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1 - RESUMO 

A r�ação de hipersensibilidade em folhas de fu 

mo, serologia e meio de tetrazolium--f-oram- testados para iden­

tificar rapidamente, isolados patogênicos de Pseudomonas gly-

cinea. A produçio de bacteriocina pelos isolados e a resis- 

tência a antibióticos também foi investigada. 

Tanto a reaçao de hipersensibilidade, quanto a 

serologia foram Úteis para distinguir o patôgeno de outràs bac 

terias saprÕfitas fluorescentes. Deis tipos de co lÔni as foram 

observadas quando suspensoes bacterianas, provenientes de cul 

turas estoque de Pseudomonas glycinea , foram cultivadas em 

meio de tetrazolium: um tipo apresentou colônia inteiramen- 

te verm_elha, circular, com bordo branco estreito e diâmetro de 

1,5 mm a 2,0 mm (tipo I) e outro, colônia com centro rosa · a 

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



2 • 

a 2,0 mm (tipo II) ; culturas der\ivadas do primeiro tipo foram 

fracamente patogênicas enquanto aquelas do segundo tipo foram 

altamente patogênicas no cultivar Santana. 

Dentre os 13 isolados de Pseudomonas glyainea, 

cinco foram produtores de bacteriocinas, não havendo, entretan 

to, relação entre a produção desta substância e reação serolÕ 

gica dos isolados. 

A sensibilidade a antibióticos dos isolados es 

timada pela máxima concentração não inibitória (MCNI) foi: 

4,0 - 8,0 µg/ml para Kasugamicina ; 0,16 - 0,32 µg/ml para Es­

treptomicina e Tetraciclina e, O ,02 - O ,04 µg/ml para Terr·ami 

c1.na. Mutantes resistentes a Estreptomicina (250 - 500 µg/ml 

MCNI) obtidos "irt vitr-o-u . foram afetados na pat-o-g-e-nici-d-ade ,mas 

não em sua capacidade bacteriocinogênica. 
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2 - INTRODUÇÃO 

O Crestamento Bacteriano, causado por Pseudo­

monas gZycinea Coerper, destaca-se entre as bacterioses da so 

Ja por ser a de ocorrência mais generalizada,estando presente 

em praticamente, todas as partes do mundo. O pat5geno ê mais 

comum em regiões com clima fresco e úmido (SINCLAIR, 1977) p� 

dendo haver limites na produção quando �s condições são favo­

ráveis ao seu desenvolvimento (SINCLAIR e SHURTLEFF, 1975). 

Na Coreia, esta doença ê responsãvel anualmente por cerca de 

10% de perdas nas lavouras de soja (CHOO e YOO, 1977), sendo 

também uma das doenças mais comuns e importantes no Zâmbia 

(JAVAID e ASHRAF, 1978), causando completa desfolhação. Nos 

Estados Unidos, este ê, provavelmente, o pat5geno mais larga­

mente distribuído na região centro-norte (LEBEN , DAFT e 

SCHMITTHENNER, 1968). 



4. 

No B r as i 1 , a t r a.v és d e 1 eva n t ame n tos d a o e o r rê n 

eia de doenças da soja nos Estados da região sul, realizados 

por FERREIRA (1971) e SC HUCK (1973), foi constatado que o Cres 

tamento Bacteriano era uma das doenças mais proeminentes. Pos 

teriormente, LEHMAN et aZii (1976) constataram-na em cerca 

de 73% das lavouras observadas. 

O p rim e ir o p as s o na d i a g no s e d a d o e n ç a é a o·b -

tençao do agente patogênico. Porém, através do método norma! 

mente preconizado, isolamento em nutriente-agar, dificuldades 

são encontradas pela presença constante de flora bacteriana 

não-patogênica (LEBEN et aZii, 1968). · Pseudomonas saprófitas 

que ocorrem conjuntamente nos Órgãos afetados, apresentam e� 

racterísticas morfológicas -e bioquímicas semelhantes àquelas 

do patÕgeno (KLEMENT, 1963). Na pritica, a aplicação dos po� 

tulados de Koch ê o �nico método digno de c6rtfiança que pode 

ser usado para esta finalidade, mas a obtenção das respostas 

demandam algum tempo alem de depender da disponibilidade do 

hospedeiro adequado. 

Entretanto, existem possibilidades que permitem 

uma ripida distinção entre bactérias patogênicas e aquelas ti 

das como sap�Õfitas, tais como: 

a - O mêtodo utilizado por KELMAN (1954) que se fundamenta na 

diferenç� de coloração exibida pelas col�nias de bacté -

rias patogências e, fracamente ou não-patogênicas-quando 

semeadas em meio de cultura contendo cloreto de trifenil 

tetrazolium. 
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b - A reação de hipersensibilidade em folhas de fumo (Niaotia 

na tabaaum L.), desenvolvida por KLEMENT (1963),dado 

capacidade das formas patogênicas de Pseudomonas induzirem 

nos tecidos inoculados,uma reação de hipersensibilidade. 

c - A serologia, empregada com sucesso para fins de identifi 

cação de microorganismos desde o começo deste século. 

Atualmente tal técnica permite a diferenciação entre is� 

lados do mesmo organismo agrupando-os em serotipos (YAK-

RUS e SHAAD, 1979). 

Além disso, quando se consideram estudos epid� 

miolÕgicos, é importante que se possa caracterizar o comport� 

mente de raças dentro da espécie do organismo em questão. Co 

mo uma colaboração neste sentido, além da serologia, vários 

pesquisadores têm utilizado tanto a produção de bact�riocinas 

inicialmente estudadas em E. aoZi por Gratia em 1925 (REEVES, 

1965) como também os diferentes ní�eis de resistência aos an-

tibiÕticos. Ao contrário da patologia médica, os estudos a

esse respeito em bactérias fitopatogênicas são menos numerosos. 

Embora os assuntos comentados anteriormente se 

jam do conhecimento dos pesquisadores� pouco tem sido estuda-

do em relação a Pseudomona s  gZyainea. Sendo assim, o presente 

trabalho teve por objetivo apurar métodos que determinassem 

com rapidez a bactéria responsável pelo Crestamento Bacteria 

n�, bem como verificar a possível produção de bacteriocinas p� 

lo patÕgeno e o comportamneto dos mutantes resistentes a anti 

biÕticos • 
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3 - REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 - Ü PATÓGENO 

No começo deste século, alguns pesquisadores, 

Heald , Clinton (COERPER, 1919 ) e JOHNSON e COERPER (1917),me� 

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 

ça,bem como os aspectos morfológicos e bioquímicos do patõge-

no, classificando-o como Baaterium gZyaineum. Um ano mais tar 

de, WOLF (1920) descreveria uma doença bastante similar tendo 

denominado o patogeno de Baaterium sojae. Comparações poste-

riores (SHUNK e WOLF, 1921) dos sintomas causados pelos dois 

organismos não permitiu distinguÍ-los, a não ser por escassas 

características bioquímicas. Outras tentativas de ·classifica 

çao do patogeno se seguiram antes que Stapp, em 1928 , o elas 
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sificasse definitivamente como Pseudomonàs glycinea (BERGEY 

et alii, 1939). 

Atualmente, hã um consenso por parte dos pesqui 

sadores no sentido de rever os vãrios gêneros de bactérias. 

Assim, devido à falta de características distintas 
- . 

e a varia-

bilidade dos resultados de testes bio químicos, muitas Pseudo­

monas fluorescentes, arginina dihidrolase negativa e com capa 

cidade de induzir reação de hipersensibilidade no fumo, entre 

as quais Pseudomonas glyainea, tim sido consideradas como p� 

totipos de Pseudomonas syringae (DOUDOROFF e PALLERONI, 1974; 

YOUNG et alii, 1978). Como esta proposição ainda não ê ampl� 

mente aceita, o patÕgeno utilizado neste estudo ê denominado 

Pseudomonas glyainea. 

No Braiil, a primeira citação da ocorrincia des 

te patÕgeno foi feita por BITTANCOURT (193 4) na relação de do 

enças observadas na seção de Fitopatologia do Instituto BiolÕ 

gico de são Paulo, durante os anos de 1931 e 1932. 

Levantamentos da ocorrência de bacterioses 

(FERREIRA, 1971 ; SCHUCK, 1973) , indicam que o crestamento 

bacteriano estã presente em todas as ãreas de cultivo da so­

ja, muitas vezes em Índices mais elevados do que a outras do-

enças. 
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3,2 - HIPERSENSIBILIDADE 

As alterações morfológicas e histológicas inci 

tadas por um agente infeccioso, levando os tecidos infectados 

ã necrose prematura, com consequente inativação e localização 

deste agente, é definida como reação de hipersensibilidade. 

Em plantas infectadas com organismos fitopato­

gênicos, este fenômeno tem sido mais estudado nas doenças cau 

sadas por fungos e vírus (MULLER, 1959). A possibilidade de 

que bactérias fitopatogências fossem também capazes de induzir 

-

a reaçao de hipersensibilidade foi posteriormente demonstrada 

(KLEMENT e LOVREKOVICH, 1962 ; KLEMENT, 1963), principalmente 

em relação ao gênero Pseudomonas.

Anteriormente, os métodos disponíveis para i­

dentificação de bactérias baseavam-se nas características mor 

folÓgicas, bioquímicas � sensibilidade aos fagos. Alem da mo 

rasidade dos testes, a confiabilidade ficava prejudicada, uma 

vez que os resultados, em alguns casos, eram idênticos para 

bactérias saprófitas e patogênicas. Tal condição, principal-

mente verdadeira para as Pseudomonas (STOLP, 1961), implicava 

na necessidade dos Postulados de Koch para a diferenciação en 

tre as bactérias. 
-

O uso da reaçao de hipersensibilidade em plan-

tas tornou possível eliminar algumas dificuldades facilitando 

a identificação do patógeno . .  Para tanto, no começo utilizava­

se feijão (Phaseolus vulgaris), com Ótimos resultados, merece!: 

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



9 • 

rial-teste o feijão poderia ter, por extensao, o memo papel 

na fitopatologia que os animais convencionais de laboratório 

na medicina". Na ocasião, estes autores haviam testado espé-

cies de Pseudomonas e Xanthomonas , incluindo saprófitas e p� 

togênicas; como resultado, todas as espécies fitopatogênicas 

(exceto aquelas ao feijão) induziram reação necrôtica. Espe-

cies saprÕfitas nao produziram qualquer sintoma. 

Posteriormente, KLEMENT (1963) transferiu esta 

metodologia para plantas de fumo (Nicotiana tabacum) com re 

soltados altamente satisfatórios, injetando suspensoes de vã-

rias Pseudomonas spp. Em combinações parassimbtióticas houve 

necrose dos tecidos ao terceiro dia ; combinações eussimbióti 

cas manifestaram sintomas típicos da doença apôs 72 horas;não 

houve alteração nos tecidos inoculados com Pseudomonas sapró-

fitas. 

Vãrios estudos, usando diferentes combinações 

de hospedeiro-patógeno, têm sido efetivados em relaçio ã hi­

persensibilidade (KLEMENT et alii, 1964 ; LELLIOT et alii, 

1966) demonstrando que a maioria das Pseudomonas fitopatogêni 

cas são aptas a induzir esta reação em combinações parassimbiÓ 

ticas. Pseudomonas saprÕfitas são inaptas, a nao ser em con-

diçÕes extremas, como citam LOVREKOVICH e LOVREKOVICH (1970), 

ao obterem reaçã6 necrôtica em plantas de fumo inoculadas com 

P. fluorescens , mantidas a 100% de umidade no escuro.

Exceção à regra e o trabalho de MISAGHI e GRO­

GAN (1969) que, embora tenham separado Pseudomonas saprófitas 
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das patogênicas com base no teste de hipersensibilidade, evide!: 

ciaram apenas dois isolados de Pseudomonas glycinea, de qua-

tro utilizados, induzindo reaçao necrÕtica em fumo. 

contrário destes resultados, SANDS et alii (1970),

Porém,ao 

propondo 

uma taxonomia para as Pseudomonas fitopato gênicas, incluíram 

todos os isolados testados de Pseudomonas glycinea como aptos 

a induzirem reação de hipersensibilidade. 

A indução da reação de hipersensibilidade em 

folhas de fumo é influenciada por vârios fatores tais como a 

concentração do inÕculo, temperatura, idade da cultura, umid� 

de relativa e luminosidade. Dentro deste contexto, desde os 

primeiros trabalhos jâ se sabia que suspensões contendo menos 

de 106 cel/ml não manifestavam reação visível (KLEMENT, 1963).

Contudo, estas reações ocorrem ao nível celular, tomando di­

mensoes microscópicas, no tecido inoculado (TURNER e NOVACKY, 

1974). 

A temperatura tem grande importância na manifes 

taçao da hipersensibilidade, conforme constataram KLEMENT e 

GOODMAN (1967) ao não obterem reação em plantas inoculadas man 

tidas ã temperatura de 37
°

c. Da mesma forma, exposição das 

~ • 
6º plantas inoculadas a temperaturas tao baixas quanto 1 C ou 

menos podem inibir completamente 'a resposta ã hipersensibili-

dade (COOK, 1971).

A idade da cultura bacteriana também influen -

eia o tempo de aparecimento da reação. KLEMENT (1971) ilus 

tra este fato ao observar que culturas com 1 , 10 e 20 dias de 
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cultivo induziram reaçao apos 8 - 9 h , 10 - 11 h e 12 - 13 h ,

respectivamente. Culturas jÕvens,que são metabolicamente mais 

ativas, induzem a reação mais cedo. 

Ao contrário dos demais fatores, a luz nao tem 

sido reconhecida como um fator ambiente crítico no desenvolvi 
~ 

mento da reaçao de hipersensibilidade (KLEMENT e GOODMAN, 1967). 

Entretanto, LOZANO e SEQUEIRA (1970) demonstraram que, a luz

é importante para o desenvol�imento da reação de hipersensibi 

lidade por causa da síntese de substincias, que induzem a rea 

ção, ser dependente da luz. 

3.3 - MEIO DE TETRAZOLIUM 

O uso biológico de sais de tetrazolium foi pro­

posto inicialmente para testar a viabilidade de sementes e de 

ve-se a transferincia desta técnica, para a microbiologia, a 

FULTS et alii (1948) ao investigarem a relação entre patogeni 

cidade de Actinomyaes saabies e reação em meio de tetrazolium. 

Os sais de tetrazolium sao substincias incolo-

res, solúveis na agua, que em contato com certas enzimas trans 

formam-se em substincias insolúveis vermelhas chamadas de for 

mazam (MATTSON et alii, 1947) . Assim, espécies de bactérias, 

e mesmo variantes dentro da espécie, exibem diferenças na c� 

loração (HUDDLESON e BALTZER, 1950·), indicando que o procedi. -

men�o pode ser usado como um meio para a -identificação destas 
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espécies e variantes. Isto também ê verdadeiro para levedu -

ras, como demonstraram PAGANO et alii (1958) diferenciandoCan 

dida albicans de outras leveduras. 

