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RESUMO'. 

FATORES QUE ATUAM NA PRODUÇ�O DE BACTERIOCINAS 

DE BACTtRIAS FITOPATOGtNICAS 

Consuelo Margarida Rubio de Biagi 

Prof. Dr. João Lúcio de Azevedo 

- Orientador -

.x. 

O presente trabalho foi conduzido com a finalidade de se 

analisar em bactérias fi topatogênicas dos generos E1rwüúa, P.õe.udomonM e 

Xan.:t:homonM as condições ideais para a produção de bacteriocinas e perda 

dessa capacidade, alem da determinação dos níveis naturais de 

eia a drogas. 

resistên-

Detectou-se produção de bacteriocinas em 70,96%, 82,75% e 

55,00% dos isolados de EtLWinia, P.õe.udomonM e Xan:thomonM, respectivamente. 

As condições que influíram na produção de bacteriocinas foram em primeiro 

lugar a composiçao do meio de cultura, seguindo-se a viscosidade do meio, 

o tempo de incubação da amostra produtora e a concentraçao de agar no meio

da cultura. Tratamento com luz ultravioleta (253 nm) levou com apenas 

uma exceção ao aumento na produção de bacteriocinas. Tratamento com bro

meto de etÍdio levou à perda da capacidade de produção de bacteriocinas; 

por outro lado, temperatura elevada foi incapaz de eliminar essa capacida-

de. Tratamento com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta (360 nm) acarre-



.xi. 

tou a diminuição do halo de inibição produzido pelas bacteriocinas em a-

mostras sensíveis. Não se detectou relação entre capacidade bacteriocino-

gênica, resistência a drogas, planta hospedeira e local de origem dos iso

lados. 
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FACTORS ACTING ON BACTERIOCIN PRODUCTION 
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Prof. Dr. João Lúcio de Azeved.o 

- Adviser -

.xii. 

The present research has been carried out to analyse 

phytopathogenic bacteria of genus EJr.WiMa, PleudomonM and XanthomonM 

under optimun conditions for bacteriocins production. It was the aim 

also to evaluate the loss of bacteriocin production and the 

determination of drug resistance natural level. 

Bacteriocin were produced by 70.96% of EtwJiMa, 82. 75% 

ofi PleudomonM and 55,00% of XanthomonM isolates. It has been shown 

that the medium composition was relevant for bacteriocins production, 

followed by medium viscosity, sample incubation time and the amount of 

agar added to the medium. Ultraviolet light (253 nrn) treatment have 

increased bacteriocin production except for a single sample. Ethidium 

bromide treatment caused loss of bacteriocin production and high 



.xiii. 

ternperature was not able to eliminate this capacity. 8-rnethoxypsoralen 

plus ultraviolet light (360 nm) treatment have decreased inhibition zone 

in test with sensitive bacteria. It was not possible to detect a 

relation among the bacteriocin production, drug resistance, host plant 

and isolate origin. 



l. INTRODUÇJ'\O

Bacteriocinas sao substâncias produzidas por muitas esp� 

cies bacterianas. Essas bacteriocinas atuam sobre linhagens relaciona-

das ou mesmo, em alguns casos de espécies e generos diferentes. As bacte-

riocinas embora apresentando certas semelhanças com os bacteriófagos sao 

distinguíveis destes, pois não se autoduplicam no organismo hospedeiro. 

Os determinantes genéticos para produção de bacterioci 

nas, localizam-se em elementos extra cromossômicos denominados plasmí-

dios bacteriocinogênicos ou simplesmente Ba�. Tais fatores sao passi-

veis de transferência para outras células através de conjugação,transfor

maçao ou transdução e sao eliminados por tratamentos com agentes curage-

nicos. 

Produção de bacteriocina por bactérias fitopatogênicas tem 

sido pouco estudada; por esse motivo, o objetivo de nosso trabalho foi 

justamente em primeiro lugar, verificar a produção de tais substâncias 

por espécies de EJU{),Í,n,ea, P1.>e.udomonM e Xanthomona-6 patogênicas ã plantas. 
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A partir de isolados produtores objetivou-se estudar: 1) as melhores con

dições para a produção de bacteriocinas tais como o meio de cultura ideal, 

tempo de incubação, viscosidade do meio e indução por luz ultravioleta, 

(253 nm); 2) eliminação do plasmÍdeo Ba� com o agente de cura brometo de 

etídio ou por tratamento com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta lon 

ga (360 nm); 3) determinação do nível de resistência natural de bacte-

rias fitopatogênicas frente a drogas antimicrobianas e relacionamento da 

produção de bacteriocinas com essa resistência e com as plantas 

deiras é seu local de origem. 

hospe-
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2. REVI$AO BIBLIOGRAFICA

O estudo das bacteriocinas iniciou-se em 1925 quando GRA-

TIA, analisando linhagens de E�chvu_ch,;_a coü observou que a linhagem 

E. coü V produzia urna substância que inibia o crescimento de E. coü �

FREDERICQ em 1946, realizou observações semelhantes em outras linhagens 

de E. coü e, essa substância inibitória foi chamada colicina (GRATIA e 

FREDERICQ, 1946). O mesmo fenômeno foi observado em outros generos e es

pécies bacterianas corno Sh.,i,gei.1,a (FREDERICQ, 1948a; FASTER,1949), E.6neu.n

cüi (FREDERICQ, 1947), Saimonel.1,a (FREDERICQ, 1952a) e M-lCJtococcM (HEALEY 

e DOERY, 1951; LOEB et alii, 1950). Diante de tal fato, JACOB et alii 

(1953a) propuseram o termo geral de bacteriocina e, de acordo com o gêne

ro ou a espécie produtora as bacteriocinas receberam denominações especí

ficas corno por exemplo colicina (E. coü), piocina (P�eudomonM pyocyanea), 

megacina (BacillM mega,teJu,wn), estafilococcina (StaphylococcM aMeM) e 

agrocina (AgnobacteJu,um nacli__obacten). Atualmente, devido talvez ao alto 

grau de especificidade, a nomenclatura das bacteriocinas baseia-se na es

pécie do organismo hospedeiro (BRADLEY, 1967) e ê codificada segundo FRE-
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DERICQ (1948b) onde, o tipo de bacteriocina produzida ê precedido pela 

designação da linhagem. Dessa forma, colicina CA 23-D significa colici

na tipo D produzida por E. �oli CA 23. 

A definição original de bacteriocina dada por JACOB et 

alii (1953a) como "proteínas do tipo colicina caracterizada por bioss{nt!!!_ 

se letal, atividade intraespec{fica e adsorção a receptores especificas" 

foi sendo ampliada com o passar dos tempos uma vez que novos dados permi

tiram um melhor conhecimento de tais substâncias com relação principalme_:: 

te à composição química, características físicas, estruturais, genéticas 

e imunológicas, especificidade e sensibilidade. 

Atualmente nao se tem uma definição precisa para bacte-

riocinas e TAGG et alii (1976) afirmaram que seria ilusório tentar-se ela 

borar uma definição devido ã grande diversidade dessas substâncias. 

Com relação a composiçao química, as bacteriocinas apre

sentam-se variãveis, podendo constituírem-se de proteínas, carboidratos, 

lipídios ou nucleotÍdeos e, tal variabilidade e observada ate mesmo den

tro da mesma espécie, uma vez que, a mesma bactéria pode produzir difere_:: 

tes bacteriocinas. Dentre as bacteriocinap constituídas quimicamente de 

proteínas encontram-se a butiricina (ADAMS, 1959; CLARKE et alii, 1975), 

cloacina (DE G RAAF et alii, 1968; 1970), colicina D (TIMINIS, 1972), coli_ 

cina E1 (SCHWARTZ e HELINSKI, 1968; 1971), colicina E2 (MAEDA e NOMURA, 

1966; HERSCHMAN e HELINSKI, 1967), colicina E3 (MA ED A  e NOMURA, 1966; 

HERSCHMAN e HELINSKI, 1967), colicina I (KONISKY e RICHARD, 1970), coli-
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cina K (AMANO et alii, 1958; GOEBEL e BARRY, 1958; HINSDILL e GOEBEL, 

1964; 1966), colicina ML (JACOB et alii, 1952), colici n a  V (DEPOUX e 

CHABBERT, 1953), enterococcina (BROCK et alii, 1963), estafilo coccina 

(BARROW, 1963; HSU e WISEMAN, 1967), fluocína (HAMON, 1956), megacina A 

(HOLLAND, 1961; MARJAI e IVÃNOVICS, 1962; HOLLAND e ROBERTS, 1964), meg� 

cína C (HOLLAND, 1961), mícrococcína (HEATLEY e DOREY, 1951), míracína(J!'.. 

SAITIS, 1970; GOEBEL, 1973), perfringocina (ADAMS, 1959), piocina (JACOB, 

1954;,HAMON, 1956; HOMMA e SUZUKI, 1964; HOMMA et alii, 1968;KLEINSCHMIDT, 

1968), salmonellicína (HAMON, 1955) e bacteríocinas de especíes fitopat� 

gênicas de Ph�udomonM, Cotin�bac.-t�túum e Ag�obacxwum ( OKABE e GOTO, 

1963). Dentre as constituídas por lipocarboidrato-proteína salientam-

-se a colicina A (BARRY et alii, 1963; 1965), colicina E2 (REEVES,1963),

colicina K (GOEBEL et alii, 1955; LATARJET e FREDERICQ, 1955; GOEBEL,1962), 

colícina SG (NUSKE et alii, 1957), colicina V (HUTTON e GOEBEL,1961;1962), 

estafilococcína (GAGLIANO e HINSDILL, 1970), estreptocina (SCHLEGEL e SLA 

DE, 1972), lactocina (UPRETI e HINSDILL, 1973, 1975), morganocina (SMIT 

et alii, 1968), perfringocina (TUBYLEWICZ, 1968) e piocína (HOMMA et alii,

1958; 1963; HOMMA e SUZUKI, 1964; 1966). Exemplo de bacteriocína consti

tuída de nucleotÍdeo de adenina e o da agrocina 84 (ROBERTS et alii,1977).

