp. , Erwi
nia sp. , Corynebacterium sp. e Agrobacterium sp observaram
nao haver relacao serologica destas com Xanthomonas vesicato-
ria , estando a especificidade confinada ao nivel genéerico e
em alguns casos ao nivel de especie da bacteria estudada.

YAKRUS e SHAAD (1979) determinaram a relag&)sg
rologica entre 27 isolados de Erwinia chrysanthemi de 18 hos
pedeiros diferentes, agrupando-os em quatro serotipos, nao ha
vendo relagao entre estes e o hospedeiro de origem.

As linhagens de Erwinia carotovora , dos sero-
grupos I , IIT , V e XVIII foram tambem investigadas quanto

a sensibilidade a bacteriocinas produzidas por seis linhagens.
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As linhagens da var. atroseptica (serogrupos I e XVIII) e al-
gumas linhagens da var. carotovora (serogrupo III) foram sen
siveis a uma bacteriocina ; as linhagens do serogrupo I e III,
mas nao do serogrupo XVIII foram sensiveis a uma segunda bac-
teriocina e as linhagens do serogrupo V foram sensiveis a uma
bacteriocina diferente daquelas para os demais serogrupos (DE
BOER et alii , 1979).

No que concerne a serologia com Pseudomonas
glycinea , foram encontradas referencias apenas indiretas, co
mo no trabalho de TAYLOR (1972), que testando a especificida-
de do antissoro de Pseudomonas pisi obteve reacoes cruzadas
com Pseudomongas glycinea. Posteriormente, SHAAD (1979) rela
tou a ocorrencia de reacao cruzada de Pseﬁdomonas lachrymans

com Pseudomonas glycinea.

3,6 - RESISTENCIA A DROGAS

0 desenvolvimento de resistencia a antibioticos
foi primeiramente estudado em bacterias de interesse medico
e as revisoes de BRYSON e SZYBALSKI (1957) , SCHNITZER e GRUN
BERG (1957) , WATANABE (1972) , HELINSKI (1973) e TRABULSI
(1973) mostram a complexidade do assunto.

Com relacao a bacterias fitopatogencias, tanto
a atividade dos antibioticos como o desenvolvimento e o meca-

nismo da resistencia tem sido pesquisados com menor frequencia.
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O primeiro relato do uso de antibioticos contra uma bacteéeria
fitopatogenica foi feito por BROWN e BOYLE (1944) no controle
bem sucedido de Agrobacterium tumefaciens , com penicilina ,
abrindo o campo da terapia com drogas deste tipo. A eficacia
dos antibioticos foi suportada, posteriormente, pelos testes
de GILLIVER (1946) com a agao de 13 drogas contra bacterias e
fungos.

Teste "in vitro" contra bactérias fitopatogeni
cas e o primeiro passo em programas de controle de fitobacte-
rioses com antibioticos. Neste sentido, as pesquisas tem-se
dirigido principalmente ao genero Xanthomonas. THIRUMALACHAR
et alii (1956) testaram, por difusao em meio solido, as concen
tracoes de 20 pg/ml de estreptomicina , 50 ug/ml de penicili-
na e 60 pyg/ml de aureomicina, terramicina e cloranfenicol con
tra 32 especies de Xanthomonas havendo com excecao da penici-
lina, inibicao de todas as especies pelos antibioticos. Em
testes de laboratorio com varios antibioticos ECHEGARAY (1958)
mostrou que a estreptomicina sozinha, ou combinada com outra
substancia foi a droga mais eficiente para o controle de bac-
terias fitopatogenicas.

MEHTA et alii (1959), observando a agao de van
comicina sobre 30 especies de bacterias, verificaram que o es
pectro antibacteriano desta substancia envolvia tanto bacteria
as gram-positivas como gram-negativas, em niveis variaveis en
tre generos e especies, sendo o genero Pseudomonas relativa-

mente resistente.
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Recentemente tem sido registrado que algumas
bacterias resistentes a antibioticos foram isolados de plan-
tas doentes no campo (IIDA, 1975). Testes desenvolvidos "in
vitro" ja haviam demonstrado esta probabilidade. Ao estudar o
comportamento de Xanthomonas campestris com respeito a tres
antibioticos diferentes AZEVEDO (1961) observou que, para a
estreptomicina, colonias resistentes apareceram a 40 ug/ml,do
se mais alta empregada, comportando-se conforme o modelo éléi
sico de "um passo". 0 incremento da resistencia em relagao
a linhagem original foi de 128 vezes para este antibiotico ,
nao se verificando resistencia cruzada.

Algumas observagoes quanto a capacidade patoge
nica das bacterias ser alterada ao adquirirem resistencia a
antibioticos parecem contraditorias. Mutantes resistentes Xan
thomonas phaseoli que se tornaram dependentes de estreptomi-
cina, nao tiveram sua patogenicidade afetada (QUADLING, 1960).
Em outros casos, como em Erwinia amylovora (SHAFFER e GOOD -
MAN, 1962), linhagens resistentes tornaram-se apatogénicas,ea
quanto que as patogenicas permaneceram sensiveis. LEMOS (1969)
obteve mutantes resistentes a 64 pg/ml de estreptomicina em
Xanthomonas campestris , observando que esses mutantes foram
mais patogenicos que a linhagem sensivel.

Na pratica, o controle eficiente importa no co
nhecimento do mecanismo genetico da droga (AZEVEDO, 1973) e

seu tempo de eficacia deve ser identificado antes de sua co-
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mercializacao. Neste sentido, BERGAMIN FILHO et alii (1975)
definiram tres grupos de drogas de acordo com a modificacao na
taxa de crescimento do mutante resistente em relagao a linha
gem original na ausencia da droga: forte, fraca e neutra.

Ha varias revisoes publicadas mais recentemen-
te sobre o uso de antibioticos em doengas de plantas como a de
DEKKER (1963) e PRADO FILHO (1975).

A literatura a respeito de resistencia a anti-
bioticos em Pseudomonas glycinea & escassa. LACY e LEARY
(1975) e PANOPOULOS et alzii (1975) conseguiram transferir )
plasmideo RP 1 de Pseudomonas aeruginosa para Pseudomonas
glycinea. Este plasmideo confere uma resistencia aos antibio
ticos carbenicilina , tetraciclina , canamicina e neomicina.
Esses ultimos autores constataram que nem a hipersensibilida-
de em fumo e nem a patogenicidade haviam sido afetadas pela

heranga do plasmideo.
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4 - MATERIAIS E METODOS

4,1 - LocaAL DA PEsauIsA

A pesquisa foi realizada nos laboratorios e ca
sa de vegetagzo do Departamento de Fitopatologia da Escola Su
perior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da Universidade de

Sao Paulo, em Piracicaba, SP.

4,2 - OrIiGeEM E COLETA DOS IsoLADOS

Os isolados de Pseudomonas glycinea , alistados
na Tabela 1 , sao provenientes de tres estados e diversas lo-

calidades.
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TABELA 1 - Relacao dos isolados de P. glycinea e suas res-

pectivas procedencias

Isolados Localidade / Estado
S Londrina, PR
BO, Campo Mourao, PR
BO4 Osorio, RS
BO7 Passo Fundo, RS
B13 Campinas, SP
Beg Cambe, PR
B71 Marechal Candido Rondon, PR
Pg1 Campinas, SP
sz Candelaria, RS
Pg.3 Cambara, PR
Pg4 Londrina, PR
Pg5 Passo Fundo, RS
Pg6 Londrina, PR

Folhas e foliolos que apresentavam lesoes ca-
racteristicas do Crestamento Bacteriano foram coletados e guar
dados em saco plastico com algodao umedecido, quando o isola-

mento era procedido dentro de poucos dias apos a coleta. Pa-
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ra intervalos entre coleta e isolamento mais longos folhas e
foliolos afetados foram colocados entre folhas de papel jor

nal e ligeiramente prensados.

4,35 - Meros DE CULTURA E ANTIBIOTICOS

4.,3,1 - MEIOS DE CULTURA

Os seguintes meios de culturas foram utiliza -

dos:

Meio de cultura para isolamento e repicagem:
Meio de King B (KING et aliZi, 1954)

Proteose peptona n? 3 ...cv0e000. 20,0 g

Glicerol ..ceoooooavcococoosonaoa eve 12,0 ml
K2HPO4 (anidro) coocooooseocooooocsos 1,5 ¢
MgSO4° 7 H20 oooooooooooooooooooo 1,5 g
Agar 0 © o 0 o © ¢ 0 0 D © 0 0 v &6 ¢ 0 0 0 0 06 0 0 O O O 0 O 15’0 g
Agua destilada ccocoocococococccocans 1000,0 ml

Meio de cultura para observar presenca de arginina

dihidrolase (THORNLEY, 1960)

Peptona ., :cccccoc000000c000 o o0 00 a0 1,0 g
Cloreto de $0dio cooooooaosaonsana 5,0 g
K. HPO, oo vnooonnnoonononeonoosenss 0,3 g
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Vermelho de fenol .:.ceeceesososonse 0,01 g

L (+) - Arginina HCl ..¢eeeeeeess 10,0 g
AgAr . .iviivencoseoesssanonassesns 3,0 g
Kgua destilada .vevvveveeeensesas 1000,0 ml

PH ...t C et s esess et s esses e 7,2

Meio de cultura para a producao de bacteriocina:
Meio PCG (CUPPELS et alzZii, 1978)
Meio solido:
Peptona ....iesssesesesessesas 10,0 g
GluCOSe +tievevoesacesonaans eess 10,0 g
Caseina acida .veereececenanns 1,0 g
Agar (DifcCO) tveveeeeeseensses 15,0 g
Kgua destilada ......e000000.. 1000,0 ml
Meio liquido:
A mesma composicao do meio solido, exceto agar
Meio semi-solido:
A mesma composicao do meio solido, usando so-

mente 0,77 de agar

Meio de tetrazolium para diferenciagao de colonias pa
togenicas e apatogenicas (KELMAN, 1954)

PepLONA +eveesosesosssossossocscscass 10,0 ¢

Caseina hidrolisada (Difco) ..... 1,0 g

Glucose ..... et e s e e e e e e e e e 5,0 g
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Agar ® ® 0 0 & 0 0 0 0 0 0 0 o 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 00 17’0g
Tetrazolium .eveecesseosscocssonsns 0,05 g

Kgua destilada ..vveeeeecnnsannns 1000,0 ml

4,3,2 - ANTIBIOTICOS

Foram utilizados quatro antibioticos, preferen
cialmente aqueles usados em formulagoes empregadas na agricul
tura. Os antibioticos e os respectivos laboratorios que os

produzem sao:

Kasugamicina 27 (kg) - Hokko Chemical Industry Co. Ltda.