Um problema relativamente frequente ocorrendo 

com culturas bacterianas preservadas em estoque ê a alteração 

na patogenicidade, entre outros. Em vista disto, KELMAN (1954) 

propôs o uso do tetrazolium para a caracterização de eventuais 

mutantes apatogênicos. Usando suspensao bacteriana provenie� 

te de culturas em estoque, inoculadas em meio contendo tetra­

zolium, foi possível identificar dois tipos de colônias de 

Pseudomonas solanacearum uma delas, vermelha e outra branca 

com centro rosa, correspondendo ao tipo mutante pouco patogê-

nico e ao tipo selvagem ou normal altamente patogênico, 

pectivamente. 

Que esta nao e uma reaçao idêntica para 

res-

todas 

as bactérias ficou demonstrado por SMALE e WORLEY (1956) quan 

do esses autores testaram, por este método, a patogenicidade 

em culturas estoque de Pseudomonas phaseolicola e Xanthomo-

nas phaseoli. Colônias vermelhas foram relacionadas com alta 

patogenicidade enquanto colônias brancas foram fracamente pa­

togênicas quando se considerou Pseudomonas phaseolicola ; con 

siderando Xanthomonas phaseoli o grau de patogenicidade nao 

foi relacionado com o tipo de coloração exibida no meio de te 

trazolium. Não obstante, � método foi iitil na obtenção de co 

lÔnias altamente patogências de ambos os patÕgenos quando uti 

lizado isolados recentes. 
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FRIEDMAN (1964) obteve de culturas de Er�inia 

carotovora com reduzida virulência, apôs cinco anos em esto -

que, dois tipos de colônias: grandes vermelhas e pequenas ro 

sas. Subculturas das primeiras colônias produziram grandes le 

sões quando inoculadas no hospedeiro, enquanto subculturas da 

quelas rosas produziram pequenas lesões. 

Três tipos principais de colônias foram detec­

tadas por CARROL e LUKEZIC (1971) quando isolados de Coryneba� 

terium insidios�m , conservados por um ano sob três diferentes 

métodos, foram estriados sobre meio de tetrazolium. Testes 

conduzidos com inoculações no hospedeiro mostraram que os iso 

lados derivados de colônias rosas foram altamente patogênicos, 

enquanto aqueles derivados de colônias vermelhas e verdes fo-

ram fracamente patogênicos. Em contraste, Bordewick (CARROL 

e LUKEZIC, 1971), utilizando sete culturas altamente patogêni 

cas e quatro fracamente patogênicas desta bactéria, não encon 

trou diferença no tipo de colônia. 

Em relação a Pseudomonas gZy, cinea , sais de te 

trazolium têm sido adicionados em diferentes meios de cultura 

(LEBEN et aZii, 1968; LEBEN, 1972), principalmente como auxi 

liar na identificação da bactéria, sem contudo aludir à colo­

ração das colônias e à patogenicidade. 
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3,4 - BACTERIOCINAS 

O estudo das b ac te ri o ci nas i ni ciou-s e com a des 

coberta, em 1925, por Gratia (REEVES, 1965) de um antibiótico 

altamente específico produzido por uma linhagem de Esch erichia 

coli e ativa contra linhagens da mesma espécie. 

mento dos estudos com vârios membros da família 

O prossegui:_ 

Enterobacte-

riaceae determinou a denominação de colicinas (FREDERICQ, 

1948) para estes antibióticos. 

Com a descoberta de que tais substâncias nao 

eram limitadas aos organismos coliformes, mas também ocorria 

em grande número de bactérias gram-positivas e gram-negativas 

JACOB et alii (1953) propuseram o termo mais geral de 11bacte­

riocinas 11, adotado atê atualmente para designar antibióticos 

altamente específicos constituídos basicamente de proteínas e 

ativos principalmente contra isolados da mesma espécie produ­

tora. A partícula de bacteriocina, uma vez absorvida pela ba� 

teria causa a morte desta sem contudo haver propagação da ba� 

teriocina, ao contrário do que acontece com os fagos (OKABE e 

GOTO, 1963). 

Ã medida que tais substâncias foram sendo des­

cobertas, empregaram-se termos mais específicos como colicina 

carotovoricina, fluocina e megacina, entre outros, para desi� 

narem as bacteriocinas produzidas por Escherichia coli , Er­

winia carotovora , Pseudomonas fluorescens e Bacillus megate­

rium , respectivamente (REEVES, 1965). 



15. 

Estudos têm demonstrado que, embora a ativida­

de daquelas substâncias classificadas como bacteriocinas par� 

ça residir em moléculas protéicas, a complexidade da estrutu­

ra é muito maior, chegando a assemelhar-se a bacteriófagos in 

com�letos e mostrar uma organizaçio definida (BRADLEY, 1967).

De fato, bacteriocinas dos isolados Ech 25 e Ech 33 de Erwi-

nia carotovora parecem ser semelhantes à cauda de fagos, con­

sistindo de uma parte central circundada por uma bainha con-

trâtil (ECHANDI e MOYER, 1979).

Colicinas foram as primeiras bacteriocinas a 

serem estudadas em detalhes e sua class·ificaçio (FREDERI CQ, 

1957) foi feita considerando a especificidade de sua adsorçio, 

em receptores específicos. Esta classificaçio foi complicada 

pela ocorrência frequente de isolados produzindo mais de uma 

bacteriocina e de mutantes resistentes a mais de um tipo de 

bacteriocina (REEVES, 1965). Outro critério taxonômico, basea · 

do no seu peso molecular, foi utilizado por BRADLEY (1967).

Esse autor dividiu a bacteriocina em dois grupos: 

incluindo as que apresentavam bai�o peso molecular, 

o primeiro 

... . sens1ve1s 

a tripsina e termoestâveis e o segundo grupo incluindo aque -

las de alto peso molecular, resistentes à .tripsina e termolâ-

heis. A maioria das bacteriocinas de bactérias fitopatogêni-

cas sao sensíveis ao calor ou resistentes à tripsina ou ambos; 

_sugerindo serem de alto peso molecular. N io obstante, agrobac 

teriocina 1 produzida por Agrobacterium tumefaciens (STONIER, 

1960) e bacteriocina 84 de Agrobacterium radiobacte-ri. · (VIDAVER, 
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1976) são ambos de baixo peso molecular. A classificação de 

bacteriocinas em grupo, com base no espectro de atividade con 

tra linhagens de uma mesma espécie, de espécies relacionadas e 

não-relacionadas e entre gêneros, foi usada por VIDAVER et

alii (197 2). 

Linhagens bacteriocinogênicas, embora possuin­

do habilidade genética estável para produzir a bacteriocina , 

não o fazem todo o tempo ou sob todas as condições (REEVES , 

1965). Alguns fatores que podem induzir ou interferir na sín-

tese destas substâncias foram observadas por diversos pesqui-

sadores. Assim, muitas das iinhagens bacteriocinogênic� que 

produzem boas zonas de inibição em meio sólido, nao produzem 

(REEVES, 1965) ou produzem menos quando em meio líquido (LIT­

KENHOUS e LIU, 1967). 

Foi demonstrado que a produção de colicina K é 

marcadamente afetada pela natureza do ânion do sal de amonia, 

usado como fonte de carbono�e que a glucose inativa· ou ini-

be a síntese desta bacteriocina (MAYR-HARTING et alii, 1972). 

- .

Neste sentido, YULE e BARRIDGE (1976) testaram varios meios

para determinar o mais adequado observando que, na ausência de 

extrato de levedura, ocorriam títulos mais altos de termocina 

10. A adição de peptona ao meio de cultura paralisou a ativi

dade �e bacteriocinas de Pseudomonas syringae como pôde oh-

servar DE VAY et alii (1968). 

Em relação .i idade da cultura, níveis miximos 

de termocina 10 ocorrem nos Últimos estidios da fase estacio-
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nãria (YULE e BARRIDGE, 1976). Entretanto, para bacteriocinas 

produzidas por Pseudomonas so.Zanacearum , CUPPELS et alii 

(1978) observaram que o título mais alto de bacteriocinas o­

corria durante o final da fase exponencial de crescimento. 

A produção de bacteriocina pode frequentemente 

ser incrementada pela indução com ultra-violeta ou certos pr� 

dutos químicos. O tempo necessãrio para se obter a máxima pr� 

dução ê geralmente reduzido nestas condições. JACOB et alii 

(1952) foram os primeiros a constatar a utilidade da indução, 

com luz ultra-violeta, em Escherichia colina produção de co-

licinas. Posteriormente, seguiram-se vários trabalhos como o 

de IVANOVICS (1962) que obteve um aumento em colicina E 2 a­

p5s o tratamento com ultra-violeta, em relação i quantidade 

produzida em condições normais. 

Mais recentemente, CUPPELS et alii (1978). adi 

cionando mitomicina C ou cloranfenicol i culturas de Pse�domo 

nas solanacearum, não lograram incremento no título da bacte­

riocina, a nao ser pelo uso da luz ultra-violeta (o título foi 

elevado de 100 para 1.000 UA ml
-1). Jã em Erwinia chrysan-

themi, submetendo as linhagens Ech 25 e Ech 33 i luz ultra-vio 

leta e mitomicina C , ECHANDI e MOYER (1979) obtiveram incre-

mento na produção de bacteriocina para ambos os 'tratamentos,

mas com melhores resultados através da irradiação. Em contra

posiçao, tratamentos com irradiação de ultra-violeta ou mito­

micina C foram ineficazes para incrementar o espectro das cu!

turas bacteriocinogências de Bordetella pertussis (LITKENHOUS
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e LIU, 1967) ; BaciZZus stearothermophiZus 1 i nhagem NU - 10 

(YULE e BARRIDGE, 1976) e de Corynebacterium michiganense 

(ECHANDI, 1976). 

Condições de temperatura também afetam a prod� 

-

çao de bacteriocina. GILLES e GOVAN (1966) e GOVAN e GILLES 

(1969) observaram uma maior produção desta substância em Pseu 

domonas aeruginosa a temperaturas abaixo do Õtimo para o cres 

cimento. Esta exigência de temperatura um pouco inferior ao 

Õtimo para o desenvolvimento da col;nia bacteriana foi também 

constatada para Pseudomonas gZycinea , Pseudomonas phaseoZic� 

Za . e Pseudomonas syringae em que a produção de bacteriocina 

foi melhor a 20 ° - 24° c do que a 28° - 32° c (VIDAVER et aZii ., 

1972) e a 30 ° C para Pseudomonas soZanacearum cujo Õtimo para 

a bactéria é 32° c , conforme CUPPELS et aZii (1978). Para es

pécies de Corynebacterium GROSS e VIDAVER (1979) demonstra -

ram que, embora a média ótima para o crescimento seja 25 ° c 

houve aumento na produção a 20 ° c para a maioria das bacterio-

c1nas. 

D e um mo d o g e r a 1 , b a c t e ri o c i nas d e b a c t é rias f i:_ 

topatogênicas têm sido pouco estudadas (OKABE e GOTO, 1963) , 

sendo inicialmente demonstradas em um estudo de 14 Pseudomo­

nas fitopatogênicas abrangendo 12 espécies (RAMON et aZii ., 

1961). 

GARRETT et_aZii (1966) observaram o comporta -

mento de 45 isolados de Pseudomonas syringae frente a oito 

isolados indicadores e estabeleceram as diferença existentes 
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na produção de bacteriocinas por isolados de diferentes hospe-

deiros. Isolados de P. syringae de pereira mostraram ativida 

de contra isolados de citrus e vice -versa. Em contraposição, 

VIDAVER et alii (1972) observaram que diferentes isolados de 

P. syringae foram tão heterogêneos com respeito a grupos de 

bacteriocinas e origem da planta hospedeira que a tipificação 

de isolados desconhecidos seria de limitado valor na determi-

nação do hospedeiro de origem. Também observaram que 

dos isolados de P. syringae produziram bacteriocinas, 

P. phaseolicola e 55% de P. glycinea.

100% 

8% de 

Estes Últimos dados contrastam com os resulta-

dos de RAMON et alii (1961) jâ que estes autores nao encontra 

ram produção de bacteriocina em Pseudomonas syringae e Pseudo 

monas glycinea. 

ECHANDI (1976) clas�ificou 55 linhagens bacte-

riocinogêni�as, dentre 96 isolados de ·Corynebacterium michiga 

nense , em quatro grupos, permitindo a diferenciação de dez ti 

pos de bacteriocinas, os quais incluíam 96% dos isolados; não 

houve correlação entre o tipo de bacteriocina e virulência em 

plantas. 

vãrias espécies fitopatogências de Corynebact� 

rium foram estudadas, mais recentemente, por GROSS e VIDAVER 

(1979) tendo a maioria, 85% dos isolados, produzido bacterio 

cinas. Algumas linhagens de Corynebacterium nebraskense , Co 

rynebacterium michiganense , Corynebacterium insidiosum e Co­

rynebacterium flaccunfaciens produziram duas bacteriocinas. 
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Muitas das bacteriocinas inibiram linhagens de outras espécies 

confirmando observações de sensibilidade ã bacteriocina de Co 

rynebacterium michiganense por Corynebacterium insidi osum e 

vice-versa, feitas por NELSON e SEMENIUK (1964). Tal antago-

nismo ê comum para bacteriocinas produzidas por bactérias 

gram-positivas (TAGG et alii, 1976). 

D e z e s s e i s d o s d e z o i t o s i s o 1 a d o s d e Erwinia chry­

s a n t hem i produziram bacteriocinas, sendo possível agrupá-los 

em cinco tipos de acordo com a reação frente ã tris linhagens 

bactetiocinoginicas, com o que ECHANDI e MOYER (1979) ilustra 

ram o possível uso de bacteriocinas na tipificação e classifi 

caçao infra-subespecífica desta bactéria. 

Os resultados obtidos com 17 isolados de Xan-

t h omonas campestris de diferentes locais e diferentes varieda 

des de Brassica oleracea indicaram que 47% dos isolados eram 

linhagens bacteriocinoginicas, não havendo porém relação entre 

a produção destas substâncias e o local ou variedade de onde 

a bactéria foi isolada (SANTOS� 1979). 