As bacteríocínas constituídas de lipopolíssacarídeo - pro-
' 

teína geralmente encontram-se associadas ao antígeno somático O e, anâlí 

ses posteriores efetuadas com algumas dessas bacteríocínas levou os auto

res a separarem como protêica a sua parte funcionalmente ativa. Desta fo.E:_ 

ma, talvez, outras bacteriocinas posteriormente, sejam também englobadas 

apenas nas bacteriocinas protêicas. Cerecina (GÃAL e IVÁNOVICS, 1972) e 
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megacina A (OZAKI et alii, 1966) apresentam atividade enzimática semelhan 

te ã fosfolipase A. 

Estudos realizados ao nível de microscopia eletrônica de

monstraram que muitas bacteriocinas apresentam-se semelhantes a bacterió 

fagos defectivos completos ou incompletos. Tal fato foi observado com 

boticina (INOUE e IIDA, 1968; LAU et alii, 1974), cloacina (BRADLEY,1967), 

colicina 15 (ENDO et alii, 1965; FRAMPTON e BRINKLEY, 1965; MENNIGMANN, 

1965; SANDOVAL et alii, 1965), colicina H (BRADLEY e DEWAR,1966; BRADLEY, 

1967), estreptocina (BRADLEY, 1967), fluocina (BRADLEY, 1967), monocina 

(BRADLEY e DEWAR, 1966; HAMON e PfRON, 1966; BRADLEY, 1967), piocina (KA

GEYAMA e EGAMI, 1962; KAGEYAMA, 1964; ISHII et alii, 1965;HIGERD et alii, 

1967; HOMMA e SHIONOYA, 1967; HOMMA et alii, 1967; ONISHI, 1969; TAKEYA 

et alii, 1969), subtilicina (IONESCO et alii, 1964; SEAMAN et alii, 1964; 

BRADLEY, 1965; STICKLER et alii, 1965; OKAMOTO et alii, 1968), vibriocina 

(JAYAWARDENE e FARKAS - HIMSLEY, 1968) e bacteriocina de Rh-í.,zobium lupin,é 

(VIDAVER et alii, 1972). 

Devido a diversidade das bacteriocinas, BRADLEY (1967) as 

dividiu em dois grupos. No primeiro grupo colocou as bacteriocinas de 

baixo peso molecular e no segundo grupo englobou as de alto peso molecu-
' 

lar e de morfologia semelhante a bacteriôfagos. 

Apesar dessas semelhanças morfológicas observadas em m1-

croscop10 eletrônico e outras como estabilidade, especificidade,etc,bact� 

riocinas e bacteriÕfagos são entidades distintas uma vez que os fagos po� 

suem determinantes genéticos para sua auto-replicação em organismos sus-
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ceptíveis, lisam a célula hospedeira e sao transmitidos em série, o que, 

não ocorre com as bacteriocinas (revisões de FREDERICQ, 1957; BRADLEY, 

1967; NOMURA, 1967; KAYSER, 1969; REEVES, 1972; HARDY, 1975; TAGG et ali½ 

1976). 

O mecanismo de açao das bacteriocinas, segundo HOLLAND e 

HOLLAND (1970), ocorre em dois estágios. No primeiro passo forma-se o 

complexo I que envolve a interação física da bacteriocina com o receptor 

específico da célula susceptível, e, nessa forma a bacteriocina não causa 

mudanças bioquímicas detectáveis. O segundo estagio, o qual é dependente 

de muitos fatores, resulta na expressão dos efeitos bioquímicos na supe_E. 

fície da célula e a nível intracelular. PLATE e LURIA (1972) sugerem me 

canismo semelhante. 

A interação física decorrente da presença de receptores 

na célula sensível foi primeiramente observado por MAEDA e NOMURA (1966) 

e a localização de tais receptores pode ocorrer n a  parede ce lular 

(WELTZIEN e JESAITIS, 1971; SABET e SCHNAITMAN, 1971, 1973; BRAUN e WOLFF, 

1973; DI MASI et alii, 1973), na membrana citoplasmatica(SMARDA e TAUBE

NECK, 1968; BHATTACHARYYA et alii, 1970; ELLISON e KAUTTER, 1970; SABET 

e SCHNAITMAN, 1971; SMARDA e LANEK, 1971; JETTEN e VOGELS, 1972b; 1973a; 

TAKAGAKI et alii, 1973) ou em regiões onde a membrana citoplasmática está 

em Íntimo contato com a parede celular (SABET e SCHNAITMAN, 1973). 

A composiçao química dos receptores pode ser protêica 

(BRAUN e WOLF F ,  1973; SABET e SCHNAITMAN, 1973; BRAUN et alii, 1974) ou 

lipopolissacarÍdica (GUTERMAN e LURIA, 1969; CHANG e HAGER, 1970). TAGG 
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et alii� (1976) sugerem que devido ã diversidade de composição e estrutu 

ra das moléculas de bacteriocinas, parece plausível que receptores de di

ferentes bacteriocinas sejam de composição diferente e se localizem em lo 

cais diferentes. 

Com relação ã especificidade de adsorção, ANASTESIO et

alii (1971) e DAJANI e WANNAMAKER (1973) observaram adsorção altamente es 

pecífica para boticina e estafilocina respectivamente, enquanto, GAGLIANO 

e HINSD]LL (1970), JETTEN � VOGELS (1972a) e UPRETI e HINSDILL(l973;1975) 

não obtiveram o mesmo resultado para estafilocina e lactocina. 

Uma vez a bacteriocina adsorvida ao receptor (complexo I), 

inicia-se o desenvolvimento do segundo estágio que é bastante influencia

do pela temperatura, Íons, energia e meio de cultura (HOLLAND,1977). NO-

MURA (1963; 1964), LURIA (1964) e MAEDA e NOMURA (1966) sugerem que a

bacteriocina permanece adsorvida ao sítio receptor e a partir daí, envia 

um estímulo atraves de um sistema de transmissão,possivelmente localizado 

na membrana citoplasmática, o qual atinge o alvo bioquímico. Esse meca

nismo envolve portanto uma ação indireta da bacteriocina e diversas eta

pas entre adsorção e a ação final no alvo. Para explicar esse mecanismo, 

os autores propoem que os alvos possuem conecçoes físicas com a 

citoplasmática ou, sao partes integrantes da mesma. 

membrana 

CHANGEUX e THIERY (1967) sugerem que apôs a adsorção, as 

moléculas de bacteriocinas induzem mudanças conformacionais nas unidades 

protomericas que se propagam sequencialmente através da membrana celular. 

Essa hipÕtese foi confirmada por CRAMER et alii (1973) e JETTEN e VOGELS 
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(1973 b), utilizando fluoresceina, porem, foi colocada em dúvida por SMAR-

DA (1975). 

O método de penetraçao das moléculas de bacteriocinas 

ainda nao estã elucidado, porém, alguns autores sugerem diferentes meca

nismos. Para HOLLAND (1977) a entrada pode ser efetuada através de ca

nais superficiais do tipo descrito por BAYER (1968) ou por degradação lo

calizada da membrana através da atividade de fosfolipase de algumas bact� 

riocinas. Para CAPALDI e GREEN (1972), a penetração das moléculas ocorre 

através do deslocamento lateral de regiões ricas em polipeptÍdeos que exi� 

tem intercaladas com a matriz fosfolipÍdica da membrana celular. Tal des

locamento levaria ã formação de um canal relativamente hidrofílico por on 

de passaria a molécula de bacteriocina. 

Após a penetraçao ou translocação de toda ou de urna parte 

da molécula de bacteriocina, ocorre a formação do complexo II que culmina 

com a interação da bacteriocina e seu alvo, alterando-o e acarretando a 

morte celular. 

As bacteriocinas atuam atingindo diferentes alvos, ou se-

j a' inibindo a síntese de DNA, RNA e proteínas: colicina A ( N A GEL DE 

ZWAIG, 1969), colicina B (ARIMA et alii
., 

1968), colicina E 1 (JA COB et 

alii
., 

1952), colicina I (LEVISOHN et alii
., 

1968), colicina K (NOMURA e 

NAKAMURA, 1962; NOMURA, 1963; FIELDS e LURIA, 1969), enterococcina (KRA

MER e BRANDIS, 1975), estafilococcina (DAJANI et alii
., 

1970b; JETTE N e 

VOGELS, 1972b; HALLE e HINSDILL, 1975), estreptococcina (TAGG et alii
., 

1973; SCHLEGEL e SLADE, 1974) e piocina (JACOB, 1954); inibindo o meta-
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bolismo do DNA: colicina E2 (NOMURA, 1963; 1964; REYNOLDS e REEVES, 1963; 

1969; NOMURA e MAEDA, 1965; HOLLAND e HOLLAND, 1970), megacina C (HOLAND, 

1963; 1965) e pesticina (ELGAT e BEN-GURION, 1969); inibindo a síntese 

protêica: colicina E3 ( NOMURA, 1963; 1964) e lactocina (UPRETI e HINSDILL, 

1975); afetando a membrana citoplasmãtica: butiricina (CLARK.E e MORRIS, 

1976), enterococcina (DAVIE e BROCK, 1966a) e megacina A ( IVÃNOVICS et 

alii
> 

1958; HOLLAND, 1961; 1962) ou afetando a parede celular: perfringo

cina (MAHONY et alii
> 1971). 