Sulfato de Estreptomicia (Str) - Lafergs
Terramicina (Tm) - Pfyzer
Tetraciclina (Tc) - Laborterapica Bristol S/A

4,44y - TSOLAMENTO, IDENTIFICAGAO E CONSERVAGAO DO PATOGENO

4,4,1 - IsSOLAMENTO

O isolamento foi feito com base na metodologia
descrita por FERREIRA (1978). O processo direto foi emprega-
do quando o material coletado, folhas ou foliolos, apresenta-
vam lesoes novas. Pequenos fragmentos do tecido apresentando
anasarca sao cortados e desinfectados em alcool e sublimado

corrosivo (1 : 1000) por um minuto e lavados em seguida em agua
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esteril. Sobre uma lamina escavada e flambada & colocada u-
ma gota de agua esterilizada, juntamente com fragmentos do te
cido infectado. Estes fragmentos sao finamente cortados de
modo a proporcionar intenso fluxo de bactérias para a gota de
agua. Cerca de dois minutos apos esta gota e transferida,com
auxilio de alca de platina flambada, para placas de Petri
(100 mm x 20 mm) contendo 20 ml de meio de King. Procede-se,
entao, a diluicao da suspensao pelo método de estrias. As
plantas inoculadas sao colocadas em estufa a 26°c , fazendo-se
a repicagem para tubos com meio de cultura inclinado, cerca de
36 - 48 horas apos.

0 meio de cultura e preparado no mesmo dia, ver
tendo-o a 45°C em placas de Petri. Depois de solidificado o
meio, o excesso da umidade € eliminado entreabrindo-se as pla-
cas em camara asseptica de ar continuo, por 45 minutos.

Em outro processo de isolamento direto utiliza
do, as folhas com sintomas foram colocadas, com a superficie
abaxial voltada para cima, em placas de Petri, com algodao u
medecido, por uma noite a 26°C. Intensa exudagEo bacteriana,
e constatada no dia seguinte ; com auxilio de pipeta de Pas-
teur, coleta-se este exudado transferindo-o para uma gota de
agua esteril e diluindo-a sobre a superficie do meio de cultu
ra.

Quando o material coletado apresentava lesoes
necroticas mais velhas empregou-se o metodo indireto para isé

lamentos. Pedacos do tecido foliar contendo lesoes foram ma-
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cerados em almofariz com 5 ml de agua. Cerca de 20 minutos a
pos, o sobrenadante foi coletado e mantido em tubo de ensaio
para posterior uso. Plantas do cultivar Santana suscetivel ao
patogeno foram mantidas previamente em camara umida, utilizan
do-se para tal sacos plasticos (340 mm x 230 mm) ; as folhas
primarias ou foliolos recentemente abertos foram encharcados

com agua em uma area circular de 6,0 mm de diametro. O sobre
nadante foi transferida para esta area encharcada, com auxi-

lio de um cotonete, de maneira a nao causar ferimentos na su-

- . - . -~ - .
perficie da folha. Apos inoculadas, manteve a camara umida
por mais 48 horas em casa de vegetacao. Apos 6~ 7 dias, os
sintomas ja estao visiveis procedendo-se ao isolamento pelo

metodo direto anteriormente descrito.
0 encharcamento do tecido foliar € obtido com
auxilio de um atomizador De Villbis n?® 114 acoplado a um com-

pressor marca Primar. A pressao utilizada e de 10 - 15 PSI,.

4,4,2 - IDENTIFICAGAO

Para identificagao da bacteria foram feitos os
testes morfologicos e bioquimicos segundo a chave descritas por
BRADBURY (1970): coloragcao de gram, morfologia celular, tes-
te para esporos, producao de fluorescencia em meio de King e
teste de oxidase. Para reforgo destas provas, fez-se o teste

para presenga de arginina dihidrolase e patogenicidade.
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O teste de oxidase foi executado da seguinte
maneira: discos de papel filtro com 13 mm de diametro foram
embebidos em solucgao de 17 de tetrametil-p-fenilene diamina di
hidroclorido e secados ao ar. No momento do uso, colocou - se
uma gota de agua esteril sobre o papel de filtro de modo a ume
dece-lo ; uma pequena quantidade da cultura de bactéerias com
48 horas foi estriada sobre o disco, obtendo-se a resposta pe-
la coloragao apresentada.

0 teste de patogenicidade foi feito em plantas
de soja do cultivar Santana, preparadas como descrito no item
4.4.1. Uma suspensao de bactérias na concentracao de aproxi-
madamente 3,5 . 10% cel/ml foi transportada para a area enchar
cada com auxilio de um cotonete. Esta concentracao foi obti-
da, baseada em testes de diluicao em placa, auxiliado pelo co
lorimetro.

0 indculo utilizado para os testes de identifi
cacao foram sempre provenientes de subculturas das bacterias
repicadas para tubos com meio de cultura inclinado e incuba -

dos a 26°C por 48 horas.

4,4,3 - CONSERVAGAO DO PATOGENO

No tecido foliar:
Os isolados foram conservados em folhas prima-

rias ou foliolos de folhas trifolioladas apos comprovacao da
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patogenicidade. Estas folhas foram colhidas cinco a sete dias
apos a inoculacao, quando o tecido infectado apresentava - se
translucido. As folhas, uma vez desidratadas, eram conserva-

das a temperatura de 4-500 , conforme FERREIRA (1978).

Em oleo mineral:
Tubos contendo 4 ml de meio de King, previamen
te seco, foram inoculados com os isolgdos e apos crescimento
a 26°c por 48 horas, adicionou-se 1 ml de o0leo mineral esteri

lizado. Os tubos assim preparados foram mantidos em geladei-

ra a 4 - 5°C.

4,5 - DeTEcgA0 DA PATOGENICIDADE ATRAVES DA HIPERSENSIBI-
LIDADE EM FoLHAS DE Fumo

Para a detecgao das colonias patoggnicasﬂdeseg
volvidas em meio de cultura, procedeu-se de acordo com a téec-
nica descrita por KLEMENT (1963) com respeito a infiltracao da
suspensao bacteriana nas folhas de fumo. Plantulas de soja
artificialmente inoculadas com 13 isolados de P. glycinea,man
tidas em casa de vegetagzo e apresentando lesoes necroticas ,
foram as escolhidas. Procedeu-se ao isolamento pelo métomagi
reto, descrito no item 4.4.1. Apos 48 horas de crescimento
das colonias, uma placa de cada isolado foi observada sob luz
ultra-violeta para a producao de fluorescéncia. Cinco colo-

nias de cada placa que apresentavam fluorescencia foram trans
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-

feridas para tubo com meio de King inclinado e usadas, apos
crescimento, como inoculo para o prosseguimento do teste.

Plantas de fumo (WZcotZiana tabacum L.) do cul-
tivar Virginia Coker 254, crescidas sob condigoes de casa de
vegetacao, foram utilizadas no experimento.

Cada uma das culturas com 48 horas foram suspen
sas em 10 ml de agua esteril, com aproximadamente 10 cel/ml,
ajustadas para esta concentracio atraves do colorimetro. A
suspensao foi injetada no espaco intercelular da folha de fu-
mo, com auxilio de uma seringa esteril provida de agulha n?
30-8 , atraves das nervuras laterais das folhas mais velhas.
Cerca de 12 - 24 horas apos, sob condigcoes de casa de vegeta -
cao, foi observada a reacao da planta. Teste de patogenicida
de foram realizados com os isolados ensaiados, para confirmar

as reacoes obtidas em folha de fumo.

4,6 - ReLAgAo ENTRE PATOGENICIDADE E MORFOLOGIA DE COLONIAS
DE Pseudomonas glycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM

Dois isolados de Pseudomonas glycinea (Bl3 e
B69) foram usados no presente estudo, provenientes de cultu -
ra-estoque em oleo, conforme o item 4.4.3. Ambas as culturas
possuiam cinco meses de idade. O metodo empregado foi o pre-

conizado por KELMAN (1954).
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Para o preparo do meio (item 4.3.1) convenien-
tes aliquotas de uma solugao a 1% de tetrazolium foram adicio
nadas assepticamente ao meio fundido a 45°cC para obter a con-
centracao desejada do sal, antes de verte-lo em placas. Sub-
culturas das bacterias em estoque, desenvolvidas em meio de
King por 48 horas, foram suspensas em agua esteril de tal mo-
do que, quando 0,1 ml da suspensao era colocada sobre o meio
de tetrazolium, eram obtidas cerca de 50 - 100 colonias. Tres
colonias representativas de cada isolado foram transferidas pa
ra meio de cultura em tubo e usadas para o preparo de uma sus
pensao 106 cel/ml. A patogenicidade de cada colonia-tipo foi
testada em plantas de soja do cultivar Santana, mantidas em
camara umida como cita o Ttem 4.4.1. Uma area circular uni-
forme de tecido encharcado com cerca de 6 mm de diametro foi
conseguida colocando-se um anteparo com orificio de mesmo dié
metro entre o foliolo e o atomizador. Com auxilio de cotone-
te, a suspensao bacteriana foi transportada para o tecido en-
charcado. As plantas foram mantidas em camara umida por mais
48 horas em casa de vegetacao. A suspensao de cada colonia-
tipo foi inoculada no foliolo central das plantas trifoliola-
das com cerca da metade do seu tamanho maximo. Inoculou - se
tres plantas por vaso, com quatro repeticoes. Leituras foram
feitas medindo-se o diametro da area que se apresentava clo

rotica, apos 12 , 20 e 30 dias de inoculacao.
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4,7 - RerLagAo ENTRE 0 Tipo DE CoLONIA EM Me1o DE TETRAZO-
LIUM E HIPERSENSIBILIDADE EM FoLHAS DE Fumo