Na utilização de bacteriocina como agente de 

controle, tem-se verificado dramático decréscimo na doença cau 

sada por Agrobacterium tumefaciens (cerca de 99% de controle) 

(KERR, 1972 e HTAY e KERR, 1974) quando Agrobacterium radi o � 

bacter produtora da bacteriocina 84 , e inoculada em sementes 

ou raíze� dos hospedeiros. A ação d e s t a b a c t e ri o c i na e preve� 

tiva e nao curativa (MOORE, 1979). 
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Estudos preliminares indicaram que a produção 

de bacteriocina por um mutante não-patogênico de Corynebaate-

rium miahiganense pode controlar o cancro bacteriano do tom� 

teiro quando as linhagens bacteriocinogênicas e patogênicas 

são misturadas no inõculo ou quando pulverizações com a linha 

gem bacteriocinogênica precede àquela com o patõgeno, confor­

me os resultados de ECHANDI (1975). 

VIDAVER (1976), em sua revisão sobre o contro­

le de bactérias fitopatogênicas através de bacteriocinas, co­

menta que as pesquisas neste campo deverão ser expandidas uma 

vez que estas substâncias possuem o mais desejâvel dos atrib� 

tos necessários aos agentes de controle, ou seja, a especifi­

cidade de açao contra o organismo em questao. 

3,5 - SEROLOGIA 

A partir do início deste século, a serologia c� 

meçou a ser utilizada na microbiologia, tendo um papel impor­

tante na identificação e classificação de microorganismos,uma 

vez que sua sensibilidade é superior à de, praticamente, todos 

os métodos químicos e bioquímicos utilizados com esta finali-

dade (SEELIGER, 1968). 

Apôs vários estudos sobre serologia de bacté -

rias, SHATTOCK (1955) afirmou estar convencido de que estas 

técnicas poderiam,com vantagem, ser mais genericamente usadas 
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no estudo sistemático de todos os grupos de microorganismos , 

dada ã alta especificidade das reações serolÕgicas. Atualmen 

te as técnicas serolôgicas sao usadas para purificação, dete� 

minação da estrutura, função e identificação de compostos es-

pecíficos (SHAAD, 1979). 

O uso dos métodos serolÕgicos em relação as do 

enças 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,d� 

ve-se às falhas do passado, com o emprego dos testes de aglu­

tinação e precipitação na diferenciação entre espécies, devi­

do â ocorrência de reações não-específicas. 

A primeira publicação a respeito do uso de se­

rologia para identificar uma bactéria fitopatogênica 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

glutinação (SHADD, 1979). 

GOLDSWORTHT (1928) ao testar a produção de an­

tissoro contra duas espécies fitopatogênicas, Pseudomonas ce-

rasus e Bacterium maculicoZum , 

-

concluiu que as reaçoes ocor 

riam tão satis�atoriamente quanto entre as bactérias patogê­

nicas a animais, tendo as espécies diferido grandemente na 

intensidade de indução de anticorpos, possivelmente devido 

aos produtos tóxicos que elas elaboram. 



23. 

Em 1948, Berquist e Elrod obtiveram antissoro 

para suspensão de células fervidas a 100° c ou tratadas com e-

-

tanol absoluto conseguindo assim diferenciar facilmente espe-

cies de Agrobacterium tumefaciens , Agrobacterium radiobacter, 

Agrobacterium rubi e Agrobaeterium rhizogenes (SHAAD, 1979). 

A falha em diferenciar isolados de Erwinia ca­

rotovora , Erwinia atrosséptica e Erwinia aroidea pelo meto-

do de agiutinação levou ELROD (1941) a sugerir que a 

cruzada poderia ser resultado de antígenos flagelares 

reaçao 

comuns 

presentes na célula intacta usada na imunização. Evidências 

da interferência de componentes comuns foram constatadas nos 

estudos seguintes de ELROD e BRAUN (1947) com vários isolados 

de Xanthomonas spp. Quando células vivas foram usadas para 

imunização resultava em aglutinação cruzada entre os isolados 

de diferentes espécies ; �ntretanto, com a remoçao do mate-

rial mucÕide das células usadas para a obtenção do antissoro, 

-

a reaçao cruzada foi eliminada. 

MUNOZ et aZii (1949), usando um grupo represen 

tativo de espécies de Pseudomonas para determinar a relação se 

rolÕgica entre elas , pôde separar tanto Pseudomonas cavie , 

Pseudomonas fragi , Pseudomonas graveoZens , Pseudomonas muci 

doZens e Pseudomonas pavonaeea que são facilmente diferenciá 

veis por métodos bioquímicos, como também Pseudomonas ovaZis, 

Pseudomonas f!uorescens , Pseudomonas miZdenbergii Pseudomo 

nas putida que não são facilmente diferenciáveis por metodos 

de rotina de laboratório. Apesar disto, FRIEDMAN (1953) tes-
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tando 14 espécies de Pseudomonas , entre as quais Pseudomonas 

fZuorescens , colocou limitações no uso da diagnose sero-

lógica por haver reação cruzada entre sete espécies. 

Foi com a introdução do teste de dupla difusão 

em agar de Ouchterlony, em 1948 (SHAAD, 1979),que os resulta 

dos serolÕgicos puderam ser melhor interpretados, com possibi 

lidades de se separar isolados da mesma espécie em serotipos 

(LUCAS e GROGAN, 1969). Ao nível de raças, MORTON et aZii 

(1966) conseguiram obter antissoro específico que tornou pos­

sível a identificação serolÕgica das raças 1 , 2 e 3 de Pseu 

domonas soZanacearum ; as três raças mostraram relação serolÕ 

gica complexa, porém as raças 2 e 3 parecem ser mais relacio­

nada entre si do que com a raça 1. Entretanto, com as raças 

1 e 2 de Pseudomonas phaseoZicoZa GUTHRIE (1968) não encon -

trou diferenças serolÕgicas que as pudessem diferenciar. 

Espécies fitopatogênicas de Pseudomonas phase� 

ZicoZa , Pseudomonas mori , Pseudomonas tomato e Pseudomonas 

Zachrymans mostraram vârios antígenos em comum, mas cada qual 

tinha pelo menos um antígeno específico ; a eliminação das li 

nhas de precipitação devido aos antígenos comuns foi consegui 

da pelo aquecimento das células por uma hora a 100° c (LUCAS e 

GROGAN, 1969). A ocorrência de antígenos comuns e a elimina-

ção destes pelo aquecimento foram também observados por OTTA 

e ENGLISH (1971) em serotipos de Pseudo�onas syringae que a­

presentou antígenos relacionados ou idênticos a Pseudomonas 

antirrini, Pseudomonas macuZicoZa , Pseudomonas mori , Pseudo 
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monas pisi , Pseudomonas savastanoi , Pseudomonas tomato e

Pseudomonas viridiflava. Outros autores, como TAYLOR (1972) 

e MAZZUCHI (1975), constataram a ocorrência de antígenos co­

muns entre espécies de Pseudomonas fitopatogênicas, principal 

mente envolvendo Pseudomonas syringae. 

Antissoro produzido contra 6 isolados de Erwi-

nia carotovora var. atroseptica , oriundos de batata, foram 

serologicamente idênticos entre si e diferenciáveis de E. ca 

rotovora var. atroseptica e E. carotovora var. carotovora, o­

riundas da beterraba e batata, respectivamente, segundo as oh 

servaçÕes de STANGHELLINI et alii (1977). 

SHEKHATAWAT e CHAKRAVARTI (1977), 

com t e s t e s s e r 0-l Õ g i c o s p ar a e n c o n t--r--a r d i f e r e n ç as 

trabalhando 

antigênicas 

entre isolados de Xanthomonas spp. , Pseudomonas spp. , Erwi 

nia sp. , Corynebacterium sp. e Agrobacterium sp observaram 

não haver relação serolÕgica destas com Xanthomonas·vesicató­

ria , estando a especificidade confinada ao nível genérico e 

em alguns casos ao nível de espécie da bactéria estudada. 

YAKRUS e SHAAD (1979) determinaram a relação se 

rolÕgica entre 27 isolados de Erwinia chrysanthemi de 18 hos 

pedeiros diferentes, agrupando-os em quatro serotipos, 

vendo relação entre estes e o hospedeiro d� origem. 

nao ha 

As linhagens de Erwinia carotovora ,· dos sero-

grupos I , III , V e XVIII foram também investigadas quanto 

ã sensibilidad� 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 

síveis a uma bacteriocina ; as linhagens do serogrupo I e III, 

mas não do serogrupo XVIII foram sensíveis a uma segunda bac­

teriocina e as linhagens do serogrupo V foram sensíveis a uma 

bacteriocina diferente daquelas para os demais serogrupos (DE 

BOER et aZii , 1979). 

No que concerne ã serologia com Pseudomonas 

gZycinea , foram encontradas referências apenas indiretas, e� 

mo no trabalho de TAYLOR (1972), que testando a especificida­

de do antissoro de Pseudomonas pisi obteve reações cruzadas 

com Pseudomongas gZycinea. Posteriormente, SHAAD (1979) rel� 

tou a ocorrência de reação cruzada de Pseudomonas Zachrymans 

com Pseudomonas gZycinea. 

3,6 - RESISTÊNCIA A DROGAS 

O desenvolvimento de resistência a antibióticos 

foi primeiramente estudado em bactérias de interesse médico 

e as revisões de BRYSON e SZYBALSKI (1957) , SCHNITZER e GRUN 

BERG (1957) , WATANABE (1972) , HELINSKI (1973) e TRABULSI 

(1973) mostram a complexidade do assunto. 

Com relação a bactérias fitopatogências, tanto 

� a�ividade dos antibióticos como o desenvolvimento e o meca­

nismo da resistência têm sido pesquisados com menor, frequência. 



2 7 • 

O primeiro relato do uso de antibióticos contra uma bactéria 

fitopatogênica foi feito por BROWN e BOYLE (1944) no controle 

bem sucedido de AgPobactePium tumefaciens , com penicilina , 

abrindo o campo da terapia com drogas deste tipo. A eficácia 

dos antibióticos foi suportada, posteriormente, pelos testes 

de GILLIVER (1946) com a ação de 13 drogas contra bactérias e 

fungos. 

Teste "in vitro" contra bactérias fitopatogên!_ 

-cas e o primeiro passo em programas de controle de fitobacte-

riases com antibióticos. Neste sentido, as pesquisas têm-se 

dirigido principalmente ao genero Xanthomonas. THIRUMALACHAR 

et alii (1956) testaram, por difusão em meio sólido, as conce.n 

traçoes de 20 µg/ml de estreptomicina , 50 µg/ml de penicili­

na e 60 µg/ml de aureomicina, terramicina e cloranf�nicol co� 

tra 32 espécies de Xanthomonas havendo com exceção da penici­

lina, inibição de todas as espécies pelos antibióticos. Em 

testes de laboratório com vários antibióticos ECHEGARAY (1958) 

mostrou que a estreptomicina sozinha, ou combinada com outra 

substância foi a droga mais eficiente para o controle de bac­

térias fitopatogênicas. 

MEHTA et alii 
-

(1959), observando a açao de van 

comicina sobre 30 espécies de bactérias, verificaram que o e� 

pectro antibacteriano desta substância envolvia tanto bactéria 

as gram-positivas como gram-nega�ivas, � . . - . em niveis variaveis en 

tre gêneros e espécies, sendo o gênero Pseudomonas 

mente resistente. 

relativa-



Recentemente tem sido registrado que 

bactérias resistentes a antibióticos foram isolados de 
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algumas 

plan-

tas doentes no campo (IIDA, 1975). Testes desenvolvidos "in 

vitro" jâ haviam demonstrado esta probabilidade. Ao estudar o 

comportamento de Xanthomonas campestris com respeito a três 

antibióticos diferentes AZEVEDO ( 1961) observou que, para a 

estreptomicina, colônias resistentes apareceram a 40 µg/ml;d� 

se mais alta empregada, comportando-se conforme o modelo clãs 

sico de "um passo". O incremento da resistência em relação 

à linhagem original foi de 128 vezes para este antibiótico , 

não se verificando resistência cruzada. 

Algumas observações quanto a capacidade patogê 

nica das bactérias ser alterada ao 

antibióticos parecem contraditórias. 

adquirirem resistência a

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, 196 2), linhagens resistentes tornaram-se apatogênicas,e� 

quanto que as patogênicas permaneceram sensíveis. LEMOS (1969) 

obteve mutantes resistentes a 64 µg/ml de estreptomicina em 

Xanthomonas campestris , observando que esses mutantes 

mais patogênicos que a linhagem sensível. 

foram 

Na prâtica, o controle eficiente importa no co 

nhecimento do mecanismo genético da droga (AZEVEDO, 1973) e 

seu tempo de eficâcia deve ser identificado antes de sua co-
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mercialização. Neste sentido, BERGAMIN FILHO et alii (1975) 

definiram três grupos de drogas de acordo com a modificação na 

taxa de crescimento do mutante resistente em relação ã linha 

gem original na ausência da droga: forte, fraca e neutra. 

Hã 
- . 

varias revisões publicadas mais recentemen-

te sobre o uso de antibióticos em doenças de plantas como a de 

DEKKER (1963) e PRADO FILHO (1975). 

A literatura a respeito de resistência a anti-

biÕticos em Pseudomonas glycinea 
-

e escassa. LACY e LEARY 

(1975) e PANOPOULOS et alii (1975) conseguiram transferir o 

plasmÍdeo RP 1 de Pseudomonas aeruginosa para Pseudomonas 

glyainea. Este plasmÍdeo confere uma resistência aos antibiÕ 

ticos carbenicilina , tetraciclina , canamicina e neomicina. 

Esses Últimos autores constataram que nem a hipersensibilida-

de em fumo e nem a patogenicidade haviam sido afetadas 

herança .do plasmÍdeo. 

pela 



30. 

4 - MATERIAIS E METODOS 

4,1 - LOCAL DA PESQUISA 

A pesquisa foi realizada nos laboratórios e ca 

sa de veg�tação do Departamento de Fitopatologia da Escola Su 

perior de Agricultura "Luiz de Queiroz", da Universidade de 

são Paulo, em Piracicaba, SP. 

4.2 - ÜRIGEM E COLETA DOS ISOLADOS 

na Tabela 1 

calidades. 

Os isolados de Pseudomonas gZycinea , alistados 

são provenientes de três estados e diversas lo-
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TABELA 1 - Relação dos isolados de P. glycinea e suas res­

pectivas procedências 

Isolados Localidade/ Estado 

s Londrina, PR 

B01 Campo Mourão, PR 

B04 Osório, RS 

B07 Passo Fundo, RS 

Bl3
Campinas, SP 

B6
9

Cambê, PR 

B71 Marechal Cândido Rondon, PR 

Pgl Campinas, SP 

Pg2 Candelária, RS 

Pg
3

Cambarã, PR 

Pg4 Londrina, PR 

Pg5 Passo Fundo, RS 

Pg6 Londrina, PR 

Fol h as e folíolos que apresentavam lesões ca­

racterísticas do Crestamento Bacteriano foram coletados e gua� 

dados em saco plástico com algodão umedecido, quando o isola­

mento era procedido dentro de poucos dias apÕs a coleta. Pa-
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ra intervalos entre coleta e isolamento mais longos folhas e 

folíolos afetados foram colocados entre folhas de papel jo� 

nal e ligeiramente prensados. 