-

A açao mortal da maioria das bacteriocinas como um proce� 

so de um Único toque ("single-hit") foi primeiramente demonstrado em E. 

c_oü ML por JACOB et alii (1952) e confirmado "a posteriori" por NOMURA 

(1963), KAGEYAMA (1964), NOMURA e MAEDA (1965) e REEVES (1965). Hipótese 

inversa sugerindo que a morte celular ocorre através de múltiplos toques 

foi enfatizada por FREDERICQ (1952b) e FREDERICQ e DELCOUR (1953). 

Uma unidade letal (quantidade de moléculas necessárias p� 

ra matar uma célula sensível) pode corresponder a apenas uma molécula de 

bacteriocina como observado com colicina (JACOB et alii
> 

1952; REEVES, 

1965; 1972; CRAMER e PHILLIPS, 1970; PLATE e LURIA, 1972), estafilococci

na (JETTEN e VOGELS, 1974), estreptococcina ( SCHLEGEL e SLADE,1973), meg� 

cina (HOLLAND, 1961; 1965) e piocina (JACOB, 1954) ou, a muitas molécu-

las como detectado com cloacina (DE GRAAF et alii
> 

1969), colicina ( MAE

DA e NOMURA, 1966) e piocina (KAGEYAMA, 1964; KAZIRO e TANAKA, 1965). 

Com o intuito de conciliar a morte da célula sensível pe

la açao de um sô toque com muitas moléculas de bacteriocinas (cloacinas), 
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DE GRAAF et alii (1969) sugerem que cada molécula adsorvida tenha igual, 

porem baixa probabilidade de matar a célula, ou que, alguns receptores 

nao possuem capacidade de iniciar o evento letal, ou ainda que, algumas 

preparaçoes incluem proporções de moléculas inativas. 

A bactéria bacteriocinogênica sobrevive a bacterioci-

na homóloga devido à presença de uma imunidade específica. Essa imunida

de ê diferente de resistência uma vez que a bacteriocina adsorve aos re

ceptores da célula imune (MAEDA e NOMURA, 1966; LEVISOHN et aliiJ 1968; KO

NISKY e COWELL,  1972). De acordo com KAYSER (1969 ), a bactéria produto

ra de bacteriocina possui um gene capaz de codificar a síntese de uma 

substância que inativa o estímulo produzido pela bacteriocina e NOMURA 

(1963) sugere que urna "substância imune" interfere no mecanismo de trans 

missao. 

OCHI et alii (1971) observaram que imunidade ã megacina 

A-216 ocorre devido à presença de um inibidor protêico que atua por dimi

nuiçao da taxa de "tu.mover" da enzima fosfolipase. Imunidade a hemolisi 

na foi atribuída ao ãcido teicÕico (DAVIE e BROCK, 1966b). Na bactéria 

colicinogênica E3 - W3110 extraiu-se uma proteína que bloqueia a açao da 

bacteriocina "in vitro" (JAKES et aliiJ 19 74; SIDIKARO e NOMURA, r 197 4; 

BOWMAN et alii (1971). Para TAGG et alii (1976) a imunidade decorre da 

formação de um complexo entre a bacteriocina e sua proteína de imunidade 

específica. 

A primeira análise da base genética da bacteriocinogenici_ 
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quais 

sugeriram que os genes responsáveis pela produção de colicina E1 locali

zam-se em um elemento extracromossômico. Os trabalhos de ALFOLDI et alii

(1958) e JACOB e WOLMAN (1958) colocando o fator Cal E 1 como epissomo não 

foi confirmado por CLOWES (1963) o qual sugere que fator E 1 e outros fato 

res colicinogênicos são melhor definidos como plasmídio do que epissomo 

ate que seja demonstrada uma associação mais direta desses elementos com 

o cromonema bacteriano. REEVES (1965) também sugere que se coloque o fa

tor Bae, como plasmídio uma vez que não hã evidências de integração ao cro 

monema bacteriano. 

Muitas anãlises foram realizadas e a maioria dos resulta 

dos indicaram tratar-se de um plasmÍdio porem, KAGEYAMA (1970a,b) sugere 

que o determinante genético da aeruginocina tipo R de P. aeJtuginola PAO 

localiza-se no cromonema bacteriano e CHENGAPPA e CARTER (1977) postulam 

que o elemento genético responsável pela produção de bacteriocina em PM

t�UJLrua muLtouda pode estar localizado no próprio cromonema. 

O plasmídio bacteriocinogênico e constituído por DNA (SIL 

VER e OZEKI, 1962; OZEKI, 1965) e analises ao microscópio eletrônico e em 

gradiente de densidade revelam constituir-se de DNA bicatenãrio e circu-

lar (ROTH e HELINSKI, 1967; BAZARAL e HELINSKI, 1968a,b; 

CLEWELL, 1971). 

HELI N SKI e

Com relação ao peso molecular, HARDY (1975) dividiu os 

plasmÍdios bacteriocinogênicos em dois grupos. O primeiro, compreende 

plasmÍdeos pequenos (10 5 
- 10 6 daltons) e o segundo grupo inclue plasmí

dios maiores (10 7 - 10 8 daltons). Muitas características genéticas e fi-
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siolÕgicos estao intimamente relacionadas com essa divisão, ou seJa, ape-

nas os plasmídios maiores são auto-transferíveis por 
. 

-

conJ ugaçao e ex1.s-

tem em poucas cópias por celula enquanto os menores necessitam ser media 

dos por outros plasmídios na conjugação. 

OZEKI et alii (1962), SMITH et alii (1963) e STOCKER et

alii (1963) estudando a capacidade de transferência do fator Cal através 

de conjugação, tambem observaram que existem dois tipos de plasmÍdios o 

primeir� compreendendo os plasmídios infecciosos (Cal V, B e I) e o seguE_ 

do tipo não infecciosos (Cal E 1, E2 e K), porem podendo ser transferi

dos quando em conjunto com um plasmÍdio mobilizador. 

A produção de bacteriocina pode ser profundamente afetada 

pelas condições de culturas como temperatura (LACHOWICZ, 1965; FOULDS e 

SHEMIN, 1969; VIDAVER et alii, 1972; TAGG et alii, 1975; 1976; ECHANDI, 

1976; GROSS e VIDAVER, 1978; 1979), pH  (GOEBEL et  alii, 1955; TAGG et

alii, 1973), viscosidade do meio (MATSUSHITA et alii, 1960; HOLLAND e 

ROBERTS, 1964; LACHOWICZ, 1965; JONES e EDWARDS, 1966; ATKINSON, 1967; 

GAGLIANO e HINSDILL, 1970; TRUST, 1970; BOTTONE et alii, 1971; JETTEN et

alii, 1972; VIDAVER et alii, 1972; GROSS e VIDAVER, 1978), composição do 

meio (JACOB et alii, 19,52; RAMON, 1955; ALFOLDI, 1958; MATSUSHITA et alii,

1960; BRUBAKER e SURGALLA, 1961; HERTMAN e BEN-GURION,1958; BEPPU e ARRI

MA, 1967; ROGERS, 1972; 1973; HALE e HINSDILL, 1973; CLARKE et alii,1975;

SCHWINGHAMER, 1975; GROSS e VIDAVER, 1978; 1979; HIRSCH, 1979), 

(GÁAL e IVÃNOVICS, 1972; JETTEN et alii, 1972) e fase do ciclo de 

aeraçao 

cresci 

mento (ANACKER e ORDAL, 1959; DAJANI e WANNAMAKER, 1969; SCHLEGEL e SLADE, 
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1973; CLARK.E et alii, 1975). 

A liberação de bacteriocina por linhagens bacteriocinogê

nicas pode ser aumentada com a utilização de agentes de indução. Através 

de irradiação com luz ultravioleta observou-se maior produção de aerugi

nocina (RAMON et alii, 1961), carotovoricina (RAMON e PERON, 1961b), elo� 

cina (RAMON e PERON, 1963b), clostocina (RONGO et alii, 1968), colicina 

(JACOB ftt alii, 1952; FREDERICQ, 1957; 1963; SANDOVAL et alii,1965; MEYER 

et alii, 1976), fluocina (RAMON et alii, 1961), marcescina (RAMON e PERON, 

1961a), megacina (IVÃNOVICS e ALFOLDI, 1957; IVÃNOVICS e NAGY, 1958; 

HOLLAND e ROBERTS, 1964; OZAKI et alii, 1966), monocina (RAMON e PERON, 

1962, 1963a) pesticina (BEN-GURION e HERTMAN, 1958; RERTMAN e BEN-GURION, 

1958; BRUBAKER e SURGALLA, 1961), piocina (JACOB, 1954; HAMON,1956; HAHON 

et alii, 1961) e bacteriocinas de C. michiganen�e (ECRANDI, 1976),de P�e!!:-_ 

domonM fitopatogênicas (VIDAVER et alii, 1972; CUPPELS et alii, 1978) 

e de Rhizobium (LOTZ e MAYER, 1972). Utilizando-se mitomicina C obte

ve-se maior liberação de clostocina (RONGO et alii, 1968), colicina(JACOB 

et alii, 1952; 1953b; RELINSKI e HERSCHMAN, 1967; MAC PHEE, 1970), megaci_ 

na (OZEKI et alii, 1966) e bacteriocina de C. michlgane�e(ECRANGI,1976). 

Outras substâncias também induzem a liberação de bacteriocinas como azase 

rina (MEYER et alii, 1976), cloranfenicol (BEN-GURION, 1970; KENNE DY, 

1971), cloreto de calcio (BRUBAKER e SURGALLA, 1961; CHANGAPPA e CARTER, 

1977) e perÕxido de hidrogênio (LWOFF et alii, 1952; JACOB et alii,l953b;

BRADLEY, 1967). SENIOR (1968) obteve indução por choques de temperatura. 
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O plasmídio bacteriocinogênico geralmente e estável po

rem, ocasionalmente pode ser perdido espontaneamente. Atraves da utiliza 

ção de agentes de "cura" pode-se acelerar sua eliminação. 