Com o proposito de se determinar a viabilidade
da técnica da hipersensibilidade em detectar alteragoes na ca
pacidade patogenica dos isolados, foram empregados os isola -
dos BO4 s B13 s B69 s sz s Pg3 e Pg5 s pProcedendo-se como no
item 4.6 para a obtencao de subculturas e posterior cultivo
destas em meio de tetrazolium. Tres colonias, em nimero va-
riavel por isolado quanto ao tipo de coloracao apresentada em
meio de tetrazolium, foram repicadas para meio de King. Apos
48 horas de desenvolvimento neste meio, as colonias de centro
rosa tidas como normais e colonias inteiramente vermelhas ti-
das- como fracamente patogenicas, foram suspensas em- agua-estée
ril a uma concentracao de 108 cel/ml e ent3ao inoculadas em fo
lhas de fumo do cultivar Virginia Coker 254 conforme ja descri
to no item 4.5.

Observacoes quanto a reacgao de hipersensibili-
dade foram feitas a partir de doze horas apos a inoculacao a

72 horas.

4,8 - ProDUGAO DE BACTERIOCINA

Os procedimentos de VIDAVER et aliz (1972) e
os meios de cultura utilizados por CUPPELS et alziz (1978) fo-

ram usados para testar a produgao de bacteriocinas em meio so
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lido. Tubos de 7,5 mm x 1,2 mm contendo 2,0 ml de meio PCG
liquido foram inoculados com 13 isolados de Pseudomonas glycti
nea ; apos incubacao a 26°C por 48 horas as culturas foram re
picadas para placas de Petri contendo 20 ml de meio PCG sali
do e novamente incubadas por 48 horas a 24°C. A transferencia
dos isolados para as placas foi feita por intermédio de um
replicador multi-alga, o que permitiu colocar de modo unifor-
me todos os isolados sobre a superficie do meio. Ao final do
periodo de incubacgao, as placas foram invertidas, colocando -
se, na tampa de cada uma delas, 1,5 ml de cloroformio. A ex
posicao ao vapor de cloroformio foi mantida durante 45 minu -
tos, quando entao, entreabriram-se ligeiramente as placas em
camara asseptica de ar continuo por mais 60 minutos ate evapo
racao total do cloroformio.

Sobre o meio de cultura destas placas foram dis
tribuidos 4,0 ml de meio PC G semi-solido a 45°¢ , aos quais
haviam sido adicionados 0,1 ml de cada um dos isolados previa
mente inoculados em meio PC G liquido por 36 horas. Obteve-se
assim, uma pelicula homogenea sobre a cultura inferior. As
placas foram entao incubadas a 24°C por 48 horas seguidas de
leitura do halo de inibicao. Cada isolado foi testado como
produtor -de bacteriocinas contra os demais.

A inducao da produgao de bacteriocina por 1luz
ultra~violeta tambem foi testada. O mesmo procedimento foi e

xecutado: as placas com os isolados (36 horas de incubaggo),
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foram abertas em ambiente asseptico escuro e irradiadas com
luz ultra-violeta (comprimento de onda predominantemente de
345 nanometros, marca Mineralight, mod. n? R 52 , Ultra-Vio-
let Prod. Inc., San Gabriel, California, USA) durante 10 se
gundos a 15 centimetros da fonte luminosa. As placas irradia
das foram envolvidas em papel laminado e novamente incubadas

por mais 12 horas a 24°c , antes de serem expostas ao vapor de

cloroformio, como ja descrito anteriormente.

4,9 - SEROLOGIA

4,9,1 - PREPARO DOS ANTIGENOS

Isolados de Pseudomonas glycinea e saprofitas
fluorescentes foram transferidos para placas de Petri conten-
do 20 ml de meio de King e cultivadas a 26°c por 48 horas. A
pos o desenvolvimento, as colonias foram removidas do substra
to por raspagem com alga de platina e transferidas para tubos
contendo 10 ml de uma solucao salina (NaCl 0,85%) previamen-
te esterilizada. As bacterias foram entao lavadas por duas ve
zes em igual volume de solucao salina atraves de centrifugacao
(Centrifuga Sorvall SS-4) a 12.000 gravidades por 10 minutos,

e a parte decantada resuspensa em 5 ml de solugao salina tam-

ponada (NaCl 0,857 ; KZHPO4 - KH,PO, 0,01 M ; pH 7,2).
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Esta suspensao foi entao colocada em almofariz
de porcelana contendo 1 ml de areia (peneira 40 mesh) e leva-
da ao congelador. Apos a solidificagao, procedeu-se a macera
¢ao das células bacterianas com auxilio de um bastao, pressio
nando-se o solidificado com movimentos rotatorios ate obter-se
a sua liquefaggo, quando era novamente posto no congelador.
Esta operacao foi repetida quatro vezes sendo, em seguida,cen
trifugada a 3.000 gravidades durante cinco minutos. A parte
decantada foi eliminada, coletando-se o sobrenadante em fras-
cos e armazenando-o em congelador. Uma gota de merthiolate
(1 : 1000) foi adicionada ao sobrenadante para preservacao as-
septica (NAMEKATA, 1971).

A areia utilizada como abrasivo foi mantida em
solucao de HC1 0,5 N por dois dias, lavada em agua esteril e
seca ao ar.

Para a obtengEo dos antigenos fervidos,_o pro-
cedimento no cultivo, remocao e lavagem das bactérias e o mes
mo ja descrito. Apds a suspensao destes em 5 ml de salina tam
ponada foram levados para aquecimento a 100°C durante dois mi
nutos em bico de Bunsen. ApOs o resfriamento da suspensao a-
dicionou.se uma gota de merthiolate, guardando-a em frascos
no congelador ate o momento do uso.

Alem dos isolados de Pseudomonas glycinea e
saprofitas fluorescentes, outras bactérias foram empregadas
como teste da especificidade do antissoro e preparadas nos mol

des ja descritos anteriormente. Estas sao: Pseudomonas ru-
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brilineans , Pseudomonas alboprecipitans , Pseudomonas tomato
e Xanthomonas vesicatoria.

Por conveniencia, os antigenos foram codifica-
dos como: AGg - P. glycinea ; AGs 1 , 2 e 3 - bacterias sa-
profitas ; AGr - P. rubrilineans ; AGa - P. alboprecipitans ;
AGt - P. tomato & AGx - X. vesicatoria.

A concentracao das suspensoes foi de 10% cel/ml

obtidas com auxilio do colorimetro.

4,9,2 - OBTENGAO DO ANTISSORO

Para obtengao do antissoro, foi utilizado um i
solado de Pseudomonas glycinea , como antigeno, inoculado em
um coelho macho da ragca Nova Zelandia com aproximadamente 2
kg.

0 antigeno constou de uma suspensao de bacte -
rias preparadas conforme o item anterior. Apos a lavagem as
bactérias foram transferidas para uma solugao de salina 0,857%.
Em 1,0 ml da suspensao foi adicionado adjuvante incompleto de
Freund (Difco) até a obtengao de uma emulsao. O antigeno e-
mulsionado foi injetado por via intra-muscular, num total de
14 aplicagoes com intervalos alternados de tres e dois dias.
Antes da primeira aplicacao do antigeno, fez-se uma sangria pa
ra para a obtencao do soro normal (SN) para posterior uso co-

mo controle nas reacoes serologicas (NAMEKATA, 1971). A par
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tir da decima segunda aplicacao, utilizou-se como antigeno a
suspensao de bacterias, fervidas durante dois minutos em sali
na 0,857 , emulsionada com adjuvante, na mesma concentragao e
quantidade da anterior,ate a 142 aplicacao.

A partir da setima aplicagao foram realizadas
dez sangrias, tambem com intervalo de tres e dois dias. Os
soros foram preparados por coagulagao do sangue durante uma
hora em condigao ambiente e armazenamento por uma noite a 5°C
em refrigerador ; a fragcao soro foi separada por centrifugacao
a 3.000 gravidades por cinco minutos, sendo posteriormente a-
condicionada em vidros com uma gota de merthiolate. O antis-
soro assim preparado foi mantido em congelador ate o momento
do uso. Por conveniencia os antissoros foram codificados co-

mo AS , AS

1 AS AS

2 » B3935 e s B399 -

4,9,3 - REAGAO SEROLOGICA DOS ISOLADOS

Os antigenos usados nas comparagoes serologicas
foram aqueles macerados e fervidos dos isolados de Pseudomonas
glycinea e saprofitas fluorescentes. Devido as respostas mais
nitidas em testes previos, utilizou-se os antissoros AS, e
AS10 contra os antigenos macerados e fervidos. Para tanto,em

pregou-se a tecnica de dupla difusao em gel de agar de Ouch -

terlony, segundo OLIVEIRA (1967) e KIMATI (1975).
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Sobre laminas de vidro (75 mm x 25 mm) foram
colocados 4,0 ml de meio gel (Agar Difco 17 ; K2HP04 - KH2P04
0,1 M ; 0,017 merthiolate e pH 7,2) ainda fundente e deixado
solidificar. Posteriormente, com auxilio de um aparelho Fura
gar (LEITE e OLIVEIRA, 1975) foram feitos orificios distribui
dos em hexagono. Com micro—-pipeta de Pasteur distribuiu-se os
antigenos e antissoros nos orificios. As laminas assim prepa
radas foram mantidas em placas de Petri com algodao umedecido
em agua a temperatura ambiente, até o aparecimento das linhas
de precipitacao.