4o3 = MEIOS DE CULTURA E ANTIBIÓTICOS 

dos: 

4,3,1 = MEIOS DE CULTURA 

Os seguintes meios de culturas foram utiliza -

Meio de cultura para isolamento e repicagem: 

Meio de King B (KING et aiii, 1954) 

Proteose peptona n<:? 3 •••••• , • , •• 

Glicerol 

K2HP04 (anidro) ................ .

MgS0
4 

º 7 H
2

0 ºººººººººººººººººººº 

Agar 

Água destilada º º º º º º º º º º º º º º º º º º 

20,0 g

12,0 ml 

1, 5 g

1,5 g

15,0 g 

1000,0 ml 

Meio de cultura para observar presença de arginina 

dihidrolase (THORNLEY, 1960) 

Peptona 

Cloreto de s 5dio º º º º º º º º º º º º º º º º 

K 
2 

HP O 
4 

º º º º º º º º º • º º º º º º º º º li º º Q º º • 

1,0 g 

5,0 g 

0,3 g 



Vermelho de fenol •••••••••••••.• 

L (+) - Arginina HCl 

Agar 

Água destilada ...•. 

0,01 g 

10,0 g 

3,0 g 

1000,0 rol 

pH ...•.....•..•...••.•..••.•.••. 7,2 

Meio de cultura para a produção de bacteriocina: 

Meio PCG (CUPPELS et alii, 1978) 

Meio sÕlido: 

Peptona 

Glucose 

Caseína ácida ... ............ ª 

Agar (Difco) 

Água destilada 

Meio líquido: 

10,0 g 

10,0 g 

1,0 g 

15,0 g 

1000,0 rol 

A mesma composição do meio sÕlido, exceto agar 

Meio semi-sÕlido: 

A mesma composição do meio sÕlido, usando so­

mente 0,7% de agar 

3 3. 

Meio de tetrazolium para diferenciação de colônias p� 

togênicas e apatogênicas (KELMAN, 1954)' 

Peptona ........................ . 

Caseína hidrolisada (Difco) .•.•• 

Glucose 

10,0 g 

1,0 g 

5,0 g 
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Agar ........................... . 

Tetrazolium .................... . 

Água destilada •••••.•..•..••••.• 

4,3,2 - ANTIBIÓTICOS 

17,0 g 

0,05 g 

1000,0 ml 

Foram utilizados quatro antibióticos, prefere� 

cialmente aqueles usados em formulações empregadas na agricul 

tura. Os antibiÕticos e os respectivos laboratórios que os

produzem são: 

Kasugamicina 2% (kg) - Hokko C hemical Industry Co. Ltda. 

Sulfato de Estreptomicia (Str) - Lafergs 

Terramicina (Tm) - Pfyzer 

Tetraciclina (Te) - Laborterâpica Bristol S/A 

4,4 - ISOLAMENTOJ IDENTIFICAÇAO E CONSERVAÇAO DO PATÓGENO 

4,4,1 - ISOLAMENTO 

O isolamento foi feito com base na metodologia 

descrita por FERREIRA (1978). O processo direto foi emprega­

do quando o material coletado, folhas ou folíolos, apresenta-

vam lesões novas. Pequenos fragmentos do tecido apresentando 

anasarca são cortados e desinfectados em álcool e sublimado 

corrosivo (1 : 1000) por um minuto e lavados em seguida em âgua 
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estéril. Sobre uma lâmina escavada e flambada é colocada u-

ma gota de água esterilizada, juntamente com fragmentos do te 

cido infectado. Estes fragmentos são finamente cortados de 

modo a proporcionar intenso fluxo de bactérias para a gota de 

agua. Cerca de dois minutos apôs esta gota é transferida,com 

auxílio de alça de platina flambada, para placas de Petri 

(100 mm x 20 mm) contendo 20 ml de meio de King. Procede-se, 

então, i diluição da suspensão ·pelo método de estrias. As 

. - o 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 apôs. 

O meio de cultura é preparado no mesmo dia, ve.E_ 

tendo-o a 45
°

c em placas de Petri. Depois de solidificado o 

meio, o excesso da umidade ê eliminado entreabrindo-se as pla­

cas em camara asséptica de ar contínuo, por 45 minutos. 

Em outro processo de isolamento direto utiliza 

do, as folhas com sintomas f oram colocadas, com a superfície 

abaxial voltada para cima, em placas de Petri, com algodão u 

medecido, por uma noite a 26
°

c. Intensa exudação bacteriana, 

é constatada no dia seguinte com auxílio de pipeta de Pas­

teur, coleta-se este exudado transferindo-o para uma gota de 

agua estéril e diluindo-a sobre a superfície do meio de cultu 

ra. 

Quando o material coletado apresentava lesões 

necrôticas mais velhas empregou-se o método indireto para iso 

lamentos. Pedaços do tecido foliar contendo lesões foram ma-
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cerados e� almofariz com 5 ml de agua. Cerca de 20 minutos a 

pós, o sobrenadante foi coletado e mantido em tubo de ensaio 

para posterior uso. Plan t as do cultivar Santana suscetível ao 

patÕgeno foram mantidas previamente em câmara Úmida, utiliza� 

do-se para tal sacos plásticos (340 mm x 230 mm) ; as folhas 

primárias ou folíolos recentemente abertos foram encharcados 

com agua em uma área circular de 6,0 mm de diâmetro. O sobre 

nadante foi transferida para esta área encharcada, com auxi-

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

perfície da folha. Apôs inoculadas, manteve a câmara Úmida 

por mais 48 horas em casa de vegetação. Ap Õ s 6 - 7 dias , os 

sintomas já estao visíveis procedendo-se ao isolamento 

metada direto anteriormente descrito. 

pelo 

O encharcamento do tecido foliar ê obtido com 

auxílio de um atomizador De Villbis n9 114 �copiado a um com-

pressor marca Primar. A p r e s s ão u t i 1 i z a d a . ê d e· 1 O - 1 5 P S I • 

4.4.2 - IDENTIFICAG:ÃO 

Para identificação da bactéria foram feitos os 

testes morfológicos e bioquímicos segundo a chave descritas por 

BRADBURY (1970): coloração de gram, morfologia �elular, tes-

te para esporos, produção de fluorescência em meio de King e 

teste de oxidase. Para reforço destas provas, fez-se o teste 

para presença de arginina dihidrolase � patogenicidade. 
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O teste de oxidase foi executado da seguinte 

maneira: discos de papel filtro com 13 mm de diâmetro foram 

embebidos em solução de 1% de tetrametil-p-fenilene diamina di 

hidroclorido e secados ao ar. No momento do uso, colocou - se 

uma gota de ãgua estéril sobre o papel de filtro de modo a ume 

decê-lo ; uma pequena quantidade da cultura de bactérias com 

48 horas foi estriada sobre o disco, obtendo-se a resposta pe­

la coloração apresentada. 

O teste de patogenicidade foi feito em plantas 

de soja do cultivar Santana, preparadas como descrito no item 

4.4.1. Uma suspensão de bactérias na concentração de aproxi-

madamente 3 ,5 • 10 6 cel/ml foi transportada para a ãrea encha.E_ 

cada com auxilio de um co�onete. Esta concentração foi obti-

da, baseada em testes de diluição em placa, auxiliado pelo co 

lorimetro. 

O inõculo utilizado para os testes de identifi 

cação foram sempre provenientes de subculturas das bactérias 

repicadas para tubos com meio de �ultura inclinado e incuba -

o dos a 26 C por 48 horas.

4,4,3 - 'CoNSERVA�ÃO DO PATOGENO 

No tecido foliar: 

Os isolados foram conservados em folhas primã-

rias ou folíolos de folhas 
~ 

trifolioladas apos comprovaçao da 
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patogenicidade. Estas folhas foram colhidas cinco a sete dias 

apôs a inoculação, quando o tecido infectado apresentava - se 

translúcido. As folhas, uma vez desidratadas, eram conserva-

� o das a temperatura de 4 - 5 C , conforme FERREIRA -(1978).

Em Ôleo mineral: 

Tubos contendo 4 ml de meio de King, previame� 

te seco, foram inoculados com os isolados e apôs crescimento 
1 

a 26
°

c por 48 horas, adicionou-se 1 ml de Ôleo mineral esteri 

lizado. Os tubos assim preparados foram mantidos em geladei-

o ra a 4 - 5 e.

4,5 - DETEC�ÃO DA PATOGENICIDADE ATRAVÉS DA HIPERSENSIBI­

LIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

Para a detecção das col;nias patogênicas�dese� 

volvidas em meio de cultura, procedeu-se de acordo com a téc­

nica descrita por KLEMENT (1963) com respeito i infiltra�o da 

suspensão bacteriana nas folhas de fumo. Plântulas de soja 

artificialmente inoculadas com 13 isolados de P. gZy cinea,ma� 

tidas em casa de vegetação e apresentando lesões necrõticas , 

foram as escolhidas. Procedeu-se ao isolamento pelo método di 

reto, descrito no item 4.4.1. Apôs 48 horas de crescimento 

das col;nias, uma placa de cada isolado foi observada sob luz 

ultra-violeta para a produção de fluore�cência. Cinco colô-

nias de cada placa que apresentavam fluorescência foram trans 



feridas para tubo com meio de King inclinado e usadas, 

crescimento, como inõculo para o prosseguimento do teste. 

39 

apos 

Plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) do cul­

tivar Virgínia Coker 254, crescidas sob condições de casa de 

vegetaçao, foram utilizadas no experimento. 

Cada uma das culturas com 48 horas foram suspe� 

sas em 10 ml de água estéril, com aproximadamente 10 cel/ml, 

ajustadas para esta concentraçao através do colorímetro. A 

~ 

suspensao foi injetada no espaço intercelular da folha de fu-

mo, com auxílio de uma seringa estéril.provida de agulha n9 

30 - 8 através das nervuras literais das folhas mais velhas. 
' 

Cerca de 12 - 24 horas apôs, sob condições de casa, de vegeta -

ção, foi observada a reação da planta. Teste de patogenicid� 

de foram realizados com os isolados ensaiados, para confirmar 

~ 

as reaçoes obtidas em folha de fumo. 

4,6 - RELA�ÃO ENTRE PATOGENICIDADE E MORFOLOGIA DE COLÔNIAS 

DE Pseudomonas glycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM 

Dois isolados de Pseudomonas glycinea 

B69) foram usados no presente estudo, provenientes de cultu -

ra-estoque em Óleo, conforme o item 4.4.3. Ambas as culturas 

possuiam cinco meses de idade. O método empregado foi o pre-

conizado por KELMAN (1954). 
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P�ra o preparo do meio (Ítem 4.3.1) convenien­

tes alíquotas de uma solução a 1% de tetrazolium foram adicio 

nadas assepticamente ao meio o fundido a 45 C para obter a con-

centraçao desejada do sal, antes de vertê-lo em placas. Sub-

culturas das bactérias em estoque, desenvolvidas em meio de 

King por 48 horas, foram suspensas em âgua estéril de tal mo­

do que, quando 0,1 ml da suspensão era colocada sobre o meio 

de tetrazolium, eram obtidas cerca de 50 - 100 colônias. Três 

colônias representativas de cada isolado foram transferidas p� 

ra meio de cultura em tubo e usadas para o preparo de uma sus 

pensão 106 cel/ml. A patogenicidade de cada colônia-tipo foi 

testada em plantas de soja do cultivar Santana, mantidas em 

câmara Úmida como cita o item 4.4.1. Uma ãrea circular uni-

forme de tecido encharcado com cerca de 6 mm de diâmetro foi 

conseguida colocando-se um anteparo com orifício de mesmo diâ 

metro entre o folíolo e o atomizador. Com auxílio de· cotone-

te, a suspensão bacteriana foi transportada para o tecido en-

charcado. As plantas foram mantidas em câmara Úmida por mais 

-

48 horas em casa de vegetaçao. A suspensao de cada colônia-

tipo foi inoculada no folíolo central das plantas trifoliola-

das com cerca da metade do seu tamanho máximo. 

três plantas por vaso, com quatro repetições. 

Inoculou - se 

Leituras foram 

feitas medindo-se o diâmetro da ârea que se apreserttava elo 

rÕtica, apôs 12 , 20 e 30 dias de inoculação. 
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4.7 � RELA�Ão ENTRE o TIPO DE CoLÕNIA EM MEIO DE TETRAZO­

LIUM E HIPERSENSIBILIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

Com o propósito de se determinar a viabilidade 

da têcnica da hipersensibilidade em detectar alterações na c� 

pacidade patogênica dos isolados, foram empregados os isola -

dos B04 , B13 , B
69 

, Pg2 , Pg3 e Pg5 , procedendo-se como no

item 4.6 para a obtenção de subculturas e posterior cultivo 

destas em meio de tetrazolium. Três colônias, em numero va-

riãvel por isolado quanto ao tipo de coloração apresentada em 

meio de tetrazolium, foram repicadas para meio de King. Apôs 

48 horas de desenvolvimento neste meio, as colônias de centro 

rosa tidas como normais e colônias inteiramente vermelhas ti­

das como fracamente p a t ogênic-as, foram s u s p-ens as em âgua--e s tê 

ril a uma concentração de 10 8 cel/ml e então inoculadas em fo 

lhas de fumo do cultivar Virgínia Coker 254 conforme jã descri 

to no item 4.5. 

Observações quanto ã reação de hipersensibili-

dade foram feitas a partir de doze horas apôs a inoculação 

72 horas. 

4,8 � PRODU�ÃO DE BACTERIOCINA' 

Os procedimentos de VIDAVER et aZii (1972) e 

os meios de cultura utilizados por CUPPELS et aZii (1978) fo­

ram usados para testar a produção 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 P C G

líquido foram inoculados com 13 isolados de Pseudomonas gZyci 

nea ; apõs incubação a 26
°

c por 48 horas as culturas foram re 

picadas para placas de Petri contendo 20 ml de meio PC G sôli 

do e novamente incubadas por 48 horas a 24
°

c. A transferência 

dos isolados para as placas foi feita por intermédio de um 

replicador multi-alça, o que permitiu colocar de modo unifor-

me todos os isolados sobre a superfície do meio. Ao final do 

período de incubação, as placas foram invertidas, colocando -

se, na tampa de cada uma delas, 1,5 ml de clorofórmio. A ex 

posição ao vapor de clorofórmio foi mantida durante 45 minu -

tos, quando então, entreabriram-se ligeiramente as placas em 

câmara asséptica de ar contínuo por mais 60 minutos atê evap� 

ração total do clorofÕrmio. 

tribuÍdos 

Sobre o meio de cultura destas placas foram di� 

4 ,O ml de meio PC G semi-sôlido a 45
°

c , aos quais 

haviam sido adicionados 0,1 ml de cada um dos isolados previ� 

mente inoculados em meio PC G líquido por 36 horas. Obteve-se 

assim, uma película homogê nea sobre a cultura inferior. As 

placas foram entao incubadas a 24
°

c por 48 horas seguidas de 

leitura do halo de inibição. Cada isolado foi testado como 

produtor-de bacteriocinas �ontra os demais. 