Na definição original de bacteriocinas, JACOB et alii,

(1953a) postularam sua ação como intraespecífica, porem,hoje tem-se inúme 

ras informações de atividade bacteriocinogênica entre especies e generos 

diferentes. Nas revisões de REEVES (1965; 1972) e de TAGG et alii (1976) 

observa-se que esse amplo espectro de atividades abrange ate mesmo espe

cies pertencentes a diferentes famílias. 

Tipagem de bactérias tem sido efetuada com base na capac� 

dade de produção e sensibilidade a bacteriocinas em ChoncÍJLococcl.ló (ANAKER 

e ORDAL, 1959), Clo�bu..cüum (MAHONY, 1974), Coll.Â,nebactVLium fitopatogêni

ca (ECHANDI, 1976; GROSS e VIDAVER, 1979), P�eudomonM fitopatogênicas(V! 

DAVER et alii, 1972), SaünoneUa (FREDERICQ e LEVINE, 1947), Svuwtia 

(KUWABARA et alii, 1977), ShigeUa (FREDERICQ e LEVINE, 1947; 

SHANNON, 1958), Staphylococcl.ló (IVANOV, 1970) e SbLeptococcM 

et alii, 1970; KEKESSY e PIGUET, 1971; SHARMA et alii, 1976; 

et alii, 1978). 

ABBOT e 

(TZANNETIS 

SADATSUNE 

O papel das bacteriocinas na regulação de populações di

nâmicas em vários ecossistemas tem sido observado e, uma possível base pa

ra essa hipótese e que as bacteriocínas devem preencher alguma função vi-
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tal uma vez que possuem distribuição universal e sobreviveram as pressões 

evolutivas (TAGG et alii, 1976). REEVES (1965; 1972) sugeriu que os 

receptores possivelmente possuam uma função alternativa, ou seja, cons-

tituem um sistema de reconhecimento relacionado ao potencial de fertilida 

de cruzada de diferentes linhagens. 

Evidências que as bacteriocinas possuem algum papel em 

interações microbianas na natureza foram apresentadas por SHERWOOD et alii 

(19'49) ,. HALBERT e SWICK (1950), HALBERT et alii (1954; 1957), BRAUDE e 

SIEMIENSKI (1965) e GUZE et alii (1969) através de prevenção de infecções 

experimentais em animais utilizando bactérias bacteriocinogênicas ativas 

contra as bactérias patogênicas. HALBERT (1948a,b), FREDERICQ e BETZ-BA

REAU (1948), FREDERICQ et alii (1949), FREDERICQ (1950) observaram que a 

frequência de bactérias produtoras de colicinas ativas contra Slúg elía e 

Sa1.mon�Ua é maior em indivíduos doentes do que em são sugerindo portanto 

algum papel regulador das bacteriocinas. 

Com relação ao controle de doenças em plantas causadas 

por bactérias fitopatogênicas alguns trabalhos também foram efetuados por 

KERR (1972), NEW e KERR (1972), HTAY e KERR (1974), KERR e HTAY (1974) e 

MOORE (1979) através da utilização de A. �acüobacteJL não patogênica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3. l. Amostras bacterianas

Foram utilizadas 81 amostras de bactérias fitopatogênicas, 

sendo que 61 foram isoladas e classificadas até generos a partir 

de hortaliças infectadas e 20 foram cedidas por outras instituições. Tais 

amostras acham-se discriminadas na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Procedência das amostras bacterianas. 

Amos- T a x o n o m i a 
tras 

1 E. c_Mo.tovoJta

2 E. c_Mo.tovofta

3 EJu.lJ,lvu,a .6 p 
4 Ef1.Wivu_a .6 p 
5 EJu.1Jivu,a .6 p 
6 E'1.Wivu,a .6 p 
7 EJu.1Jivu,a .6 p 
8 Ef1.Wivu_a .6 p 
9 Ef1.Wivu_a .6 p 

10 E'1.Wivu,a .6 p 
11 Ef1.Wivu_a .6 p 
12 Ef1.Wivu_a .6 p 
13 Ef1.Wivu_a .6 p 
14 Ef1.Wivu_a .ó p 
15 Ef1.Wivu_a .ó p 
16 E'1.W,lvu,a .ó p 
17 Ef1.Wivu_a .6 p 
18 EJu.1Jivu,a .6 p 
19 E'1.Wivu,a .6 p 
20 EJu.1Jivu,a .ó p 
21 E'1.Wivu,a .ó p 
22 Ef1.Wivu_a .ó p 
23 E'1.Wivu,a .6 p 
24 Ef1.Wivu_a .ó p 
25 EJu.1Jivu,a .ó p 
26 E'1.Winia .ó p 
27 E Ju.lJinia .ó p 
28 E'1.Winia .ó p 
29 E'1.Wivu,a .ó p 
30 EJu.1Jivu,a .ó p 
31 E'1.W,lvu,a .ó p 
32 P. uc_hoMÜ
33 P. cü.nil/ti 6ic_an.6
34 P. gMc_e..ae..
35 P. .õo.tanac_e..Mu.m
36 P. .óolanac_e..Mum
37 P. .õo.tanac_e..Mu.m
38 P. .óo.tanac_e..aJt.u.m
39 P. .6 ynxan.tha
40 P. .õytu..ngae..
41 P.õe..udomonM .óp

P r o c e d e n c 1 a 

KIMATI (ESALQ - Piracicaba) 
SCROTH (Univ. California - U.S.A.) 
MALOZZI (Inst. Biológico - São Paulo) 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
São ·Paulo 
são Paulo 
São Paulo 
Campinas 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Leme 
Piracicaba 
Piracicaba 
são Paulo 
Rio Claro 
São Paulo 
Campinas 
são Carlos 
são Carlos 
São Carlos 
Capão Bonito 
Piracicaba 
são Paulo 
Capão Bonito 
LOURES (U.F. - Viçosa) 
I. Z. (ESALQ - Piracicaba)
LOURES (U.F. - Viçosa)
MALOZZI (Inst. Biológico - São Paulo)
I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro)
I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
LOURES (U.F. - Viçosa)
Piracicaba

- Continua -



Tabela 1 - Continuação. 

Amos
.tras 

42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 
76 
77 
78 
79 
80 
81 

T a x o n o m 1 a 

P.óe.udomonM .óp 
P.óe.udomonM .óp 
P.óe.udomonM .óp 
P.óe.udomonM .óp 
P-6 e.udomo na.ó -6 p
P.óe.udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P-6 e.udomo na.ó -6 p
PM_udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P -6 e.udomo na.ó -6 p
P.óe.udomonM .óp
P.óe.udomonM .óp
P-6 e.udomo na.ó -6 p
P -6 e.udomo na.ó -6 p
P-6 e.udomo na.ó -6 p
X. c.ampe.-6.:tfu,ó
X. c.ampe.-6�
X. manihow
X. manihoti-6
X. pM.óifrf_oMe.
X. vMic.o.:t.of[Á_a
X. ve..óic.o.:t.of/Á_a
XanthomonM .óp
Xanthomo na.ó -6 p
Xan:thomonM .óp
Xan:thomonM 1.,p
XanthomonM .óp
Xanthomonaf., 1.,p
Xan:thomo nM -6 p
Xanthomo nM -6 p
Xanthomo nM -6 p
XanthomonM .óp
XanthomonM .óp
XanthomonM .óp
Xanthomo nM -6 p
A. :tume.6Mc.ie.n-6

P r o c e d e n c 1 a 

São Paulo 
São Paulo 
Piracicaba 
são Paulo 
são Paulo 
Campinas 
Campinas 
Campinas 
Piracicaba 
Leme 
Leme 
São Paulo 
Rio Claro 
são Carlos 
Capão Bonito 
Capão Bonito 
Rio Claro 
são P aulo 
Capão Bonito 
LOURES (U. F. - Viçosa) 
MALOZZI (Inst. Biológico - São Paulo) 
LOURES (U.F. - Viçosa) 
MALOZZI (Inst. Biológico - São Paulo) 
LOURES (U.F. - Viçosa) 
AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro) 
AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro) 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Piracicaba 
Rio Claro 
Piracicaba 
LOURES (U.F. - Viçosa) 
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3.2. Meios de cultura e soluções 

meio. 

de meio. 

3.2.1. Caldo Nutriente (NL) 

Nutrient broth (Difco) . . . 

Ãgua destilada esterilizada. 

3.2.2. Nutriente Agar (NA) 

. . 8,0 g 

. 1000 ml 

Caldo nutriente adicionado de 15,0 g de ãgar por litro de 

3.2.3. Nutriente ãgar semi-sõlido 

Caldo nutriente adicionado de 7 ,5 g de agar por litro 

3.2.4. Meio 0 3 (para isolamento de EtwJin,i,a) 

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970). 

Sacarose . 10,0 g

Arabinose. 10,0 g

Caseína ácida hidrolisada. 5,0 g 

LiCl. . . . . . . . . . 7,0 g 

NaCl . 5,0 g 

Glicina. . . . . 3,0 g 

MgS04 . 7H20. . . . . 0,3 g 



Dodecil sulfato de sodio. 

Azul de bromotimol . . • . 

Fucs ina ãcida. . . . . . . . . . . . . . . 

Ãgar . .  

Ãgua destilada esterilizada 

pH 6,9 - 7,1 

-3.2.5. Meio D 4 (para isolamento de P�eudomoncu)

0,1 

0,05 

0,06 

0,1 

15,0 

1000 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970) 

Sacarose 

Glicerol 

Caseína hidrolisada 

NH4Cl. . 

Na2HP0 4 . .  

Dodecil sulfato de sodio. 

Ãgar . .  

Ãgua destilada esterilizada 

pH 6,8 

. . . . 

3.2.6. Meio D 5 (para isolamento de Xan.thomoncu) 

. 