Para a avaliagao da especificidade dos antisso
ros comparou-se a reagEo destes com os antigenos AGr , AGa ,
AGt e AGx. Todos esses testes foram repetidos quatro vezes ,

tendo como controle o soro normal e o antigeno homologo para

melhor caracterizacgao dos resultados.

4,94 - TiTUuLAGAO DO ANTIGENO E ANTISSORO

A titulagao do antigeno homdlogo macerado e fer
vido bem como dos antissoros, foi realizada atraves da tecni-
ca de dupla difusao em agar. Fez-se a diluigao, em salina tam
ponada, por fatores de 20 , onde "n" variou de 1 a 6.

Para a titdlagao dos antigenos, procedeu-se as
suas diluicoes frente aos dez antissoros. Do mesmo modo, ti-

tulou-se os dez antissoros frente ao antigeno macerado e ao

fervido.
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4,9,5 - TESTE PARA RAPIDA IDENTIFICAGAO SEROLOGICA AO
PATOGENO NOS TECIDOS INFECTADOS DO HOSPEDEIRO

Folhas ou foliolos infectados artificialmente,
em numero de tres, foram macerados em almofariz juntamente com
5 ml de agua destilada. Procedeu-se a filtracao deste liqui-
do, atraves de filtro-papel previamente umedecido em agua, co
letando-o em tubos de ensaio. Posteriormente, o filtrado foi
levado ao fogo de bico de Bunsen para fervura durante doislmi
nutos. Em laminas preparadas conforme o Item 4.9.3, transfe-
riu-se esta suspensao com micro-pipeta de Pasteur para os ori
ficios da lamina. Seis isolados de Pseudomonas gZycinea pre
parados desta maneira foram reagidos com o antissoro -4 , pro

cedendo-se tambem a titulacao da suspensao fervida.

4,10 - RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

4,10,1 - DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE RESISTENCIA

Determinou-se os niveis de resisténcia dos iso
lados aos antibioticos pelo metodo de diluicao em placas com
concentragaes\crescentes das drogas no meio de cultura, segun
do a tecnica utilizada por AZEVEDO (1961).

No mesmo dia do uso, verteu-se cerca de 20 ml

de meio PC G acrescido das solugSes das drogas para se obterem

as concentracoes finais de 1 , 2, 4 , 8 , 16 , 32 , 64 , 128,
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256 , 512 e 1.024 pyg/ml do meio de cultura.

Quando os niveis de resisteéncia estiveram abai
so de 1,0 pg/ml usou-se as concentragoes de 0,01 , 0,02 ,
o,04 , 0,08, 0,16 , 0,32 , 0,64 , 1,28 e 2,56 ug/ml do meio
de cultura.

A solucgao estoque do antibiotico foi preparada
adicionando-se o produto em 100 ml de agua esterilizada, pos-
teriormente transferindo-se aliquotas para o meio de cultura
a 45°¢ para se obterem as concentragoes desejadas do antibio-
tico.

0 excesso de umidade das placas foi removido
por evaporacao em camara asseptica, mantendo-se as tampas li-
geiramente abertas.

Cada um dos isolados foi incubado em meio PCG
liquido por 72 horas a 26°C sendo apos transferidos com auxi-
lio de multi-alga (13 unidades) para as placas com meio de cul
tura + antibiotico. Como controle, usou-se placas sem a dro-
ga. Apos 48 - 72 horas de incubagao, observou-se os resulta -
dos, sendo considerado como nivel de resistencia aquele cujo

crescimento da bacteria ocorria na maxima concentracao nao i-

nibitoria da droga.
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4,10,2 - MutanNTES RESISTENTES A ESTREPTOMICINA EM
RELAGAO A BACTERIOCINAS E PATOGENICIDADE

Subculturas de dois isolados produtores de bac
teriocina que apresentaram crescimento na maior concentracgao
nao inibitoria da estreptomicina foram suspensos em agua es-
téril e 0,1 ml desta suspensao inoculada, com alga de Drigals
ki, em placas de Petri contendo meio PCG + antibioticos na
concentracao de 50 ug/ml do meio e incubados por 72 horas a
26°C. Colonias desenvolvidas neste meio foram transferidas
para placas contendo as concentragoes de 1 , 10 , 20 , 50 ,
100 , 250 , 500 e 1.000 pg/ml de estreptomicina no meio de
cultura. Os mutantes desenvolvidos na maior concentragao fo-
ram testados para a producao de bacteriocina conforme o Item
4,8 e patogenicidade (item 4.4.2) , comparando-os com os i-

solados originais.
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5 = RESULTADOS

5.1 - [IsoLAMENTO, IDENTIFICAGAO DO PATGGENO E CARACTERI-
ZAGAO DOS SAPROFITAS
Todos os isolados patogenicos formaram.pigmen-
to fluorescente no meio de King e foram dihidrolase e oxida-
se negativos, sendo que os tres isolados saprofitas, tambem
fluorescentes, foram separados com base nos postulados de Koch.
As folhas e foliolos do cultivar Santana foram infectados so-

mente pelos 13 isolados patogenicos.
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5,2 - DeTEcgAo DA PATOGENICIDADE ATRAVES DA HIPERSENSI-
BILIDADE EM FoLHAS DE Fumo

Quando os isolados patogenicos e saprofitas,com
a mesma concentracgao de celulas (108 cel/ml),foram inoculados
em folhas de fumo foi possivel separa-los em dois grupos. Os
isolados tidos como patogenicos foram aptos a induzir reacao de
hipersensibilidade ; esta condigcao no entanto nao foi verifi-
cada pafa o grupo dos saprofitas. Os testes de patogenicida-
de na soja confirmaram os resultados, mostrando que somente os
capazes de induzir a reacao de hipersensibilidade foram tam-

bem patogenicos. Os resultados estao sumarizados na Tabela 2 .

5.3 - ReLAGAO ENTRE PATOGENICIDADE E MORFOLOGIA DE COLONIAS
DE Pseudomonas glycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM

Quando subculturas dos 1isolados B13 e

tidas em estoque, foram observadas em meio tetrazolium notou-

B69’ man

se diferencas na coloracao exibida pelas colonias em ambos os
isolados. Foi possivel observar dois tipos de colonias: um
tipo inteiramente vermelho, circular, com bordo branco estrei
to e com diametro variavel de 1,5 mm a 2,5 mm (Tipo I) e um
segundo tipo, tambem circular, em alguns casos ligeiramente ir
regular, apresentando um centro de rosa a vermelho e bordo
mais largo descolorido, tendo um diametro de 1,0 mm a 2,0 mm,

(Tipo II) (Figura 1).
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TABELA 2 - Reacao de hipersensibilidade em folha de fumo
(cultivar Virginia Coker 254) e sua correlagao
com patogenicidade em soja (cultivar Santana),
de 13 isolados de Pseudomonas glycinea e tres
bacterias saprofitas fluorescentes

b (1)’ (2)"
Hipersensibilidade em fumo nas horas Patogenici-
Isola- . . - . ~ dade em soja
indicadas apos a inoculacgao .
sete dias
dos ' 12 ' 24 ' 48 " apos a ino-
culacgao
1 1 1 1 1
S + + + + + P
BO1 + + + + + P
BO4 + + + + + P
BO7 + + + + + P
B13 + + + + + P
B69 + + + + + P
B71 + + + + + P
Pg1 + + + + + P
sz + + + + + P
Pg3 + + + + + P
Pg4 + + + + + P
Pg5 + + + + + P
Pg6 + + + + + P
* - - -
s, (%)
* - - -
s, (%)
* - - -
55 (%)
(1) (-) Ausencia de reagao, (2) - (p) Patogenico,

(++) Necrose,

(+) Perda da turgescencia, (NP) Nao patogenico,

(*) Saprofitas.
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Com a finalidade de confirmar os resultados a-
cima, foram obtidos isolados provenientes de lesoes novas 1n-
fectadas artificialmente. Quando estes isolados foram culti-
vados em meio de tetrazolium, houve o aparecimento de colo-

nias, na quase totalidade, do segundo tipo (Figura 1).

FIGURA 1 - Colonias de Pseudomonas glycinea em meio de
tetrazolium:

A - Provenientes de cultura estoque, com C1lnCcO meses

de idade, com predominancia de colonias tipo I.

B - Provenientes de cultura recem isolada, com predo
minancia de colonias tipo II.
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Nos testes de patogenicidade foi possivel ob-
servar que as colonias com centro rosa infectaram os tecidos
inoculados mais rapidamente do que as colonias totalmente ver

melhas, como e evidenciado nas Tabelas 3 e 4

TABELA 3 - Relacao entre a patogenicidade em soja (cultivar
Santana) e morfologia da colonia de Pseudomonas
glycinea, isolado B13 , em meio de tetrazolium em

fungao das medias do diametro, em centimetros da

area afetada

Tipo de Diametro da lesao (em cm) nos dias apos a inoculagao (1)
Colonia 12 dias 20 dias 30 dias
(*)
I 1,1200 a 1,2150 a 1,3350 a
II1 1,4150 b 1,4625 b 1,5375 b

(*) Medias nao seguidas pela mesma letra diferem entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

(DMS Tukey 5% = 0,0850)

Tipo I = <colonia inteiramente vermelha, circular, com
bordo branco estreito e diametro de 1,5 mm a

2,0 mm.

]
H
i

Tipo colonia com centro rosa a vermelho, circular,

com bordo branco largo e diametro de 1,0 mm a

2,0 mm.

(1) Media de quatro repetigcoes, cada uma representada

por um vaso contendo tres plantas.



56.