A indução da produção de bacteriocina por luz 

ultra-violeta também foi testada. O mesmo procedimento foi� 

xecutado: as placas com os isolados (36 horas de incubação), 
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foram abertas em ambiente asséptico escuro e irradiadas com 

luz ultra-violeta (comprimento de onda predominantemente de 

345 nanômetros, marca Mineralight, mod. n9 R 52 , Ultra-Vio­

let Prod. Inc., San Gabriel, California, USA) durante 10 se 

gundos a 15 centímetros da fonte luminosa. As placas irradi� 

das foram envolvidas em papel laminado e novamente incubadas 

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

clorofÕrmio, com� ji des�rito anteriormente. 

4,9 SEROLOGIA 

4,9,1 - PREPARO DOS ANTÍGENOS 

Isolados de Pseudomonas glycinea e saprófitas 

fluorescentes foram transferidos para placas de Petri conten­

do 20 ml de meio de King e cultivadas a 26 ° c por 48 horas. A 

pôs o desenvolvimento, as colônias foram removidas do substra 

to por raspagem com alça de platina e transferidas para tubos 

contendo 10 ml de uma solução salina (NaCl 0,85%) previamen-

te esterilizada. As bactérias foram entao lavadas por duas v� 

zes em igual volume de solução salina através de centrifugação 

(Centrífuga Sorvall SS-4) a 12.000 gravidades por 10 minutos, 

e a parte decantada resuspensa em 5 ml de solução salina tam­

ponada (NaCl 0,85% ; i<2HP04 - KH2Po4 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. Apôs a s olidificação, procedeu-se ã macer� 

ção das células bacterianas com auxílio de um bastão, pressi� 

nando-se o solidificado com movimentos rotatórios atê obter-se 

a sua liquefação, quando era novamente posto no congelador. 

Esta operação foi repetida quatro v ezes sendo, em seguida,ce� 

trifugada a 3.000 gravidades durante cinco minutos. A parte 

decantada foi eliminada, coletando-se � sobrenadante em fras-

cos e armazenando-o em congelador. Uma gota de merthiolate 

(1: 1000) foi adicionada ao sobrenadante para preservação as­

séptica (NAMEKATA, 1971). 

A areia utilizada como abrasivo foi mantida em 

solução de HCl 0,5 N por dois dias, lavada em água estéril e 

seca ao ar. 

Para a obtenção dos antígenos fervidos, o pro­

cedimento no cultivo, remoção e lavagem das bactérias ê o mes 

mo jâ descrito. Apôs a suspensão destes em 5 ml de salina tam 

panada foram levados para aquecimento a 100° c durante dois mi 

nutos em bico de Bunsen. Após o resfriamento da suspensao a-

dicionou.se uma gota de merthiolate, guardando-a em 

no congelador atê o momento do uso. 

frascos 

Alem dos isolados de Pseudomonas gZycinea e 

saprófitas fluorescentes, outras bactérias foram empregadas 

como teste da especificidade do antissoro e preparadas nos mo! 

des jã descritos anteriormente. Estas sao: Pseudomonas ru-
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briZineans , Pseudomonas aZboprecipitans , Pseudomonas tomato 

e Xanthomonas vesicatoria. 

Por conveniência, os antígenos foram codifica-

dos como: AGg - P. gZycinea ; AGs 1 , 2 e 3 - bactérias sa-

prÔfitas AGr - P. rubriZineans AGa - P. aZboprecipitans ; 

AGt - P. tomato ê AGx - X. vesicatoria. 

A concentração das suspensões foi de 109 cel/ml 

obtidas com auxílio do colorímetro. 

4,9,2 - ÜBTEN�ÃO DO ANTISSORO 

Para obtenção do antissoro, foi utilizado um i 

solado de Pseudomonas gZycinea , como antígeno, inoculado em 

um coelho macho da raça Nova Zelindia com aproximadamente 2 

kg. 

O antígeno constou de uma suspensio de bacté -

rias preparadas conforme o item anterior. Apôs a lavagem as 

bactérias foram transferidas para uma solução de salina 0,85%. 

Em 1,0 ml da suspensão foi adicionado adjuvante incompleto de 

Freund (Difco) atê a obtenção de uma emulsão. O antígeno e-

mulsionado foi injetado por via intra-muscular, num total de 

14 aplicações com intervalos alternados de três e dois dias. 

Antes da primeira aplicação do antígeno, fez-se uma sangria p� 

ra para a obtenção do soro normal (SN) para posterior uso co-

mo controle nas reações serolÔgicas (NAMEKATA, 1971). A par 
,-



46. 

tir da décima segunda aplicação, utilizou-se como antígeno a 

suspensão de bactérias, fervidas durante dois minutos em sali 

na 0,85% , emulsionada com adjuvante, na mesma concentraçao e 

quantidade da anterior,até a 14� aplicação. 

A partir da sétima aplicação foram realizadas 

dez sangrias, também com intervalo de três e dois dias. Os 

soros foram preparados por coagulação do sangue durante uma 

hora em condição ambiente e armazenamento por uma noite a 5° c 

em refrigerador ; a fração soro foi separada por centrifugação 

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 até o momento 

do uso. Por conveniência os antissoros foram codificados co-

4,9,3 - REA�ÃO SEROLÓGICA DOS ISOLADOS 

Os antígenos usados nas comparações serolÕgicas 

foram àqueles macerados e fervidos dos isolados de Pseudomonas

gZycinea e saprófitas fluorescentes. Devido às respostas mais 

nítidas em testes prévios, utilizou-se os antissoros e

AS10 contra os antígenos macerados e fervidos. Para tanto,e�

pregou-se a técnica de dupla difusão em gel de agar de Ouch -

terlony, segundo QLIVEIRA (1967) e KIMATI (1975). 
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Sobre lâminas de vidro (75 mm x 25 mm) foram 

colocados 4,0 ml de meio gel (Agar Difco 1% ; K2HP04 - KH2Po4

0,1 M ;  0,01% merthiolate e pH 7,2) ainda fundente e deixado 

solidificar. Posteriormente, com auxílio de um aparelho Fur� 

gar (LEITE e OLIVEIRA, 1975) foram feitos orifícios distribuí 

dos em hexâgono. Com micro-pipeta de Pasteur distribuiu-se os 

antígenos e antissoros n os orifícios. As lâminas assim prep� 

radas foram man tidas em placas de Petri com algodão umedecido 

em âgua a temperatura ambiente, atê o aparecimento das linhas 

de precipitação. 

Para a avaliação da especificidade dos antisse 

ros comparou-se a reação destes com os antígenos AGr , AGa , 

AGt e AGx. Todos esses testes foram repetidos quatro vezes 

tendo como co�trole o soro normal e o antígeno homólogo para 

melhor caracterização dos resultados. 

4,9,4 - TITULAÇÃO DO ANTÍGENO E ANTISSORO 

A titulação do antígeno homólogo macerado e fer 

vida bem como dos antissoros, foi realizada através da técni-

ca de dupla difusão em agar. Fez-se a diluição, em salina tam 

pe nada, por fatores de 2n onde "n" variou de 1 a 6. 
, 

Para a tit�lação dos antígenos, procedeu-se as 

suas diluições frente aos dez antissoros. Do mesmo modo, ti-

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

fervido. 



4,9,5 - TESTE PARA RÁPIDA IDENTIFICAÇAO SEROLÓGICA AO 

PATÓGENO NOS TECIDOS INFECTADOS DO HOSPEDEIRO 

48. 

Folhas ou folíolos infectados artificialmente, 

em número de três, foram macerados em almofariz juntamente com 

5 ml de âgua destilada. Procedeu-se ã filtração deste líqui­

do, através de filtro-papel previamente umedecido em âgua, c� 

letando-o em tubos de ensaio. Posteriormente, o filtrado foi 

levado ao fogo de bico de Bunsen para fervura durante dois mi 

nutos. Em lâminas preparadas conforme o item 4.9 .3, transfe-

~

riu-se esta suspensao com micro-pipeta de Pasteur para os ori 

fÍcios da lâmina. Seis isolados de Pseudomonas glyainea pr�

parados desta maneira foram reagidos com o antissoro - 4 , pr� 

cedendo-se também ã titulação da suspensão fervida. 

4,10 - RESISTêNCIA A ANTIBIÓTICOS 

4,10,1 - DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE RESISTÊNCIA 

Determinou-se os níveis de resistência dos 1so 

lados aos antibióticos pelo método de diluição em placas com 

concentrações, crescentes das drogas no meio de cultura, segu� 

do a técnica utilizada_por AZEVEDO (1961). 

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

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

as concentrações finais de 1 , 2 ·, 4 , 8 , 16 , 32 , 64 , 128, 
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256 , 512 e 1.024 µg/ml do meio de �ultura. 

Quando os níveis de resistência estiveram abai 

so de 1,0 µg/ml usou-se as concentrações de 0,01 , 0,02 , 

0,04 , 0,08 , 0,16 , 0,32 , 0,64 , 1,28 e 2,56 µg/ml do meio 

de cultura. 

A solução estoque do antibiótico foi preparada 

adicionando-se o produto em 100 ml de ãgua esterilizada, pos-

teriormente transferindo-se alíquotas para o meio de cultura 

a 45
°

c para se obterem as concentrações desejadas do antibió� 

tico. 

O excesso de umidade das placas foi removido 

por evaporação em camara assiptica, mantendo-se as tampas li­

geiramente abertas. 

Cada um dos isolados foi incubado em meio PC G 

líquido por 72 horas a 26
°

c sendo após transferidos com auxi-

lio de multi-alça (13 unidades) para as placas com meio de cul 

tura + antibiótico. Como controle, usou-se placas sem a dro-

ga. ApÕs 48 - 72 horas de incubação, observou-se os resulta -

dos, sendo considerado como nível de resistência aquele cujo 

crescimento da bactiria ocorria na mixima concentraçao nio i-

nibitória da droga. 



4,10,2 - MUTANTES RESISTENTES À ESTREPTOMICINA EM 

RELA�ÃO A BACTERIOCINAS E PATOGENICIDADE 

50, 

Subculturas de dois isolados produtores de ba� 

teriocina que apresentaram crescimento na maior conc�ntração 

não inibitória da estreptomicina foram suspensos em ãgua es-

teril e 0,1 ml desta suspensão inoculada, com alça de Drigal� 

ki, em placas de Petri contendo meio PCG + antibióticos na 

concentração ·de 50 µg/ml do meio e incubados por 72 horas a 

26 ° c. Colônias desenvolvidas neste meio foram transferidas 

para placas contendo as concentraç�es de 1 , 10 , 20 , 50 , 

100 , 250 , 500 e 1,000 µg/ml de estreptomicina no meio de 

cultura, Os mutantes desenvolvidos na maior concentraçao fo-

ram testados para a produção de bacteriocina conforme o rtem 

4.8 e patogenicidade (rtem 4,4.2) , comparando-os com os i­

solados ori ginais, 
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5 �I, RESULTADOS 

5.1 - IsoLAMENTOJ IDENTIFICAÇÃO DO PATÕGENO E CARACTERI-

ZAÇÃO DOS SAPRÓFITAS 

Todos os isolados patogênicos formaram pigmen­

to fluorescente no meio de King e f.oram dihidrolase e oxida-

se negativos, sendo que os três isolados saprófitas, tâmbêm 

fluorescentes, foram separados com base nos postulados de Koch. 

As folhas e folíolos do cultivar Santana foram infectados so­

mente pelos 13 isolados patogênicos. 



5,2 - DETECÇÃO DA PATOGENICIDADE ATRAVÉS DA HIPERSENSI­

BILIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

52. 

Quando os isolados patogênicos e saprÕfitas,com 

a mesma concentração de células (10 8 cel/ml),foram inoculados 

em folhas de fumo foi possivel separi-los em dois grupos. Os 

isolados tidos como patogênicos foram aptos a induzir reação de 

hipersensibilidade ; esta condiçio no entanto não foi verifi-

cada para o grupo dos saprófitas. Os testes de patogenicida-

de na soja confirmaram os resultados, mostrando que some�e os 

capazes de induzir a reação de hipersensibilidade foram tam-

bem patogênicos. Os resultados estão sumarizados na Tabela 2 • 

5,3 - RELAÇÃO ENTRE PATOGENICIDADE E MORFOLOGIA DE COLÔNIAS 

DE Pseudomonas glycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM 

Quando subculturas dos isolados B13 e B69, man

tidas em estoque, foram observadas em meio tetrazolium notou­

se diferenças na coloração exibida pelas colônias em ambos os 

isolados. Foi possivel observar dois tipos de colônias: um 

tipo inteiramente vermelho, circular, com bordo branco estrei 

to e com diâmetro variivel de 1,5 mm a 2,5 mm (Tipo I) e um 

segundo tipo, tambêm circular, em alguns casos ligeiramente i� 

regular, apresentando um centro de rosa a vermelho e bordo 

mais largo d�scolorido, tendo um diâmetro de 1,0 mm a 2,0 mm, 

(Tipo II) (Figura 1). 
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TABELA 2 - Reação de hipersensibilidade em folha de fumo 

(cultivar Virginia Coker 254) e sua correlação 

com patogenicidade em soja (cultivar Santana), 

de 13 isolados de Pseudomonas glycinea e tris 

bactérias saprófitas fluorescentes 

(1) 
Hipersensibilidade em fumo nas horas 

(2) 
Patogenici­
dade em soja 

sete dias 
após a ino­

culação 

Isola-

dos 

s 

B01
B0

4
B07
Bl3
B69B71 
Pgl
Pg2
Pg3
Pg4
Pg5
Pg6
s 

1 
(*) 

s 
2 

(*) 

s
3 

(*) 

(1) (-)
(+)

(++) 

indicadas após a inoculação 

12 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ausência 
Perdà da 
Necrose, 

de 

24 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

-

reaçao, 
- . turgescencia, 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

(2) 

(*) 

48 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

. (P) 

(NP) 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

p 

N p 

N p

N p

Patogênico, 

Não patogênico, 

SaprÕfitas. 
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Com a finalidade de confirmar os resultados a-

cima, foram obtidos isolados provenientes de lesões novas in-

fectadas artificialmente. Quando estes isolados foram culti-

vados em meio de tetrazolium, houve o aparecimento de colÔ-

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

FIGURA 1 - Colônias de Pseudomonas glycinea em meio de 

tetrazolium: 

A - Provenientes de cultura estoque, com cinco meses 
de idade, com �redominância de colônias tipo I. 