10,0 

10,0 

1,0 

5,0 

2,3 

0,6 

15,0 

1000 

g 

ml 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

Preparado de acordo com KAD0 e HESKETT (1970) 

Celobiose . . . 

K 2HP04 (anidro) 

NaH2P04 

NH 4 Cl . 

10,0 g 

3,0 g 

1,0 g 

1,0 g 
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-

de af,-<:1,·. 

MgS04. 7H20 

Ã.ga r. . . . 

Água destilada esterilizada . 

0,3 g 

. 1000 ml 

3.2.7. Meio 523 - L1quido (para bactérias fitopatogênic<ls) 

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970) 

Sacarose. . . 

Caseína ácida hidrolisada 

K2HP04 \dll.L�.LÚ� 

MgSO,, . 7H 2 0 

Água destilada esterilizada 

pH 7,0 - 7,2 

3.2.8. Meio 523 - Semi-SÕlido 

10,0 

8,0 

/1 ,o 

L, u 

0,3 

1000 

g 

g 

)'. 

g 

g 

ml 
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Igual ao meio 523 (Ítem 3.2. 7.) com adição de apenas 7,5 g 

3.2.9. Meio 523 - Sõlido 

Meio 523 (item 3.2.7.) com a adição de 15,0 g de agar. 



3.2. 10. Meio TY agar (TYA) 

Preparado de acordo com STANGHELLINI et alii (1977) 

Bacto triptona. 10,0 g 

ExLrato Je levedura . 5,0 g 

NaCl. . . . . 5,0 

.i\gar. 15,0 g 

Agua destilaua es ter:i lizada 1000 lll l 

3.2.11. Meio TYA - Semi-s6lido 

') '\ 
. �.). 

Semelhante ao meío TYA (Ítem 3.2.10.), porem com adição de 

apenas 7,5 g de ;gar. 

3. 2.12. Meio TV - Líquido

lgual ao meio TYA (Ítem 3.2.10.), por�m sem adiç�o de agar. 

3.2.13. Meio de gelatina (para estocagem das bactêrías) 

Nutriente broth 

Gelatina. 

Ágar 

Água destilada esterilizada . . . • . • .. 

pH 7,4 

8,0 g 

5,0 g 

5,0 g 

1000 ml 



3.2.14. Solução salina 0,85% 

NaCl. . . . . • . • . . . . 8,5 g 

Água destilada esterilizada • •  

3.3. Drogas 

Ácido nalidíxico (Nx) - Winthrop Products Inc. 

Ampicilina (Ap) - Laborterâpica Bristol S.A. 

Bicloreto de mercúrio (Hgc1
2

) - E. Merck.

• 1000

Brometo de etídio (BE) - Sigma Chemical Co. 

Cefalotina sódica (Ce) - Eli Lilly do Brasil Ltda. 

Cloranfenicol (Cm) - Parke Davis Ltda. 

Eritromicina (Em) - Eli Lilly do Brasil Ltda. 

Hetacilina potâssica (He) - Laborterâpica Bristol S.A. 

8 - Metoxipsoraleina (8-MOP) - Sigma Chemical Co. 

ml 
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Penicilina G. Potâssica (Pn) - Fontoura - Wyeth Ind. Farmac. S.A. 

Sulfato de canamicina (Km) - Laborterâpica Bristol S.A. 

Sulfato de estreptomicina (Sm) - Foutoura - Wyeth Ind. Farmac. S.A. 

Sulfato de gentamicina (Ge) - Ind. Quim. e Farmac. Schering S.A. 

Tretraciclina (Te) - Pfizer Química Ltda. 

3.4. Preparo das drogas 

A Tabela 2 apresenta os solventes utilizados no preparo 

das drogas. 
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Tabela 2 - Preparo das soluções de drogas. 

D r o g a s S o 1 v e n t e s 

Ácido nalidíxico NaOH 0,1 N 

Ampicílina Á(:rllA clPsd lada esteriliz":lda 

BiclorL!Lo de 
-

me ccurio Água destilada esterilizada 

Brometo ele etÍdeo Água destilada esterilizada 

Cefalotina sódica Água destilada esterilizada 

Cloranfeni col 1/10 Metanol e 9 / 10 
-

agua dest. esterilizada 

l�ritromicina l/ 10 Metanol e 9 / 10 
-

agua dest. esterilizaJa 

Hetacilina Água destilada esterilizada 

8-Metoxipsoraleina 1/10 Acetona e 9 /10 agua dest. esterilizada 

Penici 1 ina G potassica Água destilada es teri li zacla 

Sulfa,o de canamicina Água destilada esterilizada 

Sulfato ele estreptomicina Água destilada esterilizada 

Sulfato de gentamicina Água destilada esterili2ada 

Tetraciclina 1/10 Metanol e 9/10 agua dest. esterilizada 

3.5. Esterilização e temperatura de incubação 

Os meios ele cultura foram esterilizados em autoclave por 

15 minutos a 1 atmosfera de pressio e a 120°c. 

A temperatura de incubaçio em todos os experimentos foi de 

2s
º

c. 
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3.6. Isolamento das bacterias fitopatogênicas 

As amostras bacterianas foram coletadas a partir de hor-

taliças infectadas. Apôs desinfecção dos vegetais com alcool, .-

ª regiao 

lesada foi retirada com auxílio de espátula e pinça esterilizadas e colo-

cada em tubo de ensaio contendo solução salina esterilizada. A seguir, 

agitou-se vigorosamente e a solução foi semeada em estrias em placas con

tendo m�ios específicos para isolamento de f!/.W{_YÚa, P◊�udomonM e XanÂ:ho

monM. As placas foram incubadas por 24 - 48 h e "à posteriori" as amos

tras bacterianas foram estocadas em tubos contendo meio de gelatina. 

3.7. Identificação das bacterias 

As provas bioquímicas para identificação das bactérias fo

ram,realizadas de acordo com LOURES e GUIMARÃES (1974) e ROMEIRO (1976) e 

a classificação baseou-se nas normas de BREED et alii (1957). 

3.8. Determinaçã9 dos níveis de resistência 

Os níveis de resistência foram determinados pela técnica 

de diluição em placas (TRABULSI e ZULIANI, 1969). As placas e as solu

ções de antibióticos foram preparadas no dia do uso. 

o Em tubos de ensaio contendo 20 ml de NA a 45 C, colocou-se 
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quantidades adequadas da solução de antibiótico a fim de obter-se a con

centraçao final de l, .2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 µg da droga 

por ml de meio de cultura. Os tubos foram agitados vigorosamente para h� 

mogeneizar a mistura e seu conteúdo vertido em placas de Petri. Após soli 

dificação, as placas foram mantidas entreabertas em ambiente asséptico 

por ap1�oxi11wdamcntc 2 horas para c1i111inaç::io du umidade superfíc;al. 

As amostras bacterianas a serem ensaiadas foram i.nocula-

das em NL, incubadas por 24 horas e, após diluições apropriadas foram ino 

cuJaclas com mix11io cio n'plicador mu1tia-1(:n d(' 17 unidndes d('scrit() por 

AZEVEDO et alii (1980) nas placas contendo antibiótico. A viabilidade 

cL::is amostras foi observada inoculando-as cm NA isento ela drogn. Apôs 211 

horas de incubação observou-se o crescimento e considerou-se como nível 

dc rcsisté:;ncin n concentração ela droga imediatamente inferior àquela que 

impedia o crescimento da amostra bacteriana. 

3.9. Produção de bacteriocinas em diferentes meios de cultura 

Com a finalidade de se conhecer o meio de cultura ideal 

para p:.oa1çao de bacteriocinas, observou-se o comportamento das 81 linha 

gens em tr�s diferentes meios: NA, 523 e TYA. A técnica utilizada foi de 

COSTA (19 73). 

As amostras crescidas por 24 horas em meio 523 líquido fo-

ram replicadas para placas de Petri contendo NA, TYA ou meio 523 sólido 
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atraves do multi-replicador que permite anãlise simultânea de 17 diferen 

tes ; i_;-diagens. ApÜs 24 l10cas de incubaçUo as placas foram invectülas e 

coloi·aco 0,5 ml de clorofórmio na tampa. Decorridos 15 minutos as pla-

cm, [orai11 entreabet~tas em ambiente asséptico por 30 minutos para elimina 

çao do clorofórmio residual. 

Sobre as placas adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-sólido 

i.1 L,S
º

c previamente inoculi.lclo com 0,1 ml da c\dtura a ser ensaíndn de modo 

a obter-se uma delgada pelicula sobre as colônias mortas pelo clorofór-

nno. Tncubou-sc por 24 horas e ohs('rvou-se a presença ou ausi311ci;1 de lw-

lo de inibição ao redor das colônias inativadas. As linhagens que apre-

sentaram halo foram observadas com relnç�o ao tipo e tamanho dn co!Ônin 

e do halo de inibição. O diâmetro da linhagem produtora foi mB<lido de 

uma extremidade à outra da colônia e o halo foi medido cio bordo da colÔ-

nia à extremidade externa do halo de inibição. 

As amostras bacterianas foram todas analisadas quanto a ca 

pacidade de produção e quanto ã sensibilidade às bacteriocinas nos 3 

meios de cultivo. Efetuou-se também uma analise com as bactérias testa-

doras crescidas em NL e TY liquido e também NA e TY semi-sólido. 

3.10. Produção de bacteríocinas em meio de cultura contendo diferentes 

concentrações de âgar 

ag2r. 

Utilizou-se o meio de cultura 523 contendo 1,0 e 1,5% de 
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Linhagens bacteriocinogênicas crescidas por 24 horas em 

meio 523 líquido foram inoculadas com auxílio de alça de platina calibra

da, em placas contendo meio 523 com diferentes concentrações de agar e iE:_ 

cubadas por 24 horas. ApÕs esse tempo adicionou-se 0,5 ml de clorofÕrmio 

na tampa das placas por 15 minutos para matar as bactérias produtoras. A 

seguir entreabriu-se as placas em ambiente asséptico por 30 minutos para 

evaporação do clorofórmio residual. 