TABELA 4 - Relacao entre a patogenicidade em soja (cultivar
Santana) e morfologia da colonia de Pseudomonas
glucinea, isolado Beg » em meio de tetrazolium em
funcao das medias do diametro, em centimetros, da

area afetada

Tipo de Diametro da lesao (em cm) nos dias apos a inoculacgao (1)
Colonia 12 dias 20 dias 30 dias
' (*)
I 0,9200 a 0,9900 a 1,1250 a
11 1,3050 b 1,3800 b 1,5375 b

(*) Medias nao seguidas pela mesma letra diferem entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

(DMS Tukey 5% 2 0,0935)

Tipo I = colonia vermelha, circular, com bordo branco

estreito e diametro de 1,5 mm a 2,5 mm.

Tipo II = colonia com centro rosa a vermelho, circular,
com bordo branco largo e diametro de 1,0 mm

a 2,0 mm.

(1) Media de oito repeticoes, cada uma representada por

um vaso contendo tres plantas.

5.4 - RerLAgAo ENTRE 0 Tirpo DE CoLONIA EM Melo DE TETRAZO-
LIUM E HIPERSENSIBILIDADE EM FoLHAS DE Fumo

Quando se realizaram as inoculagoes, o tempo
necessario para o aparecimento da reagao de hipersensibilida-
de foi variavel. No entanto, todas as colonias vermelhas ou
de centro rosa a vermelho foram aptas a induzir necrose nos

tecidos dentro de 48 horas apos a inoculagao. A relacgao entre
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a hipersensibilidade e o tipo de colonia em tetrazolium esta

sumarizado na Tabela 5.

5.5 - ProbDUGAO DE BACTERIOCINAS

Quando se realizaram os testes cruzados para ve
rificacao de producao de bacteriocinas, utilizando-se os 13 i
solados de Pseudomonas glycinea, foi possivel obter 387 de i-
solados bacteriocinogenicos. A relacao dos isolados produto-
res e sensiveis encontra-se na Tabela 6.

Observa-se que, entre os isolados produtores ,
BO1 e BO4 produziram bacteriocinas contra o maior numero de i
solados. 0 isolado BO., , no entanto, mostrou-se também como

1

um dos mais sensiveis. Diferente dos demais, o isolado B71
produziu uma bacteriocina ativa contra somente um dos isolados.
Além disso, entre os isolados indicadores, cinco foram gensi
veis as bacteriocinas e, entre estes, apenas o isolado Pg3rﬁo
produziu nenhuma bacteriocina.

Quando os isolados foram previamente induzidos
com luz ultra-violeta houve uniformidade quanto a dimensao do
halo de inibigcao, ao contrario do que aconteceu anteriormen-
te quando, sem este tratamento, o isolado B13 mostrou um halo

de inibiacao ligeiramente menor que os demais isolados produ-

tores de bacteriocinas.
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Relagao entre a hipersensibilidade em fumo (cul-
tivar Virginia Coker 254) e a morfologia da colp
nia, em meio de tetrazolium, de seis isolados de

Pseudomonas glycinea

Reagao do fumo nas horas apds a inoculagao

Isolados Tipos de - T
colonia 12 .24 36 48 72
1 1 1
I - - + ++ ++
BO4 I - - + ++ ++
II - - + ++ ++
I - - + ++ ++
B69 II + ++ ++ ++ ++
I1 + + ++ ++ ++
II ++ ++ ++ ++ ++
Pg5 II + ++ ++ ++ ++
IT1 - + ++ ++ ++
I + ++ ++ ++ ++
Pg II - - + ++ ++
6 I
I ++ ++ ++ ++ ++
I - - + +4 ++
Pg It - + +4 ++ ++
2
I1 + ++ ++ ++ ++
I - + ++ ++ +4+
Pg3 I - - + ++ ++
I1 + ++ ++ ++ ++
I - ~ + ++ ++
B13 I - - + ++ ++
II - + ++ ++ ++
(=) Amarecimento do tecido
(+) Perda de turgencia do tecido
(++) Necrose do tecido
Tipo I ~ Colonia inteiramente vermelha, circular, com bor-
do branco estreito e diametre de 1,5 mm a 2,5 mm.
Tipo II - Colonia com centro rosa a vermelho, circular, com

bordo branco largo e diametro de 1,0 mm a 2,0 mm.
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5.6 - SEROLOGIA

5.6,1 = REAgA0 SEROLOGICA DOS ISOLADOS

Os resultados das reacgoes dos testes de dupla
difusao em agar (Ouchterlony) entre os 13 isolados de Pseudo-
monas glycinea e co-habitantes saprofitas fluorescentes, para
os antissoros AS4 e AS10 , obtidos com o isolado BO4

presentados na Tabela 7. O processo de aquecimento a 100°c

, sao a-

por dois minutos dos isolados de Pseudomonas glycinea permitiu
reagoes serologicas mais intensas, manifestadas pelo apareci-
mento de duas linhas de precipitagao para amobos os antisso -
ros. Com maceragao mecanica dos isolados houve diferencgas no
numero de linhas de precipitagao em relagao ao antissoro AS

4

mas nao para o antissoro ASlO'

Todos os isolados de Pseudomonas glycinea reagi
ram com o antissoro obtido, qualquer que fosse o metodo de
preparacao do antigeno. Em contraste, nao houve reacao com os
saprofitas fluorescentes, tanto aquecidos como macerados.

Apesar de que o antissoro foi obtido contra o
isolado BOA , produtor de bacteriocina, nao foi possivel dis-
tinguir relagoes serologicas, entre os demais isolados produto
res ou sensiveis a esta substancia.

0 antissoro foi ainda comparado com Pseudomo-

nas rubrilineans , Pseudomonas alboprecipitans , Pseudomonas

tomato e Xanthomonas vesicatoria nao havendo, ertretanto,rea-
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coes serologicas.

TABELA 7 - Comportamento serologico dos isolados de Pseudo-
monas glycinea, submetidos ao aquecimento a 100°C
e a maceraggo, frente aos antissoros AS4 e ASIO’
pelo metodo de dupla difusao em gel de agar
' Antigenos aquecidos ‘ Antigenos macerados
Isolados = v v
; AS4 . AS10 . AS4 . AS10
S + + + + + + +
BO1 + + + + + + +
BO4 + + + + + + +
BO7 + + + + + + +
513 + + + + + + +
Beg + + + + + + +
B.q + + + + + + +
Pg, + + + + + + +
Pg, + + + + + + +
Pg, + + + + + + +
Pg, + + + + + + +
Pge + o+ + + + + +
Pg + + + + + + +
S, (*) o o o o
s, (*) o o o o
83 (*) o o o o

(*) Saprofita
(o) Auséencia de linha de precipitacao
(+) Presenga de wuma linha de precipitacao

(++) Presenca de duas linhas de precipitacgao
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5.6.2 - TITULAGAO DO ANTIGENO E ANTISSORO

Nos testes de titulagao do antigeno submetido
ao aquecimento verificou-se a formagao de linhas de precipita
cao até a diluigcao de 1: 4 do primeiro ao sexto antissoro. O

titulo aumentou para 1 :8 em relacao ao AS AS_ e AS_ e pa-

7° 8 9
ra 1:32 em relagao ao antissoro 10,

Para o antigeno submetido a maceragao houve 1li
nha de precipitagao a diluicao de 1 : 4 do primeiro ao oitavo

antissoro, aumentando o titulo para 1:8 em relagao ao AS e

9
para 1 : 32 ao AS

10 °

0 nimero de linhas de precipitacao ocorridas a
cada diluigcao do antigeno aquecido ou macerado, em relacao aos
antissoros, esta sumarizado nas Tabelas 8 e 9 , respectivamen
te.

A titulacao de cada uma dos antissoros, reagin
do com o antigeno homologo aquecido ou macerado, indicaram o
mesmo nivel de diluicao. Independente do tipo do antigeno, o
titulo foi de 1 : 4 do primeiro ao sexto antissoro. Houve um
aumento do titulo para 1 : 8 com os antissoros AS_ e AS e de

7 8
1 :32 com os antissoros A89 e AS10 .
O0s niveis da titulagcao dos antissoros, bem co-
mo o numero de linhas de precipitacao, estao sumarizados nas

Tabelas 10 e 11 em relacao ao antigeno homologo aquecido e

macerado, respectivamente.



63.

93103 oede3jtdroaad ap BYUuIT (+)
eoea3 oedejrdrosad ap eyurl (-)
omwmuwawumua 9p BYUIT @p BIDdUdSNY (O)
- (o) o (o) 0 o o) o 0 o €/ 1
- ] o o o 0 0 0 0 0 91/1
- - - - (o) (o) o o o (o) 8/1
- + - - - - - - - - - /1
+ + + -+ + - - - - - - - - - - - - Z/1
+ + + - + + - - - - - - - - - - - - I/1
) i ] i [} i [ - w - 4
oua3dtjue
Olsy  Ssv 85y sy %y Ssv sy fsy  Csy lsy S
A A A | A A . A wOU
sol0ssTjuy CEYInIid
A i e
sozossTjue soe oedelal
wa aede ap (28 wa oesnjIp e1dnp @p opojauw ofad ¢ 0,001 ® 03
-uswIioanbe or oprismqns .Avom opelosI) ou33Ijue Op OBIBINITI - § VIILVI



64.

oede3rdioead ap BYUIT @p BIDUISNY

23103 oede3tdrosad sp eyultg

eoe13 oede3ztrdioaad sp ByUTT

(+)
(=)
(°)

ze/1
91/1
8/1
v/1
z/1

/1

- o
- o
-+ -+
+ o+ - +
.
Olgy  bgy

SV SV

A

o o o o
o o o o
o o o o

i ] i ) ]
¢m< mm< Nm< Hm<

soaossTjuy

ous81jue
op
oediniIqQ

solo0ssTjue

soe oederax we ‘ae8e ap 198 we oesnyIp eldnp °p opo3l3w ofrad

‘opdeisdew ® opriaWQNS .Aqom opelosI) oua8Ijue op OBIBINIT]

- 6 VIZdVL



65.