B - Provenientes de cultura recém isolada, com pred� 
minância de colônias tipo II. 
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Nos testes de patogenicidade foi possrvel ob-

servar que as colônias com centro rosa infectaram os tecidos 

inoculados mais rapidamente do que as colônias totalmente ver 

melhas, como e evidenciado nas Tabelas 3 e 4 

TABELA 3 - Relação entre a patogenicidade em soja (cultivar 

Santana) e morfologia da colônia de Pseudomonas 

glycinea, isolado B13 , em meio de tetrazolium em 

função das medias do diimetro, em �entrmetros da 

ãrea afetada 

Tipo de 

Colônia 

I 

II 

Diimetro da lesão (em cm) nos dias apÕs a inoculação (1) 

12 dias

1,1200 a

1,4150 b 

20 dias

1,2150 a 

1,4625 b 

30 dias

1,3350 a (*) 

1,5375 b 

(*) Medias n ão seguidas pela mesma letra diferem entre 

si pelo teste de Tukey ao nível de 5% 

(DMS Tukey 5% = 0,0850) 

Tipo I = colônia inteiramente vermelha, circular, com 

bordo branco estreito e diimetro de 1,5 mm a

2,0 mm.

Tipo II = colônia com centro rosa a vermelho, circular, 

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

2,0 mm.

(1) Media de quatro repetições, cada uma representada 

por um vaso contendo três plantas. 
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TABELA 4 - Relação entre a patogenicidade em soja (cultivar 

Santana) e morfologia da colônia de Pseudomonas 

glucinea, isolado B
69 

, em meio de tetrazolium em 

função das medias do diâmetro, em centímetros, da 

ârea afetada 

Tipo de 

Colônia 

I 

II 

Diâmetro da lesão (em cm) nos dias apôs a inoculação (1) 

12 dias

0,9200 a 

1,3050 b 

20 dias

0,9900 a 

1,3800 b

30 dias

1 1250 a ( *) 
' 

1,5375 b 

(*) Medias n ão seguidas pela mesma letra diferem entre 

s i p e 1 o te s te d e Tu k e y a·o n í v e 1 d e 5 % 

(DMS Tukey 5% 2 0,0935) 

Tipo I = colônia vermelha, circular, com bordo branco

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

Tipo II = colônia com centro rosa a vermelho, circular,

com bordo branco largo e diâmetro de 1,0 mm

a 2,0 mm.

(1)  Media de oito repetiç�es, cada uma representada por 

um vaso contendo três plantas. 

5,4 - RELAÇÃO ENTRE O TIPO DE COLÔNIA EM MEIO DE TETRAZO­

LIUM E HIPERSENSIBILIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

Quando se realizaram as inoculaç�es, o tempo 

necessário para o aparecimento da reação de hipersensibilida­

de foi variável. No entanto, todas as colônias vermelhas ou 

de centro rosa a vermelho foram aptas a induzir necrose nos 

tecidos dentro de' 48 horas apôs a inoculação. A relação entre 
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a hipersensibilidade e o tipo de colônia em tetrazolium está 

sumarizado na Tabela 5. 

5,5 - PRODUÇÃO DE BACTERIOCINAS 

Quando se realizaram os testes cruzados para v� 

rificação de produção de bacteriocinas, utilizando-se os 13 i 

solados de Pseudomonas gZycinea, foi possível obter 38% de i-

solados bacteriocinogênicos. A relação dos isolados produto-

res e sensíveis encontra-se na Tabela 6. 

Observa-se que, entre os isolados produtores , 

B01 e B04 produziram bacteriocinas contra o maior número de 1

solados. O isolado B0
1 , no entanto, mostrou-se também como

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 sensi 

veis às bacteriocinas e, entre estes, apenas o isolado Pg3 não 

produziu nenhuma bacteriocina. 

Quando os isolados foram previamente induzidos 

com luz ultra-violeta houve uniformidade quanto à dimensão do 

halo de inibição, ao contrário do que aconteceu anteriormen-

te quando, sem este tratamento, o isolado B13 mostrou um halo

de inibiação ligeiramente menor que os demais isolados produ­

tores de bacteriocinas. 
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TABELA 5 - R elação entre a hipersensibilidade em fumo (cul­

tivar Virgínia Coker 254) e a morfologia da colÔ 

nia, em meio de tetrazolium, de seis isolados de 

Pseudomonas gZycinea 

Reação do fumo horas 
-

a inoculação Tipos de nas apos 
Isolados 

colônia 12 24 36 48 72 

I + ++ ++ 

B04 I + ++ ++ 

II + ++ ++ 

I + ++ ++ 

B69
II + ++ ++ ++ ++ 

II + + ++ ++ ++ 

II ++ ++ ++ ++ ++ 

Pg5 II + ++ ++ ++ ++ 

II + ++ ++ ++ 

I + ++ ++ ++ ++ 

Pg6 II + ++ ++ 

II ++ ++ ++ ++ ++ 

I + ++ ++ 

Pg2
Ir + ++ ++ ++ 

II + ++ ++ ++ ++ 

I + ++ ++ ++ 

Pg3 I + ++ ++ 

II + ++ ++ ++ ++ 

I + ++ ++ 

Bl3 I + ++ ++ 

II + ++ ++ ++ 

( - ) Amare cimento do tecido 

( + ) Perda de turgência do tecido 

(++) Necrose do tecido 

Tipo I Colônia inteiramente vermelha, circular, com bor-
do branco estreito e diâmetre de 1,5 mm a 2,5 mm. 

Tipo II - Colônia com centro rosa a vermelho, circular, com 
bordo branco largo e diâmetro de 1,0 mm a 2,0 mm. 
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5,6 - SEROLOGIA 

5,6,1 � REAÇÃO SEROLÓGICA DOS ISOLADOS 

60. 

~ 

Os resultados das reaçoes dos testes de dupla 

difusão em agar (Ouchterlony) entre os 13 isolados de Pseudo­

monas glycinea e co-habitantes saprófitas fluorescentes, para 

os antissoros As
4 e AS10

presentados na Tabela 7. 

, obtidos com o isolado B0
4 ,

O processo de aquecimento a 

~ 

sao a-

1oo
º
c

por dois minutos dos isolados de Pseudomonas glyainea permitiu 

reações serolÕgicas mais intensas, manifestadas pelo apareci­

mento de duas linhas de precipitação para amobos os antisso -

ros. Com maceração mecinica �os isolados houve diferenças no 

número de linhas de precipitação em relação ao antissoro As4
~

mas nao para o antissoro As10•

Todos os isolados de Pseudomonas glycinea reagi 

ram com o antissoro obtido, qualquer que fosse o método de 

preparação do antigen6. Em contraste, não houve reação com os 

saprófitas fluorescentes, tanto aquecidos como macerados. 

Apesar de que o antissoro foi obtido contra o 

isolado B04 , produtor de bacteriocina, não foi possivel dis­

tinguir relações serolÕgicas, entre os demais isolados produt� 

res ou sensíveis a esta substância. 

O antissoro foi ainda comparado com Pseudomo­

nas rubrilineans , Pseudomonas alboprecipitans , Pseudomonas 

tomato e Xanthomonas vesiaatoria não havendo, erttretanto,rea� 
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çÕes serolÕgicas. 

TABELA 7 - Comportamento serolÕgico dos isolados de Pseudo­

monas glyainea, submetidos ao aquecimento a 100°c 

e a maceraçio, frente aos antissoros AS4 e As10,

pelo metodo de dupla difusão em gel de agar 

Antígenos aquecidos Antígenos macerados 
Isolados 

AS4 ASlO
AS4 ASlO

s + + + + + + + 

B01
+ + + + + + + 

B04
+ + + + + + + 

B0 7
+ + + + + + + 

B
l3

+ + + + + + + 

B69
+ + + + + + + 

B71
+ + + + + + + 

Pgl
+ + + + + + + 

Pg2
+ + + + + + + 

Pg
3

+ + + + + + + 

Pg4
+ + + + + + + 

PgS
+ + + + + + + 

Pg6
+ + + + + + + 

Sl (*) o o o o 

s2 (*) o o o o 

s
3 

(*) o o o o 

(*) SaprÕfita 

(o) Ausência de linha de precipitação

(+) Presença de uma linha de precipitação 

(++) Pr-esença de duas linhas de precipitação 
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5,6,2 - TITULA,ÃO DO ANTÍGENO E ANTISSORO 

Nos testes de titulação do antígeno submetido 

ao aquecimento verificou-se a formação de linhas de precipit� 

ção ate à diluição de 1: 4 do primeiro ao sexto antissoro. O 

título aumentou para 1 : 8 em relação ao AS
7 

, AS8 e AS9 
e pa­

ra 1: 32 em relação ao antissoro 10.

� -

Para o ant1geno submetido a maceraçao houve li 

nha de precipitação à diluição de 1 : 4 do primeiro ao oitavo 

antissoro, aumentando o título para 1: 8 em relação ao AS
9 

e 

para 1 : 32 ao As
10

O numero de linhas de precipitação ocorridas 

cada diluição do antígeno aquecido ou macerado, em relação aos 

antissoros, esta sumarizado nas Tabelas 8 e 9 , respectivame� 

te. 

A titulação de cada uma dos antissoros, reagi� 

do com o antígeno homólogo aquecido ou macerado, indicaram o 

mesmo nível de diluição. Independente do tipo do antígeno, o 

título foi de 1: 4 do primeiro ao sexto antissoro. Houve um 

aumento do título para 1 : 8 com os antissoros As
7 

e AS8 e de

1 : 32 com os antissoros AS9 e As
10

Os níveis da titulação dos antissoros, bem co­

mo o número de linhas de precipitação, estão sumarizados nas 

Tabelas 10 e 11 �m relação ao antígeno homólogo aquecido e

macerado, respectivamente. 



TA
B

E
L

A
 

8 
-

T
i

t
u

l
a

ç
ã

o
 

d
o

 
a

n
t

í
g

e
n

o
 

(i
s

o
l

a
d

o
 

B
0

4
)

, 
s

u
b

m
e

t
i

d
o

 
a

o
 

a
q

u
e

c
i

m
e

n
-

o
 

-
. 

-

t
o

 
a

 
1

0
0

 
C 

, 
p

e
l

o
 

m
e

t
o

d
o

 
d

e
 

d
u

p
l

a
 

d
i

f
u

s
a

o
 

e
m

 
g

e
l

 
d

e
 

a
g

a
r

 
e

m
 

r
e

l
a

ç
ã

o
 

a
o

s
 

a
n

t
i

s
s

o
r

o
s

 

D
i

l
u

i
ç

ã
o

 
d

o
 

A
S

1
.
..
 

a
n

t
1

.g
e

n
o

 

1
/

1
 

-
-

1
/

2 
-

-

1
/

4 
-

1
/

8 
o

 

1
/

1
6 

o
 

1
/

3
2 

o
 

A
S

2

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

A
S

3

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

(o
)

A
u

s
ê

n
c

i
a

 
d

e
 

l
i

n
h

a
 

d
e

(-
)  

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

t
i

p
i

t
a

ç
ã

o

(+
) 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 A

S
4

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

A
n

t
i

s
s

o
r

o
s

 

A
S

5

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

A
s

6

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

p
r

e
c

i
p

i
t

a
ç

ã
o

 

f
r

a
c

a
 

f
o

r
t

e
 

A
S

7
A

S
8

A
S

9 
A

S
l

O

+
-

+
-

+
+

 
+

+
 

+
-

+
-

+
+

 
+

+
 

-
-

-
-

+
-

o
o

 
o

o
 

o
 

o
 

63. 



T
A

B
E

L
A

 
9 

-
T

i
t

u
l

a
ç

ã
o

 
d

o
 

a
n

t
í

g
e

n
o

 
(i

s
o

l
a

d
o

 
B

0
4

)
, 

s
u

b
m

e
t

i
d

o
 

ã
 

m
a

c
e

r
a

ç
ã

o
, 

p
e

l
o

 
m

é
t

o
d

o
 

d
e

 
d

u
p

l
a

 
d

i
f

u
s

ã
o

 
e

m
 

g
e

l
 

d
e

 
a

g
a

r
, 

e
m

 
r

e
l

a
ç

ã
o

 
a

o
s

 

a
n

t
i

s
s

o
r

o
s

 

D
i

l
u

i
ç

ã
o

 
A

n
t

i
s

s
o

r
o

s
 

d
o

 
A

S
1

A
S

2
A

S
3

A
S

4
A

S
5

A
S

6
A

S
7

A
S

8
A

S
9

A
S

l
O

a
n

t
í

g
e

n
o

 

1
/

1
 

-
-

-
-

-
-

+
-

+
-

+
 

-
+

 
+

 

1
/

2 
-

-
-

-
-

-

+
-

+
-

+
 

-
+

 
-

1
/

4
 

1
/

8
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

1
/

1
6 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

1
/

3
2 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

(o
)

A
u

s
ê

n
c

i
a

 
d

e
 

l
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o

(-
) 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
r

a
c

a

(+
)

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
:t

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
o

r
t

e
 

64. 