Sobre as placas adicionou-se? ml de meio 523 semi-sólido 

previamente inoculado com a linhagem indicadora e incubou-se por 24 horas. 

Posteriormente observou-se o tamanho e tipo do halo de inibição do 

crescimento. 

3.11. Produção de bacteriocinas em placas contendo diferentes quantida

des de meio 

Foram utilizadas placas de 10 cm de diâmetro contendo 10 ml 

e 20 ml de miio 523 sólido. 

A técnica para detecção do tipo e tamanho do halo de inibi 

-

çao foi a mesma descrita no Ítem 3.10. 

3.12. Produção de bacteriocinas com diferentes tempos de incubação 

Linhagens produtoras de bacteriocinas foram inoculadas em 
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meio 523 líquido e incubadas por 24 horas. "A posteriori" as culturas fo

ram convenientemente Ji luÍdas (para obter-se em média, 10 colônias por pl� 

ca) e semeadas em placas contendo meio 523 sólido. As placas foram sepa-

radas em t res grupos sendo o prime.iro conjunto incubaJo por 2L• horas ,o se 

gundo por 48 horas e o terceiro por 72 horas. 

Decorrido o tempo de incubação, as colônias fora;n mortas 

pela adição de 0,5 ml ele clorofórmio nn t.,mp'n dn plncn por 15 111irn,tos. i\ 

seguir, entreabriu-se as placas por 30 minutos para evaporação do cloro

fÕrnri o rcsiclunl. 

Sobre as colônias, adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-sÕli 

Jo previamente inoculado com 0,1 ml Ja linhagem indicadora. 

i\pÕs 2L1 ho ras de incuh.:ição obsct·vou-sc o tamanho dCl !i:1 lo 

de inibição de crescimento. Anotou-se também, o diâmetro da colônias. 

As placas onde o halo de inibição apresentou-se opaco,isto 

é, nao totalmente transparente, foram reincubadas por mais 24 horas. 

3.11. Liberação de bacteriocina em meio de cultura liquido 

i\ anÜlise da liberaç�o de bacteriocina em meio de cultu-

ra líquido foi efetuada com amostras crescidas por 24 e 48 horas 

sem aeraçao. O meio de cultura utilizado foi o 523. 

com e 

Aos tubos de ensaio contendo as linhagens bacteriocinog�ni-



cas crescidas, adicionou-se 1% de clorofÕrmio, centrifugou-se 

trou-se o sobrenadante em filtro Millipore (GSWPO 2500) para 

de eventuais células bacterianas. 

e 
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fil-

eliminação 

Em placas contendo meio 523 previamente semeado com a li

nhagem indicadora, colocou-se 0,05 ml do filtrado em concentraçoes não di 

luidas até a diluição 10- 5
• A linhagem testadora foi semeada de dois mo-

dos: no 19 caso semeou-se 0,1 ml sobre o meio de cultura e espalhou-se 

com a alça de Drigalski; no 29 caso adicionou-se 0,1 ml em meio:semi-sÕli 

do a 45°C e depositou-se na placa sobre o meio de cultivo. 

As placas foram incubadas por 24 horas e a seguir obser

vou-se a formação ou nao de halos de inibição do crescimento da amostra 

sensível no local onde adicionou-se a gota do filtrado. 

Paralelamente foram efetuados experimentos sem a adição de 

clorofÕrmio e sem a filtração. 

3.14. Indução de bacteriocinas com luz ultravioleta curta (UVC) 

3.14.1. Indução em líquido 

Linhagem produtora de bacteriocina foi inoculada em meio 

523 líquido, incubada por 24 horas e centrifugada. O sedimento foi res 

suspendido em solução salina e irradiado com luz ultravioleta (comprimeE_ 

to de onda de 253 nm) por 10, 20 e 30 segundos a 7,0 cm da fonte. Para ir 
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radiação utilizou-se lâmpada Mineralight llV Lamp, modelo UVSL 25 e placas 

com 5,0 cm de diâmetro. 

Após o tratamento, com auxílio de alça de platina calibra

da (diâmetro de 5,0 mm), fez-se 4 inoculações em placas contendo meio 523 

e incubou-se por 24 horas. A seguir submeteu-se as placas aos vapores 

de clorofórmio por 15 minutos e, após esse tempo as placas foram entrea

bertas por 30 minutos em ambiente asséptico para eliminação do clorofór

mio residual. 

Sobre as placas adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-sólido 

a 45
°

C previamente inoculado com 0,1 ml da linhagem testadora, incubou-se 

por 24 horas e mediu-se o tamanho do halo de inibição. 

Efetuou-se paralelamente um controle sem irradiação. 

3. 14.2. Indução em meio sõlido

Em placas contendo meio 523 sólido fez-se 4 inoculações da 

bactéria produtora com auxílio de alça de platina calibrada (5 mm de diâ 

metro) e incubou-se por 24 horas. Decorrido esse tempo as placas foram 

submetidas a irradiação com luz ultravioleta (253 nm) por 10, 20 e 30 se 

gundos a 7,0 cm da fonte (Minerlight llV Lamp, modelo UVSL 25). 

Após a irradiação as placas foram divididas em tres lotes. 

O primeiro lote foi imediatamente submetido aos vapores de clorofórmio 
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por 15 minutos para matar a linhagem produtora, o segundo grupo permane

ceu por 2 horas em ambiente escuro e foi depois tratado com clorofórmio e, 

0 terceiro lote permaneceu 24 h no escuro antes de ser submetido ao clo

rofórmio. 

Entreabriu-se cada placa por 30 minutos,adicionou-se 5 ml 

de meio 523 semi-solido inoculado com a linhagem testadora e incubou-se 

por 24 horas. Posteriormente efetuou-se a medida do halo de 

do crescimento. 

inibição 

Efetuou-se paralelamente um controle sem irradiação. 

3.15. Porcentagem de colônias produtoras de bacteriocinas 

Linhagens produtoras de bacteriocina foram inoculadas em 

meio 523 líquido e incubadas por 24 horas. Após diluições convenientes 

as culturas foram semeadas em meio 523 solido e incubadas por 24 horas. 

Decorrido esse tempo colocou-se 0,5 ml de clorofórmio na tampa das pla-

cas e, apos 15 minutos entreabriu-se as placas em ambiente assêptico por 

30 minutos. 

Sobre as placas adicionou-se a linhagem indicadora inocula 

da em meio 523 semi-solido e incubou-se por 24 horas. 

Anotou-se o numero total de colônias por placa e o numero 

de colônias que produziram halo de inibição do crescimento. 
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3.16. Ensaio da atividade fãgica 

3.16. l. A partir de meio sõlido 

Com auxílio do fio de platina, retirou-se blocos de meio 

de cultura da regi;o do halo de inihição, colocou-se em tubos co11tt·1HlP 

meio 523 líquido e incubou-se por 18 - 24 horas. 

A partir dos tubos que nao apresentaram crescimento bacte-

riano, retirou-se 0,05 ml e adicionou-se sobre placas com meio 523 semea

do com a l.i.nliagem .i.n<l.i.cadora. lncubou-se por 24 horas e anotou-se a pre

sença ou não de lacunas de inibiçio. 

3.16.2. A partir de cultura líquida 

Bact�rias produtoras de bacteriocinas crescidas por 24 ho 

ras em me1.o 523 líquido foram centrifugadas e o sobrena<lante submetido 

filtração em filtro Millipore (GSWPO 2500) e diluído ate 10- 5
•

Sobre placas contendo meio 523 sólido semeado com a amos

tra indicadora colocou-se 0,05 ml do filtrado nas diferentes diluições. 

lnci.:00·1-,·e por 24 horas e observou-se a ocorrência ou não de halos de ir11 

bíção. 

Efetuou-se um controle, semeando-se o filtrado em placas 

com meio 523 para certificação da aus�ncia de células bacterianas. 



3. 17. Eliminação do carater bacteriocinogênico

3. 17. 1. Atravês do brometo de etídio

Em tubos contendo meio 523 líquido acrescido 
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de brometo 

de etídio (100 e 500 µg/ml) colocou-se 0,1 ml da bactéria portadora do fa 

tor bacteriocinogênico crescida em meio 523 líquido por 24 horas. Efo-

tuou-se também um tubo controle, sem o agente de "cura" para 

a porcentagem de sobrevivência, Incubou-se por 24 horas e apos 

cstímnr-sc 

dilui-

çÕes convenientes, sen1eou-se e1n placas contendo 1ne1.o 523. Apôs 211 ho r;1s 

de incubação, adicionou-se 0,5 rnl de clorofórmio por 15 minutos e a se-

guir entreabriu-se as placas por 30 minutos para eliminaç�o do clorof6r-

mio residual. 

Sobre as placas adicionou-se :> ml de meio 5L3 semi-..,ólido 

acrescido de 0,1 ml da bactéria indicadora e incubou-se por 24 horas. 

Efetuou-se a leitura dos resultados anotando o numero de 

+ 

colônias Bae, e Bae, e o número de colônia� provenientes do tubo contro-

le. 

3. 17.2. Atravês da temperatura elevada

Em tubos contendo meio 523 Liquido inoculou-se a linhagem 

bacterioc:nogênica e incubou-se por 24 horas a 28
°

c e 45
°

c. Apôs dilui-

• çoes convenientes semeou-se em placas com meio 523 e incubou-se por 24 ho



.36. 

ras.  Inativou-se a bactéria com clorofórmio por 15 minutos,entreabriu-se 

a  placa por 30 minutos e adicionou-se sobre a placa, 5 ml de meio 523 se-

mi-sólido acrescido da linhagem indicadora. Após 24 horas de incubação 

anotou-se  o  número  de  colônias   Bac    e   Bac    e  o   número   de  colônias   prove-
+ -

nientes do tubo controle. 