23103 oedejtdioaad

eoB13 oedeyrdroaad

°p BYUIT  (+)
P BUUIT (=)

oede3jrdioaad ap BYUI] °@p BIDdUISNY (0)

- - o 0 ) o o 0 o o €/ 1

- - o o ) o o ) o o 91/1

- - - - ) o ) o o o 8/1

+ + + + + + + + - + - - - - - - - 7/1

+ + + + + + + + + + + + + + + - - - - Z/1

+ + + + + + + + + + + + + + + - - - - 1/1
) 1 ) s ) ) 4 ) $ ] ]
Olgy  bgy  Ssy  fsy  %gv  Ssv "gy  fgy  Ysy lgy sozosstjue

i i .- i ! —. i A A 1 A mOMU

soxlossIjuy oedIniIqQ
1 'y '
1e8e ap 193 wa oesng

-1p e1dnp @2p opojauw ofad ¢ 0,001 ® optoanbe Aqom OpPBIOST)

[
o8o1owoy oua3rjue oe oedelax we ‘sorossTjue sop oedeIniT]

- 0T V149Vl



66.

3103 oede3tdiosad ap BYUIT (+)
eoex13 oede3rdioead ap Byulg (=)
oede3rdroaad ap BYUI[ 2p BIDUISNY (°)

- - o o o o o o o ) Nw\a

- - o o ) 0 0 o 0 o 9T /1"

- - - - o 0 o o 0 o 8/1
-t - - - - - - - - - 7/
-+ - + -+ -+ - - - - - - Z/1
-+ - 4+ -+ -+ - - - - - - 1/1

1) 4 d L ) ) d ] i $ ] 1}
solossTjue
Olsy  bsv  8sy  ‘fsy  %gv  Ssv  "sy fsy sy ey P
i A A I} A I 1 - | i i L mov

s§0ox10sSsTIuUYy

0B3INn1IQ

ae3e ap 123 wa oeSNIIP
e1dnp @p opo3aw ofad ‘oedeisdew B OpT3IdUWUQNS Aqom OPBIOST)

o8o1owoy ous81Ijue or oedBI21 Wd ‘sorossIjue sop oedEBINIIL

- 11 V139Vl



67.

5.6,35 - TESTE PARA RAPIDA IDENTIFICAGAO SEROLOGICA DO
PATOGENO NOS TECIDOS INFECTADOS DO HOSPEDEIRO

Os isolados BO1 s BO4 . B69 s sz s Pg5 e Pg6
de Pseudomonas glycinea foram inoculados artificialmente na so
ja e as folhas ou foliolos infectados utilizados no teste.

Em teste de dupla difusao em gel de agar, o an
tissoro AS4 reagiu com o liquido resultante da maceracao das
folhas apresentando, contra todos os isolados utilizados, uma
linha de precipitagao. Com o controle, folhas de soja nao in
fectadas maceradas, nao houve reagao com o antissoro utiliza-
do. O titulo do 1liquido resultante da maceragao das folhas
infectadas tambeém foi determinado contra o antissoro AS4 » ob
tendo-se reagoes nitidas de uma linha de precipitagao ateé a
diluicao 1 : 4, Cada teste foi repetido, pelo menos, tres ve-

zes,

5.7 - RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

5.7.1 - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MAXIMA NAO
INIBITORIA

0s resultados do teste de determinagao da con-
centragcao maxima nao inibitoria dos isolados em relacgao aos

quétro antibioticos utilizados encontram-se na Tabela 12.
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Niveis de resistencia dos 13 isolados de Pseu-

domonas glycinea expressos em pg do antibioti-

co por ml de meio de cultura

Maxima concentracao nao inibidtica (1)

Isolados (seg/ml) dos isolados aos antibioticos (2)
s -y T y v
Ks Str Tm Tc
' ' ' ' '

S s 0,32 0,04 0,16
BO1 s 0,32 0,04 0,32
BO, , 0,32 0,04 0,16
BO7 R 0,32 0,04 0,16
B13 , 0,32 0,04 0,32
Bgg , 0,16 0,02 0,08
B R 0,16 0,04 0,16
Pg, s 0,16 0,04 0,32
Pg, s 0,32 0,04 0,16
Pg, , 0,16 0,02 0,08
Pg, , 0,32 0,04 0,16
Pg, , 0,16 0,04 0,32
Pg, 4,0 0,32 0,04 0,32
(1) Media de tres placas
(2) Ks = Kasugamicina,

Str = Estreptomicina,

Tm = Terramicina

Tc = Tetraciclina
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Em relacao a kasugamicina, foi encontrado 69,2%
de isolados resistentes ao nivel de 8,0 ug/ml do antibiotico.
Para a estreptomicina, 61,57 dos isolados mostraram resistag
cia a concentracao de 0,32 ug/ml do antibiotico. Os resulta-
dos com terramicina mostraram uma maior uniformidade na resis
tencia entre os isolados, atingindo quase a totalidade destes
(84,6%) ao nivel de 0,04 pg/ml. Com a tetraciclina, o compor
tamento da resistencia dos isolados foi mais variavel ; somen
te 38,47 atingiu o maximo de resistencia a concentracao de
0,32 pg/ml do antibiotico.

Os isolados produtores de bacteriocina, BO1 .
BO3 , B13 . B71 e sz mostraram um comportamento variavel as
drogas utilizadas quanto a sensibilidade, bem como o 1isolado
indicador Pg, mostrando nao haver relacao entre a produgcao ou

sensibilidade as bacteriocinas com o nivel de resistencia aos

antibioticos.

5.7.2 - ISOLAMENTO DE MUTANTES RESISTENTES A ESTREP-
TOMICINA EM RELAGAO A BACTERIOCINAS E PATOGE
NICIDADE

Dos 1solados BO4 e B13 s

cinas, que apresentaram niveis de resistéencia mais altos a es

produtores de Bacterio

treptomicina (0,32 ug/ml), foram selecionadas tres colonias de

cada isolado e que cresceram em meio de cultura com 50 ug/ml
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de estreptomicina. A comparagao do crescimento em diferentes
concentragoes da droga entre os isolados originais e seus res
pectivos mutantes e sumarizada na Tabela 13.

No teste de producgao de bacteriocina, o isola-
do original,bem como os mutantes nao tiveram sua capacidade
bacteriocinogenica afetada (Tabela 14). Com relacao a patoge
nicidade (Tabela 14), dois mutantes do isolado original Bo4

e o mutante do isolado original B testado mostraram—-se apa-

13

togenicos quando inoculados na soja.



71.

TABELA 13 - Crescimento dos isolados originais BO4 e B13 em
comparagao com os mutantes resistentes a estrep

tomicina em diferentes concentragoes da droga

1 T
Presenga (+) ou ausencia (o) de crescimento da

Isolados bactéiria 1) na concentracao da droga (ug / ml)
"1 10 25 50 100 250 500 1000
' ' 1 ' ' ' ' ' 1
BO4 o o o o o o o o
BO4 stry + + + + + + o )
BO4 str2 + + + + + + o o
BO4 str3 + + + + + + + o
B13 o o o o o o o o
By, str, + + + + + + + o
B,y str, + + + + + + o o
B, Str, + + + + + + o o

(1) Observagao em tres placas.
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TABELA 14 - Comparagao da capacidade patogenica e produgao

de bacteriocina das linhagens originais e seus

mutantes resistentes a estreptomicina

Isolados

Patogenicidade

Bacteriocina

BO4 original

BO4 str1

BO4 str2

BO4 str3

B13 original

B13 str1

B13 str2

B13 str3

patogenico
nao patogenico
patogenico
nao patogenico
patogenico
nao patogenico
(*)
(*)

produtor
produtor
produtor
produtor
produtor
produtor
produtor

produtor

(*) = Nao testados
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6 - DISCUSSAD

6.1 - DeTecgAo DA PATOGENICIDADE ATRAVES DA HIPERSENSIBI-
LIDADE EM FoLHAS DE Fumo

Alguns autores tem sugerido (STARR, 1959 ;

STOLP, 1961) que nao & possivel separar as bacterias fitopato
genicas das saprofitas exceto pela patogenicidade. Os resul-
tados obtidos aqui, com hipersensibilidade em fumo, justificam
a validade do metodo para esta finalidade. Estudos préevios rea
lizados por LEBEN et al<Z (1968) e LEBEN (1972) tem demonstra
do a dificuldade de se separar Pseudomonas glycinea de co-ha-
bitantes nao-patogenicos. Pelo cultivo das bacterias em meio
de King B este problema pode ser, em parte, eliminado testan-
do-se somente aquelas colonias que apresentam fluorescencia.

Os resultados exibidos na Tabela 2 evidenciam que os isolados

patogénicos a soja causaram um rapido colapso na organizacao
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celular de tecidos inoculados em plantas de fumo. Tal respos
ta e caracteristica da reacao de hipersensibilidade (KLEMENT,
1963 ; KLEMENT et alZi, 1964). A ocorrencia, em soja, de Pseu
domonas fluorescentes que nao induziram reacao de hipersen-
sibilidade em fumo e tambem nao foram patogenicos a soja, po-
deria indicar tratarem-se de.isolados de Pseudomonas glycinea
que tivessem sua capacidade patogenica alterada, conforme ob-
servagao feita por LELLIOT et alii (1966) em Pseudomonas coro
nofaciens. Tal, no entanto, nao deve ser verdade uma vez
que esses isolados nao reagiram ao antissoro de Pseudomonas
glycinea (Tabela 6).