T
A

B
E

L
A

 
1

0
 
-

T
i

t
u

l
a

ç
ã

o
 

d
o

s
 

a
n

t
i

s
s

o
r

o
s

, 
e

m
 

r
e

l
a

ç
ã

o
 

a
o

 
a

n
t

í
g

e
n

o
 

(i
s

o
l

a
d

o
 

B
0

4
) 

a
q

u
e

c
i

d
o

 
a

 
1

0
0

°
c  

'
 

p
e

l
o

 
m

é
t

o
d

o
 

d
e

 

D
i

l
u

i
ç

ã
o

 
d

o
s

 
a

n
t

i
s

s
o

r
o

s
 

1
/

1
 

1
/

2
 

1
/

4 

1
/

8 

1
/

1
6 

1
/

3
2 

(o
) 

(
-

)
 

(+
) 

f
u

s
ã

o
 

A
S

1
'
 

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

e
m

 
g

e
l

 

A
S

2
'
 

-
-

-
-

- o
 

o
 

o
 

d
e

 

A
S

3

+
 

+
 

+
 

+
 

-
-

o
 

o
 

o
 

a
g

a
r

 

A
n

t
i

s
s

o
r

o
s

 

A
s

4
A

S
5

A
s

6 
'
 

'
 

'
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
+

 
+

+
 

+
 

+
 

-
-

-
-

+
 
-

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

A
u

s
ê

n
c

i
a

 
d

e
 

l
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
r

a
c

a
 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
o

r
t

e
 

A
s

7
A

s
8 

'
 

'
 

'
 

+
 

+
 

+
 

+
 

+
+

 
+

+
 

+
+

 
+

+
 

o
 

o
 

o
 

o
 

h
o

m
ó

l
o

g
o

 

d
u

p
l

a
 

d
i

-

A
s

9
A

S
l

O

+
 

+
 

+
 

+
 

+
+

 
+

+
 

+
+

 
+

+
 

(j\
 

V,
 



T
A

B
E

L
A

 
1

1
 

-
T

i
t

u
l

a
ç

ã
o

 
d

o
s

 
a

n
t

i
s

s
o

r
o

s
, 

e
m

 
r

e
l

a
ç

ã
o

 
a

o
 

a
n

t
í

g
e

n
o

 
h

o
m

ó
l

o
g

o
 

(i
s

o
l

a
d

o
 

B
0

4
) 

s
u

b
m

e
t

i
d

o
 

i
 

m
a

c
e

r
a

ç
ã

o
, 

p
e

l
o

 
m

i
t

o
d

o
 

d
e

 
d

u
p

l
a

d
i

f
u

s
ã

o
 

e
m

 
g

e
l

 
d

e
 

a
g

a
r

 

D
i

l
u

i
ç

ã
o

 
A

n
t

i
s

s
o

r
o

s
 

d
o

s
 

A
s

1
A

S
2

A
S

3
A

S
4

A
S

5
A

s
6

A
S

7
A

S
8

A
S

9
A

S
l

O
a

n
t

i
s

s
o

r
o

s
 

'
 

'
 

'
 

'
 

'
 

'
 

'
 

'
 

'
 

1
/

1
 

-
-

-
-

-
-

+
-

+
-

+
-

+
-

1
/

2
 

-
-

-
-

-
-

+
-

+
-

+
-

+
-

1
/

4
 

-
-

-
-

-
-

-
-

-
+

-

1
/

8 
o

 
o

 
o

 
o

 
o

 
o

 

1
/

1
6 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

1
Í

3
2 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

o
 

(o
)

A
u

s
ê

n
c

i
a

 
d

e
 

l
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o

(-
) 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
r

a
c

a

(+
)
 

L
i

n
h

a
 

d
e

 
p

r
e

c
i

p
i

t
a

ç
ã

o
 

f
o

r
t

e

66. 



67. 

5,6,3 - TESTE PARA RÁPIDA IDENTIFICAÇAO SEROLÓGICA DO 

PATÓGENO NOS TECIDOS INFECTADOS DO HOSPEDEIRO 

Os isolados BO1 , BO
4 

, B69 , Pg2 , Pg5 e Pg6

de Pseudomonas glycinea foram inoculados artificialmente na so 

ja e as folhas ou folíolos infectados utilizados no teste. 

Em teste de dupla difusão em gel de agar, o an 

tissoro As4 reagiu com o líquido resultante da maceração das

folhas apresentando, contra todos os isolados utilizados, uma 

linha de precipitação. Com o controle, folhas de soja não i� 

fectadas maceradas, não houve reação com o antissoro utiliza­

do. O título do líquido resultante da maceração das folhas 

infectadas também foi determinado contra o antissoro AS4 , ob

tendo-se reações nítidas de uma linha de precipitação até a 

diluição 1 : 4. Cada teste foi repetido, pelo menos, três ve-

zes. 

5,7 - RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS 

5,7,l - DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇAO MÁXIMA NAO 

INIBITÓRIA 

Os resultados do teste de determinação da con-

centraçao mixima não inibitória dos isolados em relação aos 

qu.atro antibióticos utilizados encontram-se na Tabela 12. 
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TABELA 12 - Niveis de resistência dos 13 isolados de Pseu-

domonas glycinea expressos em ug do antibiÕti-

co por ml de meio de cultura 

Máxima 
-

inibiótica (1)concentraçao nao 

(seg/ml) dos isolados aos antibióticos (2)
Isolados 

Ks Str Tm Te 

s 4,0 0,32 0,04 0,16 

B01 8,0 0,32 0,04 0,32 

B04 8,0 0,32 0,04 0,16 

B07 8,0 0,32 0,04 0,16 

B13 4,0 0,32 0,04 0,32 

B69
8,0 0,16 0,02 0,08 

B71 8,0 0,16 0,04 0,16 

Pgl 4,0 0,16 0,04 0,32 

Pg2 8,0 0,32 0,04 0,16 

Pg3 8,0 0,16 0,02 0,08 

Pg4 8,0 0,32 0,04 0,16 

Pg5 8,0 0,16 0,04 0,32 

Pg6 4,0 0,32 0,04 0;32 

(1) Mêdia de três placas

(2) Ks = Kasugamicina, 

Str = Estreptomicina, 

Tm = Terramicina 

Te = Tetraciclina 
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Em relação ã kasugamicina, foi encontrado 69,2% 

de isolados resistentes ao nível de 8,0 µg/ml do antibiótico. 

Para a estreptomicina, 61,5% dos isolados mostraram resistên 

eia à concentração de 0,32 µg/ml do antibiótico. Os resulta-

dos com terramicina mostraram uma maior uniformidade na resis 

tência �ntre os isolados, atingindo quase a totalidade destes 

(84,6%) ao nível de 0,04 µg/ml. Com a tetraciclina, o compo� 

tamento da resistência dos isolados foi mais variável ; somen 

te 38,4% atingiu o máximo de resistência à concentração de 

0,32 µg/ml do antibiótico. 

Os isolados produtores de bacteriocina, 

B03 , B13 , B71 e Pg2 mostraram um comportamento variável as

drogas utilizadas quanto a sensibilidade, bem como o isolado 

indicador Pg3 mostrando não haver relação entre a produção ou

sensibilidade às bacteriocinas com o nível de resistência aos 

antibióticos. 

5,7,2 - ISOLAMENTO DE MUTANTES RESISTENTES À ESTREP­

TOMICINA EM RELAÇÃO A BACTERIOCINAS E PATOGE 

NICIDADE 

Dos isolados B04 e B13 , produtores de Bacterio 

cinas, que apresentaram níveis de resistência mais altos ã es 

treptomicina (0,32 µg/ml), foram selecionadas três colônias de 

cada isolado e que cresceram em meio de cultura com 50 µg/ml 
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de estreptomicina. 
-

A comparaçao do crescimento em diferentes 

concentraçoes da droga entre os isolados originais e seus res 

pectivos mutantes ê sumarizada na Tabela 13. 

No teste de produção de bacteriocina, o isola-

do original,bem como os mutantes não tiveram sua capacidade 

bacteriocinogênica afetada (Tabela 14). Com relação à patog� 

nicidade (Tabela 14), dois mutantes do isolado original B04

e o mutante do isolado original B13 testado mostraram-se apa­

togênicos quando inoculados na soja, 
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TABELA 13
- Crescimento dos isolados originais B04 e Bl3 

em
-

resistentes comparaçao com os mutantes a estre.e. 

tomicina em diferentes concentraçoes da droga 

Presença (+) ou ausência (o) de crescimento da 

bactêria (1) na concentraçao da droga (µg/ml) Isolados 

1 10 25 50 100 250 500 1000 

B04 o o o o o o o o 

B04 str1
+ + + + + + o o 

B04 str2
+ + + + + + o o 

B04 str
3

+ + + + + + + o 

Bl3
o o o o o o o o 

B13 
str1

+ + + + + + + o 

Bl3 
str2

+ + + + + + o o 

Bl3 
str

3
+ + + + + + o o 

(1) Observação em três placas.
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TABELA 14 - Comparação da capacidade patogênica e produção 

de bacteriocina das linhagens originais e seus 

mutantes resistentes à estreptomicina 

Isolados Patogenicidade Bacteriocina 

B0
4 

original patogênico produtor 

B0
4 

-

patogênico produtor str1 nao

B0
4 str2 patogênico produtor 

B04
-

patogênico produtor str
3 

nao 

813 
original

....

patogenico produtor 

813 
str1 nao patogênico produtor 

813 
str2 (*) produtor 

813
str

3 
(*) produtor 

(*) = Não testados 



6 - DISCUSSÃO 

6,1 - DETECÇÃO DA PATOGENICIDADE ATRAVÉS DA HIPERSENSIBI­

LIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

7 3 • 

Alguns autores têm sugerido (STARR, 1959 ;

STOLP, 1961) que não e possível separar as bact érias fitopat� 

gênicas das sapr6fitas exceto pela patogenicidade. Os �esul­

tados obtidos aqui, com hipersensibilidade em fumo, justificam 

a validade do metodo para esta finalidade. Estudos prévios re� 

lizados por LEBEN et alii (1968) e LEBEN (1972) têm demonstra 

do a di ficuldade de se separar Pseudomonas glycinea de co-ha­

bitantes não-patogênicos. Pelo cultivo das bacterias em meio 

de King B este problema pode ser, em parte, eliminado testan­

do-se somente aquelas colônias que apresentam fluorescência. 

Os resultados exibidos na Tabela 2 evidenciam que os isolados 

patogênicos ã soja causaram um rápido colapso na organização 
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celular de tecidos inoculados em plantas de fumo. Tal respo!_ 

ta e característica da reação de hipersensibilidade (KLEMENT, 

1963 ; KLEMENT et aZii, 1964). A ocorrência, em soja, de Pse'!±_ 

domonas fluorescentes que não induziram reação de hipersen-

sibilidade em fumo e também não foram patogênicos ã soja, po­

deria indicar tratarem-se de isolados de Pseudomonas gZycinea 

que tivessem sua capacidade patogênica alterada, conforme ob­

servação feita por LELLI0T et aZii (1966) em Pseudomonas coro 

nofaciens. Tal, no entanto, não deve ser verdade uma vez 

que esses isolados não reagiram ao antissoro de Pseudomonas 

gZycinea (Tabela 6). 

A indução da hipersensibilidade pelos isolados 

de Pseudomonas gZycinea-neste estudo estão em concordância com 

aqueles obtidos por SANDS et aZii (1970) e em discordância com 

aquele obtido por MISAGHI e GR0GAN (1969). Estes Últimos au 

tores relataram apenas dois isolados de Pseudomonas gZycinea, 

de quatro utilizados, aptos a induzirem a reação de hipersen-

sibilidade em folha de fumo. Coincidentemente, dois dos qua-

tro isolados testados tinham a capacidade de reduzir nitratos, 

característica não encontrada em Pseudomonas glycinea (C0ER-

PER, 1919 ; SANDS et alii, 1970) o que faz supor nao serem a-

queles isolados pertencent�s a esta espécie. 
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6,2 - RELA�ÃO ENTRE A PATOGENICIDADE E MORFOLOGIA DE COLÔ­
NIAS DE Pseudomonas gZycinea EM MEIO DE TETRAZOLIUM 

Em várias publicações sobre os uso do cloreto 

de trif�nil tetrazolium, em meio de cultura para bactérias fi 

topatogênicas, confirma-se a viabilidade deste metodo na dis-

tinção de mutantes não-patogênicos (KELMAN, 1954 FRIEDMAN,. 

1964 ; CARROL e LUKEZIC, 1971). Os isolados frequentemente 

têm sua capacidade patogênica alterada quando armazenados pe-

los metodos rotineiros (TUITE, 1969). Como foi observado por 

KELMAN (1954), mesmo o armazenamento em Õleo mineral não pre­

vine o desenvolvimento de mutantes com reduzida patógenicid� 

de e os resultados aqui obtidos indicam que um período de ci� 

co meses jã e suficiente para que alterações ocorram na pato­

genicidade dos isolados. 

Nos resultàdos obtidos com Pseudomonas gZyci -

nea , como mostram as Tabelas 3 e 4 existem evidências de 

que colônias totalmente vermelhas com bordo branco estreito 

são fracamente patogênicas, enquanto que colônias com centro 

de coloração rosa a ligeiramente vermelho com bordo branco lar 

go mostram um comportamento mais patogênico. O aparecimento 

de colônias com esta coloração, em maior número, quando os i­

solados são proveni'entes de lesões recentes, em comparação com 

um maior número de colônias totalmente vermelhas, quando os 

isolados são provenientes de culturas em estoque, confirma as 

observações a respeito da perda da patogenicidade que ocorre 
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com as bactêrias quando mantidas fora do hospedeiro (KELMAN e 

JENSEN, 1951).

Algumas observações têm sido feitas (KOPPER, 

1952) no sentido de que existe uma relação entre o maior núme 

ro de cêlulas na colônia bacteriana com o incremento da redu­

ção do tetrazolium e, portanto, uma coloração mais vermelha, 

Provavelmente, a menor capacidade de crescimento em meio arti 

ficial das colônias provenientes de lesões recentes esteja r� 

lacionado com este fato, da mesma maneira que o variante mais 

adaptado ao meio de cultura cresceria mais rapidamente desen- ' 

volvendo, tambêm, a coloração mais vermelha em meio de tetra­

zolium. 

6,3 - RELA�ÃO ENTRE O TIPO DE COLÔNIA EM MEIO DE TÉTRAZOLIUM 

E HIPERSENSIBILIDADE EM FOLHAS DE FUMO 

O comportamento de colônias do tipo I e II cres 

cidas em meio de tetrazolium, quando inoculadas em folhas de 

fumo, permite observar (Tabela 5) que colônias do tipo II, re 

feridas como mais patogênicas, têm uma maior tendência a indu 

zir a reação de hipersensibilidade, apôs doze horas de 1nocu-

lação, do que colônias do tipo I. No entanto, ambos os ti-

pos de colônias são aptos a induzirem reação de hipersensibi­

lidade apÕs 48 horas indicando que o fumo ê menos sensível que 

o meio de tetrazolium para indicar diferentes graus de patog�
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nicidade da bactéria; 

Contudo, através da reação de hipersensibilid� 

de, e possível detectar a perda total da patogenicidade (MISA 

GHI e GROGAN, 1969) ou diferenciar saprófitas das bactérias p� 

togênicas (Tabela 2) (KLEMENT, 1963). Tais resultados indi-

cam que a perda parcial da patogenicidade não pode ser detec­

tada pelo fumo, visto que ainda são capazes de induzir os te­

cidos inoculados à necrose. 