3.18. Tratamento com 8-metoxipsoraleina (8-MOP) e luz ultravioleta lon

ga (360 nm) 

3.18. 1. Tratamento em meio liquido 

Linhagem bacteriocinogênica foi inoculada em meio 523 lí

quido, incubada por 24 horas e a seguir centrifugada. O sedimento foi 

ressuspendido em solução salina e dividido em quatro alíquotas. Uma de

las foi utilizada para controle, a segunda, submetida ã irradiação com 

luz ultravioleta longa (UVL) por 30, 60, 90 e 120 segundos e, as duas 

restantes adicionou-se 8-MOP (25 µg/ml) e incubou-se por 30 minutos no es 

curo a 28°c. Decorrido esse tempo retirou-se metade dessa solução (sem 

irradiação) e o restante foi submetido a irradiação com UVL por 30, 60, 

90 e 120 segundos. 

Em placas contendo meio 523 inoculou-se amostras dos diver 

sos tratamentos e incubou-se por 24 horas. A inoculação foi realizada 

com auxílio de alça de platina calibrada (0 = 5 mm). Posteriormente adi

cionou-se 0,5 ml de clorofÕrmio e apÕs 15 minutos,entreabriu-se as placas 
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em mbiente asséptico por 30 minutos para eliminação do clorofórmio resi

dual. Adicionou-se sobre as placas, 5 ml de meio 523 semi-solido a 45°C 

previamente inoculado com a bactéria indicadora, incubou-se por 24 

horas e anotou-se o tamanho do halo de inibição. 

A fonte utilizada foi Mineralight UV Lamp, modelo UVSL25 

regulada para emitir luz de 360 nm de comprimento de onda. A distância 

das placas à fonte foi de 1,0 cm. O diâmetro da placa utilizada na irra 

diaç�o foi de 5,0 cm. 

3. 18.2. Tratamento em meio sõlido

Em placas contendo meio 523 e placas com meio 523 acres-

cido de 8-MOP (25 µg/ml), fez-se 4 inoculos da linhagem bacteriocinogêni

ca com auxílio de alça de platina calibrada(�= 5 mm) e incubou-se por 

24 horas. Metade das placas foram utilizadas para controle sem irradia 

ção e as restantes foram submetidas ã irradiação com luz UVL (360 nm) por 

30, 60, 90 e 120 segundos. Utilizou-se a lâmpada Mineralight UV Lamp,mo

delo UVSL25, colocada a 1,0 cm das placas. 

As placas irradiadas e nao irradiadas permaneceram no escu 

ro por 24 horas. A seguir adicionou-se 0,5 ml de clorofÕrmio por 15 minu 

tos. Apos evaporação por 30 minutos adicionou-se sobre as placas,5 ml de 

meio 523 previamente inoculado com 0,1 ml da linhagem indicadora. 

bou-se por 24 horas e efetuou-se a medida do halo de inibição, 

Incu-
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4. RESULTADOS

4. l. Niveis de resistência

A Tabela 3 apresenta os níveis de resistência e as figuras 

1 a 12 a frequência para cada nível de resistência das 81 amostras fren

te a 12 agentes antimicrobianos. Na Tabela 4 encontram-se os modelos de 

resistência das amostras em função das Figuras 1 a 12. 
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Tabela 3 - Níveis dr- resistência de 81 an,ostras de bactérias fitopato�rnicaR frcnt� a 12 dr0r,ns 
ontimicrobianas. 

D r o !'- a • (µi;/ml) *
Amostras 

Nx Ap Hg Ce Cm Ern He Pn Km Sm Ge Te 

f 'LWÚWl 

1 10 20 1 1000 5 20 100 1000 1 <l <l 2 
2 l 2 2 <l 5 20 <l 2 1 <! <l 2 

3 2 10 2 2 10 500 10 l 2 5 2 2 
4 2 100 <l 5 5 1000 50 100 <l <l <l 5 

5 20 1000 l 1000 50 1000 1000 1000 100 200 100 20 

6 2 2 <l 20 2 50 2 w <1 <l <l l 
7 5 20 <1 50 5 10 5 50 <l <1 <l 5 
8 5 20 <l 1000 20 1000 5 1000 <l <l <l 5 

9 5 20 l 1000 100 1000 20 1000 1 <l <l 100
10 2 20 1 50 5 10 100 100 <l <l <l 5 
11 5 20 20 5 20 20 50 <l <l <1 5 
12 5 10 1000 100 1000 20 1000 <l <l <l 200 
13 2 50 <l 100 10 1000 20 1000 <l <l <l 2 
14 5 100 l 1.0 10 1000 50 100 <l <l <l 2 
15 5 .20 1 lOQO 100 1000 20 1000 1 <l <l 200 
16 5 100 <l 10 5 20 20 100 <l <l <l 2 
17 5 20 <l 200 5 .500 10 1000 <l <l <l 2 
18 .5 100 <l 10 .5 1000 50 100 2 <l <1 2 
19 2 50 <l 2 5 1000 .50 50 <l <l <l 1 
20 10 100 <l 200 10 100 10 1000 <l <l <l 2 

21 10 100 <l 1000 100 1000 100 1000 <l <l <l 200
22 2 20 2 1000 10 1000 20 1000 <l <l <l 2 
23 2 20 10 1000 20 1000 10 100 2 <l 1 10 
24 10 1000 2 1000 .500 1000 1000 1000 l 1000 2 5 
25 2 50 2 1000 10 1000 100 500 <l <l <l 5 

26 2 <l 2 <l 2 1000 <l <l <l 1 <l 1 
27 2 100 20 1000 100 1000 100 1000 1 1 <l 5 
28 l 2 2 50 2 1000 2 20 <l 20 <l l 
29 2 5 2 50 10 1000 10 200 1 1 5 
30 5 100 20 2 20 1000 50 100 1 <l 5 
31 10 100 20 1000 10 1000 100 1000 <l 5 <l l 

Pi,eu.domona1, 

32 2 100 2 1000 5 101)() JOO 1000 1 <l 10 
33 20 1000 1000 50 100') <l 1000 100 10 20 20
34 5 2 <l 1000 20 20 10 20 <l <l <l 1 
35 2 1 <1 10 20 2 2 2 <l 1 2 1 
36 200 2 1 10 200 20 5 50 5 50 5 2 
37 200 10 10 200 20 5 100 2 50 5 2 
38 2 2 <l 20 20 2 1 5 <l 2 2 <l 

39 5 1000 20 1000 200 1000 1000 1000 100 20 10 10 

40 5 10 1 1000 100 20 20 50 <1 1 <1 l 
41 2 200 2 2 5 100 100 100 <1 <1 <] l 
42 5 20 l 1000 5 1000 100 1000 <1 2 <] 2 

43 5 100 20 5 1000 100 ]00 5 <I <1 2 
44 20 100 <l 1000 1000 1000 200 100 <l 2 5 10 
45 5 50 l 1000 100 1000 100 1000 2 <I <l lOCG 

46 2 50 1 5 2 1000 10() 100 <l <l <l 2 

47 5 100 l 10 5 1000 100 100 < l <J <J 5 

48 5 50 5 10 1000 20 50 <l 2 <J 2 

49 5 1()1) 1000 20 ]()00 50 1000 <1 <I <! 10 
50 20 20 <I 1000 100 1000 100 100 <:l 2 2 2 
51 5 20 <l 5 10 lOOél 20 50 <! <] <l 2 

52 5 100 <! 50 5 ]01)0 2 100 <l <l <! 2 
53 5 50 <l 1000 100 1000 100 1000 <] <1 <] 200 
:,4 2 2 2 5 2 ]000 20 50 2 1 1 2 

.55 2 100 2 100 2 1000 50 50 <l <! <! 2 
:,6 2 50 5 1000 50 1000 200 200 <] 2 1 10 
57 <l 50 10 20 2 1000 100 200 <! l <J 2 
58 sa 500 2 1000 �ºº 1000 lQO 1000 l 5 1 2r,o 
59 2 200 10 1000 20 1000 1000 1000 1 <l 500 
60 2 100 2 2 2 100 100 200 <l 50 q '! 

- Continua -



Tabela 3 - Contínu.3ção. 

D r o g B S (µg/ml)* 
Amostras 

lix Ap Hg Ce Cm Em lle Pn Km Sm Ge Te 

Xanthomo,uu 

61 10 200 <l 50 10 2 q 200 <1 1 2 <l 
62 10 200 <1 100 10 2 2 200 <l 2 <l <l

63 5 2 l 20 1 2 1 1 <J 1 <l <l

64 s 5 <l 20 2 10 1 5 <l 2 <l <l
65 20 5 <1 100 2 10 2 100 <1 <l <l <l
66 20 1000 1 200 2 20 <l 200 <1 <l <l 2 
67 JO 5 <l 50 2 10 5 2 <l <l <l 1 

68 10 2 <l 10 20 2 5 10 <I <l <l 1 

69 2 2 <l 2 5 10 2 10 <l <l <l 1 

70 5 2 <l 2 5 20 2 10 <l <l <l 1 

71 5 2 <l 2 2 20 2 10 <l <l <l 1 

72 20 5 <1 20 5 2 10 10 <l <l <l 1 
73 5 2 <I 20 20 2 2 5 <] <l <l 1 

74 2 10 <l 10 5 50 10 50 <l <l <l 1 

75 2 5 1 10 5 5 10 20 <l <l <l 1 

76 2 2 <1 10 2 100 1 10 <l <l <l J 

77 5 10 1 2'l0 10 1000 10 1000 <l <l <I 2 

78 5 2 1 2 5 10 2 10 <I <l q 1 

79 2 20 2 1000 10 1000 20 200 <l 1 <l 5 

80 5 10 <1 2 10 1()00 10 50 <l <l <l 1 

Ag,wbacteJÚum 

81 500 20 200 20 100 10 500 5 20 5 l 

* Nx = Ácido Nalidíxico 

Ap = Ampicilina 

Hg = Bicloreto de Mercúrio 

Ce = Cefa 1otint1 

Cm = Cloranfenicol 

Em = Er:i tromí cina 

He = Hetaci lina 

Pn - Penicilina 

Km = Canamicina 

Sm = EstrcptomicínR 

Ge = C:entamicina 

Te = 1etraciclina 
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Tabela 4 - Modelos de resistência das amostras frente aos agentes antimi-

crobianos. 