A inducao da hipersensibilidade pelos isolados
de Pseudomonas glycinea meste estudo estao em concordancia com
aqueles obtidos por SANDS et aliZ (1970) e em discordancia com
aquele obtido por MISAGHI e GROGAN (1969). Estes ultimos au
tores relataram apenas dois isolados de Pseudomonas glycinea,
de quatro utilizados, aptos a induzirem a reacao de hipersen-
sibilidade em folha de fumo. Coincidentemente, dois dos qua-
tro isolados testados tinham a capacidade de reduzir nitratos,
caracteristica nao encontrada em Pseudomonas glycinea (COER-
PER, 1919 ; SANDS et alii, 1970) o que faz supor nao serem a-

queles isolados pertencentes a esta especie.
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6.2 - RELAGAO ENTRE A PATOGENICIDADE E MorFoLOGIA DE CoLO-
NIAS DE Pseudomonas glycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM

Em varias publicagoes sobre os uso do cloreto
de trifenil tetrazolium, em meio de cultura para bactérias fi
topatogenicas, confirma-se a viabilidade deste método na dis-
tincao de mutantes nao-patogenicos (KELMAN, 1954 ; FRIEDMAN,
1964 ; CARROL e LUKEZIC, 1971). Os isolados frequentemente
tem sua capacidade patogénica alterada quando armazenados pe-
los metodos rotineiros (TUITE, 1969). Como foi observado por
KELMAN (1954), mesmo o armazenamento em oleo mineral nao pre-
vine o desenvolvimento de mutantes com reduzida patdgenicidi
de e os resultados aqui obtidos indicam que um periodo de cin
co meses ja e suficiente para que alteragoes ocorram na pato-
genicidade dos isolados.

Nos resultados obtidos com Pseudomonas glyci -
nea , como mostram as Tabelas 3 e 4 , existem evidencias de
que colonias totalmente vermelhas com bordo branco estreito
sao fracamente patogenicas, enquanto que colonias com centro
de coloracao rosa a ligeiramente vermelho com bordo branco lar
go mostram um comportamento mais patogenico. O aparecimento
de colonias com esta coloracao, em maior niumero, quando os i-
solados sao provenientes de lesoes recentes, em comparacao com
um maior numero de colonias totalmente vermelhas, quando os
isolados sao provenientes de culturas em estoque, confirma as

observacoes a respeito da perda da patogenicidade que ocorre
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com as bacterias quando mantidas fora do hospedeiro (KELMAN e
JENSEN, 1951).

Algumas observacoes teém sido feitas (KOPPER,
1952) no sentido de que existe uma relaggo entre o maior nﬁmg
ro de células na colonia bacteriana com o incremento da redu-
950 do tetrazolium e, portanto, uma coloraggo mais vermelha.
Provavelmente, a menor capacidade de crescimento em meio arti
ficial das colonias provenientes de lesoes recentes esteja re
lacionado com este fato, da mesma maneira que o variante mais
adaptado ao meio de cultura cresceria mais rapidamente desen-

volvendo, também, a coloracao mais vermelha em meio de tetra-

zolium,

6.3 - ReLAgA0 ENTRE 0 Tipo DE CoLONIA EM MeElo DE TETRAZOLIUM
E HIPERSENSIBILIDADE EM FoLHAS DE Fumo

0 comportamento de colonias do tipo I e IT cres
cidas em meio de tetrazolium, quando inoculadas em folhas de
fumo, permite observar (Tabela 5) qué colonias do tipo II, re
feridas como mais patogeénicas, tem uma maior tendencia a indu
zir a reacao de hipersensibilidade, apos doze horas de inocu-
lagao, do que colonias do tipo I. No entanto, ambos os ti-
pos de colonias sao aptos a induzirem reacao de hipersensibi-
lidade apos 48 horas indicando que o fumo & menos sensivel que

o meio de tetrazolium para indicar diferentes graus de patoge
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nicidade da bacteria.

Contudo, atraves da reagao de hipersensibilida
de, e possivel detectar a perda total da patogenicidade (MISA
GHI e GROGAN, 1969) ou diferenciar saprofitas das bactérim;pi
togenicas (Tabela 2) (KLEMENT, 1963). Tais resultados indi-
cam que a perda parcial da patogenicidade nao pode ser detec-
tada pelo fumo, visto que ainda sao capazes de induzir os te-

cidos inoculados a necrose.

6.4 - PrRoDUGAO DE BACTERIOCINAS

O espectro das bacteriocinas produzidas pelos
cinco isolados de Pseudomonas glycinea, neste estudo,foram limi-
tados a outros isolados desta mesma especie e nao tiveram e-
feito inibitorio sobre Pseudomonas alboprecipitans e Pseudomo
nas rubrilineans. Entretanto, VIDAVER et alziz (1972) obsérvi
ram a atividade de bacteriocinas desta bacteria contra outras
nao relacionadas. A atividade das bacteriocinas e, geralmen-
te, contra outros isolados da mesma especie ou entao entre es
pecies que sejam muito relacionadas (REEVES, 1965). No entan
to, em alguns casos, bacteriocinas de bacterias gram-negati -
vas podem inibir bactérias gram-positivas (HAMON e PERON, 1961)
como também as gram-positivas inibiram as especies gram-nega-

tiva (TAGG et alzizi, 1976).
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Comparando com outras bacteriocinas ja investl
gadas, a porcentagem de isolados produtores (38%) e relativa-
mente proxima daquela observada por VIDAVER et alzi (1972)
que obtiveram 55% tambem com isolados de Pseudomonas gZycined
0 numero de isolados produtores e bastante variavel entre es-
pecies (AZEVEDO, 1977). Assim, e possivel encontrar niveis
tao baixos quanto 8% , em Pseudomonas phaseolicola , ate 1007
em Pseudomonas syringae (VIDAVER et alii, 1972), passando por
57% em Corynebacterium michiganense (ECHANDI, 1976) , 887 em
Erwinia carotovora (ECHANDI e MOYER, 1979) e 477 em Xantho-
monas campestris (SANTOS, 1979). Estes comportamentos sugerem
que a producao de bacteriocinas pode ter importante funcao na
epidemiologia de doengas causadas por bactérias.

Dentre os isolados testados o B13 apresentou um
diametro do halo de inibigcao igual aos demais somente quando
previamente submetido a luz ultra-violeta. Isto sugere que a
bacteriocina produzida por esse isolado nao e totalmente libe
rada pelo tratamento com cloroformio. A sintese de muitas bac
teriocinas e induzida pela irradiacao ultra-violeta (REEVES,
1965). Contudo, ja tem sido observado que a atividade da bac
teriocina produzida por Pseudomonas glycinea pode aumentar ou
diminuir apos a irradiagao (VIDAVER et aliZ, " 1972).

Dentre os isolados produtores, dois deles, BQ1
e BO

4 0 produziram bacteriocina contra os mesmos isolados 1in-

dicadores. No entanto, se BO1 produzisse um tipo de bacterio
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»cina‘semelhante a produzida pelo isolado BO4 , estes teriam que
ser resistentes as bacteriocinas opostas ; como sao ambos sen—
siveis, isto sugere que as bacteriocinas sao diferentes e que
os isolados podem ser considerados linhagens diferentes.

Observa-se que os isolados produtores sz ,
B13 e B71 apresentaram um comportamento diferente quanto a sen
sibilidade as bacteriocinas e devem portanto -ser tambem linha
gens diferentes. Esta observacao tambem e valida para o iso-
lado Pg3 que nao produziu bacteriocina, pelo menos que pudes-
se ser detectada com os isolados utilizados e foi sensivel a
diferentes bacteriocinas.

Esta variacao na sensibilidade as bacterioci -
nas produzidas tem sua importancia refletida na epidemiologia
quando se estuda, por exemplo, o comportamento de ragas ou i-
solados sobre o hospedeiro. De fato, segundo REEVES (1965) ,
a propriedade bacteriocinogenica confere uma consideréyel van
tagem seletiva para a bacteria que a possui, embora estudos e
cologicos neste sentido ainda nao tenham sido feitos. Confor
me JACOB et alii (1952) uma particula de colicina e suficien-
te para a morte de uma celula sensivel ; se esta proporcao for
valida para bacterias fitopatogenicas, maiores cuidados devem
ser tomados quando da mistura de racas ou isolados da bacte -
ria, para fins epidemiologicos, uma vez que as que possuirem
propriedades bacteriocinogenicas causarao a morte de celulas
sensfveis alterando os resultados das inoculagSes sobre o hos

pedeiro.
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Para todos os isolados produtores citados aqui,
a producao de bacteriocinas foi melhor a 20° - 24°C do que a
28°c¢ , concordando com os resultados de VIDAVER et aliz (1972)
de que a produgao ocorre melhor em temperaturas abaixo do oti

mo para o crescimento da bacteria.

6.5 - REAGA0 SEROLGGICA DOS ISOLADOS

0 principal objetivo desta investigagao foi de
terminar se o antissoro poderia ser usado rotineiramente na
identificagao doé isolados de Pseudomonas glycinea.

Com o advento da tecnica de dupla difusao em
gel de agar os testes serologicos foram amplamente utilizados
na identificacao de bactérias, uma vez que sao mais especifi-
cos que outros procedimentos. A literatura a respeito tem jus
tificado a viabilidade do meétodo para este proposito (SHAAD,
1979).

Com efeito, os resultados serologicos apresen-
tados na Tabela 7 indicam que o teste de dupla difusao em agar
pode ser usado na rapida identificacao de Pseudomonas glyci-
nea uma vez que todos os isolados reagiram com o antissoro ob
tido. A especificidade do antissoro permitiu distingui-los-
dos isolados saprofitos fluorescentes, que ocorrem conjuntamen

te nas lesoes causadas pelo patogeno, como tambem de outras

especies relacionadas ao genero ou nao. Estes dados estao de
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acordo com SHATTOCK (1955) que considera a serologia como uma
delicada ferramenta com alta especificidade determinada pela
natureza quimica do antigeno.