6,4 - PRODU�ÃO DE BACTERIOCINAS 

O espectro das bacteriocinas produzidas pelos 

cinco isolados de Pseudomonas gZyainea, neste estudo,foram limi­

tados a outros isolados desta mesma espécie e não tiveram e­

feito inibitório sobr� Pseudomonas aZbopr eaipitans e Pseudom� 

nas rubriZineans. Entretanto, VIDAVER et aZii (1972) observa 

ram a atividade de bacteriocinas desta bactéria contra outras 

~ 

nao relacionadas. A atividade das bacteriocinas é, geralmen-

te, contra outros isolados da mesma espécie ou então entre es 

picies que sejam muito relacionadas (REEVES, 1965). No entan 

to, em alguns casos, bacteriocinas µe bactérias gram-negati -

vas podem inibir bactérias gram-positivas (RAMON e PERON, 1961) 

como também as gram-positivas inibiram as espécies gram-nega-

tiva (TAGG et aZii , 1976). 
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Comparando com outras bacteriocinas jã invest� 

gadas, a porcentagem de isolados produtores (38%) e relativa­

mente prÕxima daquela observada por VIDAVER et aZii (1972) 

que obtiveram 55% também com isolados de Pseudomonas gZycinea 

O número de isolados produtores é bastante variável entre es-

pecies (AZEVEDO, 1977). Assim, ê possível encontrar � . n1ve1s 

tão baixos quanto 8% , em Pseudomonas phaseoZicoZa , ate 100% 

em Pseudomonas syringae (VIDAVER et aZii, 1972) � passando por 

57% em Corynebacterium michiganense (ECHANDI, 1976) , 88% em 

Erwinia carotovora (ECHANDI e MOYER, 1979) e 47% em Xantho-

monas campestris (SANTOS, 1979). Estes comportamentos sugerem 

que a produção de bacteriocinas pode ter importante função na 

epidemiologia de doenças causadas por bactérias. 

Dentre os isolados testados o B13 apresentou um 

diimetro do halo de inibição igual aos demais somente quando 

previamente submetido ã luz ultra-violeta. Isto sugere que a 

bacteriocina produzida por esse isolado não e totalmente libe 

rada pelo tratamento com clorofÕrmio. A síntese de muitas bac 

teriocinas ê induzida pela irradiação ultra-violeta (REEVES, 

1965). Contudo, ji tem sido observado que a atividade da bac 

teriocina produzida por Pseudomonas gZycinea pode aumentar ou 

diminuir apôs a irradiação (VIDAVER et aZii, '1972). 

Dentre os isolados produtores, dois deles, BQ1

e B04 , produziram bacteriocina contra os mesmos isolados in-

dicadores. No entanto, se B01 produzisse um tipo de bacterio
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cina semelhante à produzida pelo isolado B04 estes teriam que 

ser resistentes às bacteriocinas opostas como s ao ambos s en-

síveis, isto sugere que as bacteriocinas 
-

sao diferentes e que 

os isolados podem ser considerados linhagens diferentes. 

Observa-se que os isolados produtores Pg2

B13 
e B71 apresentaram um comportamento diferente quanto a sen

sibilidade às bacteriocinas e devem port�nto ser também linh� 

gens diferentes. Esta observação tambêm é vãlida para o iso-

-

lado Pg
3 

que nao produziu bacteriocina, pelo menos que pudes-

se ser detectada com os isolados utilizados e foi sensívei a 

diferentes bacteriocinas. 

Esta variação na sensibilidade às bacterioci -

nas produzidas têm sua importância refletida na epidemiologia 

quando se estuda, por exemplo, o comportamento de raças ou i-

solados sobre o hospedeiro. De fato, segundo REEVES (1965) 

a propriedade bacteriocinogênica confere uma considerãvel van 

tagem seletiva para a bactéria que a possui, embora estudos e 

colôgicos neste sentido ainda nio tenham sido feitos. Confor 

me JACOB et alii (1952) uma partícula de colicina é suficien-

te para a morte de uma célula sensível se esta proporção for 

vãlida para bactérias fitopatogênicas, maiores cuidados devem 

ser tomados quando da mistura d� raças ou isolados da bacté -

ria, para fins epidemiológicos, uma vez que as que possuírem 

propriedades bacteriocinogênicas causario a morte de células 

sensíveis alterando os resultados das inoculaç�es sobre o hos 

pedeiro. 
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Para todos os isolados produtores citados aqui, 

a produção de bacteriocinas foi melhor a 20
° 

- 24
°

c do que a 

28
°

c , concordando com os resultados de VIDAVER et aZii (1972)

de que a produção ocorre melhor em temperaturas abaixo do óti 

mo para o crescimento da bactéria. 

6.5 - REAÇÃO SEROLÓGICA nos' ISOLADOS 

O principal obj etivo desta investigação foi de 

terminar se o antissoro poderia ser usado rotineiramente na 

identificação dos isolados de Pseudomonas glycinea. 

Com o advento da técnica de dupla difusão em 

gel de agar os testes serológicos foram amplamente utilizados 

na identificação de bactérias, uma vez que são mais específi-

cos que outros procedimentos. A literatura a respeito tem ju� 

tificado a viabilidade do método para este propósito (SHAAD,

1979). 

Com efeito, os resultados serolÕgicos apresen­

tados na Tabela 7 indicam que o teste de dupla difusão em agar 

pode ser usado na rãpida identificação de Pseudomonas gZyci­

nea uma vez que todos os isolados reagiram com o antissoro ob 

tido. A especificidade do antissoro permitiu distingui-los•, 

dos isolados saprÕfitos fluorescentes, 

te nas lesões causadas pelo patÕgeno, 

espécies relacionadas ao gênero ou não. 

que ocorrem conjuntame.!!. 

como também de outras 

Estes dados estão de 
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acordo com SHATTOCK (1955) que considera a serologia como uma 

delicada ferramenta com alta especificidade determinada 

natureza química do antígeno. 

Houve o mesmo tipo de reação serolôgica 

pela 

entre 

os isolados de Pseudomonas gZyainea para os antissoros As4 e

As10 , exceto quando os antígenos foram macerados mecanicame�

te. A diferença na intensidade da reação pode dever-se ao f� 

to de que os antígenos submetidos ao aquecimento liberam mais 

componentes antigênicos das células. Em contraste, o preces-

so mecanico de rompimento das células não ê suficiente para 

esta total liberação. Rotineiramente, o procisso de macera -

ção dos antígenos resultou em reações com uma linha de preci­

pitação com o antissoro As4 e o fato de que houve, por este

processo, duas linhas de precipitação em reação com o antiss� 

ro As10 estã prova�elmente relacionada com a utilização de an 

tÍgenos fervidos a partir da décima segunda injeção durante a 

imunização do coelho. O antissoro AS7 e seguintes, foram co-

letados após esta imunização. 

6,6 - TITULA�ÃO DO ANTÍGENO E ANTISSOROS 

6,6,l - TITULA�ÃO DO ANTIGENO 

A anâlise das Tabelas 8 e 9 mostrou que a tit� 

lação do antígeno pode ser modif'icada pelo tipo de tratamento 
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a que este ê submetido. Embora tenhá ocorrido o mesmo título 

para os antígenos aquecidos ou macerados atê o sexto antisso-

ro 
~ 

as reaçoes foram mais intensas e com maior numero 

de linhas de precipitação para o primeiro tipo de antígeno. 

Como jã foi citado neste trabalho, isto, provavelmente, se de 

ve ã maior liberação dos componentes antigênicos pelo aqueci-

mento. Como foi possível observar, este processo ê mais sen-

sível nas reações serolÕgicas, uma vez que a imunização com 

antígeno aquecido a partir da coleta do antissoro AS
6 

jã de­

tectava um aumento no título e intensidade de reação contra o 

antissoro seguinte AS7 com o antígeno macerado, o aumento do 

título sõ foi verificado a partir do antissoro AS
9

• 

Tem sido sugerido por DAVIS et aZii (1973) que 

as endotoxinas de bactérias gram-negativas, tidas como compo­

nentes antigênicos, somente são liberadas se houver rompimen-

to das células. Assim, a imunização com antígeno aquecido a� 

mentaria a formação de anticorpos e consequentemente, o títu� 

lo. 

6,6,2 - TITULA�ÃO DOS ANTISSOROS 

A análise das reações obtidas, do antissoro AS1

neste ao antissoro As
6 

, mostrou que o título dos antissoros 

intervalo -atingem os mesmos níveis de diluição, quando reagido 

com o antígeno-homÕlogo (isolado B0
4) aquecido ou macerado, po
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rem com reações mais intensas contra o antígeno aquecido, As 

razões disto ja foram anteriormente explicadas. 

O baixo título obtido entre o antissoro AS1 ao

As
6 

e devido, provavelmente, ao curto período de imunização 

pois foram c-0letados entre um n�mero de seis atê onze aplica-

çÕes do antígeno, A partir do sétimo antissoro ocorre um au-

menta do título ate atingir 1 32 no nono e decimo antissoro. 

Como o período entre a coleta do AS
6 

e AS7 foi bastante curto,

a razão desse aumento e devido i imunização com o antígeno a­

quecido, 

Como os diferentes propÕsitos da serologia re­

querem antissoros com diferentes títulos (SHAAD, 1979), é po� 

sível obter-se, no caso, título baixo através da imunização 

com antígeno macerado e posteriormente aumenta-lo através do 

antígeno aquecido. Para esta situação o título mais alto ob-

tido com o antissoro As10 nio alt�rou sua especificidade, co­

mo pode ser observado na Tabela 7. 

6,7 - TESTE PARA RÃPIDA IDENTIFICAÇÃO SEROLÕGICA DO PATÕ­

GENO, NOS TECIDOS INFECTADOS DO HOSPEDEIRO 

A especificidade do antissoro obtido permitiu 

o seu uso na detecção serolÕgica de Pseudomonás glycinea di-

retamente dos tecidos de soja. Embora o antissoro tenha si-

do testado apenas contra saprÕfitas fluorescentes, é provável 
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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 uma 

rápida diagnose da doença. 

Algumas tecnicas serolÕgicas para a detecção em 

plantas infectadas têm sido desenvolvidas com sucesso como a 

de GUTHRIE et aZii (1965) e MORTON et alii (1965). Os primei 

ros, atraves da serologia, obtiveram um mêtodo rápido e alta­

mente especifico par� a detecção de sementes infectadas com 

Pseudomonas phaseoliaoZa ; os demais autores conseguiram, pe­

lo extravasamento mecânico da seiva e coleta de exudados, de­

tectar eretivamente a presença de Pseudomonas solanaaearum,

-

Embora nao se tenha avaliado o grau de infec -

ç ão d o mate r ia 1 u t i 1 i z a d o , o t í tu 1 o d a s u s pensão o b t ida (1 : 4 ) 

sugere que ê possível detectar o patôgeno ainda que o numero 

de lesões sej a pequeno. Um aperfeiçoamento deste metodo pod� 

ria tambêm ser �til, não somente na diagnose rápida da doença 

mas tambêm para se determinar o nível de infecção do patÕgeno. 

6,8 - RESISTÊNCIA A ANTIBIÓTICOS: CONCENTRAÇÃO MÁXIMA NAO 

INIBITÓRIA E RELAÇÃO ENTRE MUTANTES RESISTENTES COM 

PRODUÇÃO DE BACTERIOCINA E PATOGENICIDADE 

O comportamento dos isolados quanto a sensibi­

lidade aos antibióticos mostrou que a terramicina tem uma a-

ção mais efetiva contra Pseudomonas glyainea, Forâm encontra 
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de resistência de 4,0 a 8,0 µg/ml para Kasugamici-

na de 0,16 a 0,32 µg/ml para a Estreptomicina e Tetracicli-

na e de 0,02 a 0,04 µg/ml para a Terramicina. Estes dados 

se comparados com bactêrias sujeitas a tratamento com antibiÕ 

ticos, são extremamente baixos, indicando não haver resistên­

cia natural ao antibiótico. 

Mutantes de Pseudomonas gZycinea resistentes à 

Estreptomicina foram encontrados após uma única passagem da 

bactêria em meio de cultura contendo o antibiótico, segundo o 

modelo denominado por DEMEREC (1948) de "um só passo". Isto 

equivale a dizer que mutaçao em um gene ê suficiente para de­

terminar resistência a altas concentrações de antibiótico. 

O caráter resistência a Estreptomicina exibido 

pelos seis mutantes isolados neste trabalho nao condicionou 

perda da capacidade de produzir bacteriocinas (Tabela 14) mas, 

ao contrãrio, condicionou perda de patogenicidade na maioria 

dos isolados resistentes jã que, dos quatro testados, somente 

um manteve sua patogenicidade em soja (Tabela 14). Este fato 

pode ser explicado considerando-se a possível natureza cromos 

somal da patogenicidade (STARR, 1959) e da resistência a Es­

treptomicina, em oposição à natureza plasmidial da capacidade 

de produzir bacteriocina (REEVES, 1965). 

O fato da perda da patogenicidade ser comum nos 

mutantes que adq_uirem resistência a drogas e da produção de 
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bacteriocina nao ser alterada e importante do ponto de vista 

epidemiolÕgico, pois os mutantes não patogênicos exerceriam um 

controle biolÕgico entre as demais bactérias. 
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7 - CONCLUSÕES 

Com base nos resultados obtidos no pres�nte tra 

balho, pode-se concluir que: 

a - Ê possível, através da reação de hipersensibilidade em fu 

mo e serologia, diferenciar colônias patogênicas de Pseu 

b -

domonas glycinea 

fluorescentes. 

das colônias de bactérias saprófitas 

Ê possível detectar, através da morfologia da colônia 

bacteriana em meio de tetrazolium, diferenças no grau de 

patogenicidade entre os isolados de Pseudomonas glyci -

nea. Tal nao é possível através da reação de hipersen-

sibilidade no fumo, indicando ser este método menos sen­

sível que aquele. 
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c - A produção de bacteriocina por diversos isolados de Pse� 

domonas glycinea e os diferentes padrões de sensibilida 

de dos mesmos ãs bacteriocinas produzidas permitem uma me 

lhor caracterização dos isolados desta espécie. 

d - Ê possível diagnosticar rapidamente a doença do cresta -

menta bacteriano da soja, através da· serologia, pela de­

tecção da presença de seu agente causal nos tecidos in­

fectados do hospedeiro. 

e - Através do aquecimento do antígeno, ê possível 

reação serolÕgica mais nítida, bem como elevar o 

do antígeno e antissoro. 

obter-se 

título 

f - A resistência ao antibiótico estreptomicina normalmente� 

feta a patogenicidade, mas não tem efeito deletêrio sobre 

a capacidade bacteriocinogênica 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 hypersen�itivity 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, 0ne was a weakly pathogenic red 

colony with a narrow white border and diameter from 1,5 mm to 

Z,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 gZyainea isola tes pro-

duced bacteriocins, although this characteristic 

related to serological reaction. 

was not 

Antibiotics sensitivity of all differents iso­

lates estimated as maximum non inhibitory concentration (MNIC) 

was: 4,0 - 8,0 µg/ml to kasugamycin , 0,16 - 0,32 µg/ml to 

streptomycin and tetracyclin and 0,02- 0,04 µg/ml do terramv 
.._ 

cin. Resistants mutants to streptomycin (250 - 500 µg/ml 

MNIC) obtain-ed "in vitro" were affected on pathogenicity but 

not in its bacteriocinogenic capacity. 
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