Houve o mesmo tipo de reacao serologica entre
os isolados de Pseudomonas glycinea para os antissoros AS, e
AS10 , exceto quando os antigenos foram macerados mecanicamen
te. A diferenca na intensidade da reacao pode dever-se ao fa
to de que os antigenos submetidos ao aquecimento liberam mais
componentes antigenicos das celulas. Em contraste, o proces-
so mecanico de rompimento das celulas nao & suficiente para
esta total liberacao. Rotineiramente, o processo de macera -
cao dos antigenos resultou em reacoes com uma linha de preci-
pitacao com o antissoro AS4 e o fato de que houve, por este
processo, duas linhas de precipitacao em reacao com o antisso
ro AS10 esta provavelmente relacionada com a utilizacao de an
tigenos fervidos a partir da déecima segunda injecao durante a
imunizacao do coelho. O antissoro AS, e seguintes, foram co-

7

letados apos esta imunizacgao.

6.6 - T1TuLAGAO DO ANTIGENO E ANTISSOROS

6.6.1 - TITULAGAO DO ANTIGENO

A analise das Tabelas 8 e 9 mostrou que a titu

lacao do antigeno pode ser modificada pelo tipo de tratamento
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a que este & submetido. Embora tenha ocorrido o mesmo titulo
para os antigenos aquecidos ou macerados ateé o sexto antisso-
ro (AS6), as reagoes foram mais intensas e com maior nimero
de linhas de precipitacao para o primeiro tipo de antigeno.
Como ja foi citado neste trabalho, isto, provavelmente, se de
ve a maior liberacao dos componentes antigenicos pelo aqueci-
mento. Como foi possivel observar, este processo e mais sen-
sivel nas reacgoes serologicas, uma vez que a imunizacao com
antigeno aquecido a partir da coleta do antissoro AS6 ja de-
tectava um aumento no titulo e intensidade de reagao contra o
antissoro seguinte AS7 ; com o antigeno macerado, o aumento do
titulo so foi verificado a partir do antissoro ASQ.

Tem sido sugerido por DAVIS et aliZ (1973) que
as endotoxinas de bactéerias gram-negativas, tidas como compo-
nentes antigénicos, somente sao liberadas se houver rompimen-
to das celulas. Assim, a imunizagao com antigeno aquecido au

mentaria a formacao de anticorpos e consequentemente, o titu-

lo.
6.6,2 - TITULAGAO DOS ANTISSOROS
A analise das reagoes obtidas, do antissoro AS,
ao antissoro A86 , mostrou que o titulo dos antissoros neste

intervalo -atingem os mesmos niveis de diluicao, quando reagido

com o antigeno-homologo (isolado BOA) aquecido ou macerado, po
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rem com reagoes mais intensas contra o antigeno aquecido. As
razoes disto ja foram anteriormente explicadas.

0 baixo titulo obtido entre o antissoro AS1 ao
A86 e devido, provavelmente, ao curto periodo de imunizacao
pois foram coletados entre um numero de seis ate onze aplica-
coes do antigeno. A partir do sétimo antissoro ocorre um au-
mento do titulo ate atingir 1 : 32 no nono e decimo antissoro.
Como o periodo entre a coleta do AS6 e AS7 foi bastante curto,
a razao desse aumento e devido a imunizacao com o antigeno a-
quecido.

Como os diferentes propositos da serologia re-
querem antissoros com diferentes titulos (SHAAD, 1979), & pos
sivel obter-se, no caso, titulo baixo através da imunizacao
com antigeno macerado e posteriormente aumenta-lo através do
antigeno aquecido. Para esta situacao o titulo mais alto ob-
tido com o antissoro ASlO nao alterou sua especificidade, co-

mo pode ser observado na Tabela 7.

6.7 - TesTeE PARA RAPIDA IDENTIFICAGAO SEROLOGICA DO PATO-
GENO, NoS TeEcipos INFECTADOS Do HOSPEDEIRO

A especificidade do antissoro obtido permitiu
o seu uso na deteccao serologica de Pseudomonas glycinea di-
retamente dos tecidos de soja. Embora o antissoro tenha si-

do testado apenas contra saprofitas fluorescentes, & provavel
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que o restante da flora bacteriana que ocorre sobre a soja nao
reage com o antissoro, o que sugere sua viabilidade para wuma
rapida diagnose da doencga.

Algumas tecnicas serologicas para a deteccao em
plantas infectadas tem sido desenvolvidas com sucesso como a
de GUTHRIE et aliZi (1965) e MORTON et aliZ (1965). Os primei
ros, atraves da serologia, obtiveram um meétodo rapido e alta-
mente especifico paré a detecggo de sementes infectadas com
Pseudomonas phaseolicola ; os demais autores conseguiram, pe-
lo extravasamento mecanico da seiva e coleta de exudados, de-
tectar efetivamente a presenga de Pseudomonas solanacearum.

Embora nao se tenha avaliado o grau de infec -
cao do material utilizado, o titulo da suspensao obtida (1:4)
sugere que e possivel detectar o patogeno ainda que o numero
de lesoes seja pequeno. Um aperfeigoamento deste metodo pode
ria tambem ser Util, nao somente na diagnose rapida da doenca

mas também para se determinar o nivel de infecgao do patogeno

6.8 - RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS!: CONCENTRAGAO MAXIMA NAO
INIBITORIA E RELAGAO ENTRE MUTANTES RESISTENTES COM
PrRoDUGAO DE BACTERIOCINA E PATOGENICIDADE

0 comportamento dos isolados quanto a sensibi-
lidade aos antibioticos mostrou que a terramicina tem uma a-

cao mais efetiva contra Pseudomonas glycinea. Foram encontra
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dos niveis de resistencia de 4,0 a 8,0 ug/ml para Kasugamici-
na ; de 0,16 a 0,32 pg/ml para a Estreptomicina e Tetracicli-
na e de 0,02 a 0,04 ug/ml para a Terramicina. Estes dados ,
se comparados com bacterias sujeitas a tratamento com antibié
ticos, sao extremamente baixos, indicando nao haver resisten-
cia natural ao antibiotico.

Mutantes de Pseudomonas glycinea resistentes a
Estreptomicina foram encontrados apos uma unica passagem da
bacteria em meio de cultura contendo o antibictico, segundo o
modelo denominado por DEMEREC (1948) de "um so passo". Isto
equivale a dizer que mutacao em um gene e suficiente para de-
terminar resistencia a altas concentracoes de antibiotico.

0 carater resistencia a Estreptomicina exibido
pelos seis mutantes isolados neste trabalho nao condicionou
perda da capacidade de produzir bacteriocinas (Tabela 14) mas,
ao contrario, condicionou perda de patogenicidade na maioria
dos isolados resistentes ja que, dos quatro testados, somente
um manteve sua patogenicidade em soja (Tabela 14). Este fato
pode ser explicado considerando-se a possivel natureza cromos
somal da patogenicidade (STARR, 1959) e da resistencia a Es-
treptomicina, em oposicao a natureza plasmidial da capacidade
de produzir bacteriocina (REEVES, 1965).

0 fato da perda da patogenicidade ser comum nos

mutantes que adquirem resisténcia a drogas e da producgao de
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bacteriocina nao ser alterada € importante do ponto de vista
epidemiologico, pois os mutantes nao patogeénicos exerceriam um

controle biologico entre as demais bacterias.
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7 - CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente tra

balho, pode-se concluir que:

a - E possivel, através da reagao de hipersensibilidade em fu
mo e serologia, diferenciar colonias patogenicas de Pseu
domonas glycinea das colonias de bactérias saprofitas
fluorescentes.

b - E possivel detectar, atraves da morfologia da colonia
bacteriana em meio de tetrazolium, diferengcas no grau de
patogenicidade entre os isolados de Pseudomonas glyei -
nea. Tal nao € possivel atraves da reacao de hipersen-
sibilidade no fumo, indicando ser este metodo menos sen-

sivel que aquele.
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A producao de bacteriocina por diversos isolados de Pseu
domonas glycinea e os diferentes padroes de sensibilida
de dos mesmos as bacteriocinas produzidas permitem uma me
lhor caracterizacao dos isolados desta espécie.

E possivel diagnosticar rapidamente a doenga do cresta -
mento bacteriano da soja, atraves da serologia, pela de-
teccao da presenga de seu agente causal nos tecidos in-
fectados do hospedeiro.

Atraves do aquecimento do antigeno, e possivel obter-se
reacao serologica mais nitida, bem como elevar o titulo
do antigeno e antissoro.

A resistencia ao antibicotico estreptomicina normalmente a
feta a patogenicidade, mas nao tem efeito deleterio sobre
a capacidade bacteriocinogenica dos isolados de Pseudomo

nas glycinea.
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8 - SUMMARY

Hypersensitive reaction on tobacco leaves,
serology and tetrazolium medium were tested for identifying
pathogenic isolates colonies of Pseudomonas glycinea. The
bacteriocin production by thirteen wild types and some

antibiotics mutants isolates were also investigated.

Both hypersensitivity reaction and serology were
useful to distinguish the pathogen from saprophytic fluorescent
bacteria. Two colony types were observed when bacterial sus-
pension from stock cultures were streaked on a medium contai -
ning tetrazolium chloride. One was a weakly pathogenic red
colony with a narrow white border and diameter from 1,5 mm to
2,5 mm (type I) , and the other was a highly pathogenic red to
pink center colony with a large white border and diameter from

1,0 mm to 2,0 mm (type II), tested on soybean cv. Santana.
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Five of 13 Pseudomonas glycinea isolates pro-
duced bacteriocins, although this characteristic was not
related to serological reaction.

Antibiotics sensitivity of all differents iso-
lates estimated as maximum non inhibitory concentration (MNIC)
was: 4,0-8,0 pg/ml to kasugamycin , 0,16 - 0,32 nug/ml to
streptomycin and tetracyclin and 0,02-0,04 pg/ml do terramy
cin, Resistants mutants to streptomycin (250 - 500 pg/ml
MNIC) obtaimed "in vitro'" were affected on pathogenicity but

not in its bacteriocinogenic capacity.
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