Amostras 
Modelos de Modelos Número de 
resistência encontrados amostras 

Ef1Winia. 

5 Km Sm Ge Hg 3 
9 Cm Te Sm 1 

12 Cm Te Hg Cm 1 
15 Cm Te Cm Sm 1 
21 Cm Te Cm Te 4 
23 Hg Km Sm Ge 1 

24 Cm Sm 
27 Hg Cm 
28 Sm 
30 Hg 
31 Hg 

P -6 e.udomonM 

33 Nx Km Hg 1 

36 Nx Cm Sm Cm 1 

37 Nx Cm Sm Sm 1 
39 Hg Cm Km Sm Nx Cm 2 
40 Cm Nx Km 1 

44 Nx Cm Hg Te 1 

45 Cm Te Cm Te 1 
50 Nx Cm Nx Cm Sm 2 
53 Cm Km Te Nx Cm Te 1 
57 Hg Cm Km Te 1 
58 Nx Cm Te Hg Cm Km Sm 1 
59 Hg Te 
60 Sm 



.54. 

4.2. Produção de bacteriocinas em diferentes meios de cultura 

Objetivando-se conhecer o meio de cultura ideal para a 

produção de bacteriocinas ensaiaram-se as 81 linhagens nos meios NA, TYA 

e 523. As linhagens foram todas analisadas quanto ã capacidade de prod� 

ção e quanto a sensibilidade ãs bacteriocinas. 

O meio de cultura 523 mostrou-se mais favorável para anãl_i 

se da bacteriocinogenicidade do que TYA e NA. Nesse meio detectou-se 

maior numero de linhagens bacteriocinogênicas e o espectro de açao de 

cada linhagem foi maior, isto e, as linhagens produziram bacteriocinas 

contra maior número de indicadoras quando comparadas com os outros dois 

meios. 

A Tabela 5 apresenta o numero e porcentagem de bactérias 

produtoras de bacteriocinas em NA, TYA e 523 e a Tabela 6 mostra o numero 

de linhagens sensíveis para cada produtora cultivada nos três diferentes 

meios de cultura. 

Tabela 5 - Número e porcentagem de amostras bacteriocinogênicas em dife

rentes meios de cultura, nos 81 isolados. 

Meios de 
cultivo 

523 

TYA 

NA 

N9 de ambstras 
produtoras 

57 

18 

15 

% de amostras 
produtoras 

70,37 

22,22 

18,51 



Tabela 6 - Número de linhagens 

bacteriocinogênica 

NA). 

Número da amostra 
produtora 

EJr.W,,[ru,a 

1 

3 

4 

5 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

16 

17 

18 

20 

21 

22 

23 

24 

30 

31 

P .ó e.udo mo na.ó 

32 

33 

35 

38 

sensíveis a bacteriocina de 

crescida em diferentes meios 

N9 de amostras 

523 TYA 

25 o 

27 o 

4 o 

3 o 

3 o 

11 o 

10 o 

23 o 

23 o 

9 o 

19 o 

11 o 

29 o 

8 2 

10 o 

10 1 

16 2 

19 1 

22 o 

9 o 

15 o 

9 o 

4 1 

47 14 

6 2 

7 o 

cada 

(523, 

.,,. .

.55. 

amostra 

TYA e 

sensiveis 

NA 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

2 

o 

o 

2 

2 

o 

o 

o 

o 

o 

1 

o 

o 

- Continua -



.56. 
Tabela 6 - Continuação. 

Número da amostra 
N9 de amostras sensíveis 

prod u tora 523 TYA NA 

39 32 14 o 

40 2 o o 

41 4 o 1

42 11 o 2

43 36 o 3

44 54 14 25

45 29 5 8

46 28 2 o

47 38 o o 

48 44 o o 

49 37 o 4

50 40 12 o

51 14 o o 

52 5 o o 

53 19 2 5 

54 44 2 o 

55 9 o o 

56 10 o o 

58 29 10 o 

59 9 o o 

Xanthomona/2 

64 11 o o 

65 19 o o 

70 9 1 3 

71 16 o o 

72 5 o o 

73 5 o 2

74 8 o o 

75 12 1 2

77 8 o o 

79 11 o o 

80 5 4 2 



.57. 

O crescimento das linhagens testadoras em NL, TY ou meio 

523 líquido e semi-sólido nao mostrou diferença significativa com relação 

ã sensitividade, ou seja, a bactéria apresentou-se sensível ou resisten-

te indiferentemente se cultivada em NL, TY ou meio 523. 

Uma vez definido corno ideal o meio de cultura 523, foram 

definidas tambem as linhagens produtoras e sensíveis a bacteriocinas (Ta

bela 7). A Tabela 8 apresenta o diâmetro da colônia e o tamanho do halo 

de inibição do crescimento em cada caso. 

4.3. Produção de bacteriocinas em meio de cultura contendo diferentes 

concentrações de ãgar 

A Tabela 9 apresenta o tamanho do halo de inibição das li

nhagens bacteriocinogênicas 11, 30, 49, 58 e 65 semeadas em meio 523 con

tendo 1,0 e 1,5% de ãgar. 

4.4. Produção de bacteriocinas em placas contendo diferentes quantida

des de meio 

Em placas contendo 10 e 20 rnl de meio 523 ensaiou-se a pr� 

dução de bacteriocinas pelas amostras 11, 30, 49, 58 e 65 (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Produção de bacteriocinas em placas contendo diferentes quan

tidades de meio 523 e placas contendo meio 523 com diferentes 

concentrações de âgar (média de 50 repetições). 

Halo de inibição (em nnn) 

A m o s t r a s Concentração de agar Quantidade de meio 

1,0% 1,5% 10 ml 20 ml 

11 1,0* 2,0 1,8 1,9 

30 0,9 1,7 1,7 1,6 

49 0,8 1,5 1,4 1,6 

58 0,7 1,3 1,4 1,1 

65 1,4 2,2 2,0 1,7 

*O diâmetro da colônia foi de 10,0 mm.

4.5. Produção de bacteriocinas com diferentes tempos de incubação 

A Tabela 10 mostra as medidas do diâmetro da colônia e ta

manho do halo de inibição apÕs incubação das linhagens bacteriocinogêni

cas 11, 30, 49, 58 e 65 por 24, 48 e 72 horas em meio 523. 

As linhagens que apresentaram halo turvo, 1 foram reincuba

das por mais 24 horas. ApÕs esse período de tempo, continuaram a apr� 

sentar halo turvo. 
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Tabela 10 - Medidas do halo de inibição e diâmetro da colônia bacterioci

nogênica (média de 100 repetições) após diferentes tempos de 

incubação. 

Medidas (mm/tempo (h) 
Linhagens Parâmetros* 

24 48 72

11 
H 1,0 2,3 3,2 
e 4,6 7,0 7,5 

30 
H 1,0 2,4 _5,0 
e 3,9 6,7 : 8,5 

49 
H 2,0 5,0 6,4 

4,3 6,1 8,2 

58 
H 1,2 1,8 2,6 
e 5,0 8,8 9,7 

65 
H 0,8 1,5 2,0 
e 3,7 4,2 6,3 

*H Halo de inibição do crescimento. 

e Diâmetro da colônia bacteriocinogênica. 

4.6. Liberação de bacteriocina em meio de cultura llquido 

A liberação de bacteriocinas em meio de cultura líquido 

foi ensaiada com as amostras bacteriocinogênicas 4, 11, 30, 44, 47, 48, 

54, 58, 65 e 74. Como testadoras foram utilizadas amostras que se mos

traram sensíveis ãs bacteriocinas produzidas por essas linhagens em meio 

de cultura sólido. 

Obteve-se produção e liberação de bacteriocinas em meio 
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líquido apenas com a amostra 58. As lacunas formadas no local onde depo

sitou-se o sobrenadante contendo bacteriocina apresentaram-se mais evi

dentes na técnica onde a bactéria sensível foi espalhada sobre o meio de 

cultura do que quando colocou-se a indicadora no meio semi-sólido. 

O título obtido foi baixíssimo uma vez que apenas 

atividade ate diluição 10-1•

houve 

A pr<;dução nao foi afetada pela presença de clorofórmio

tendo em vista que os resultados permaneceram inalterados. 

Sobrenadante contendo bacteriocina manteve sua atividade 

apos a filtração. Crescimento da linhagem produtora n9 58 por 24 ou 48 

horas em meio 523 líquido como também a aeração, não levaram ao 

na liberação das moléculas. 

4.7. Indução de bacteriocinas com luz ultravioleta curta (UVC) 

aumento 

As Tabelas 11 e 12 apresentam os valores dos halos de ini-

bição do crescimento das linhagens 30, 49 e 58 submetidas ao 

com luz ultravioleta em meio líquido e solido respectivamente. 

tratamento 

A linhagem nao bacteriocinogênica 76 submetida a esse tra

tamento nao apresentou formação de halo de inibição do crescimento. 

Morte das células produtoras logo apos a expos içao ã luz 

ultravioleta nao ocasiona indução,ou seja não ha aumento no halo de ini

bição. 
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Tabela 11 - Produção de bacteriocinas apÕs tratamento com luz ultravio
leta curta em meio líquido. (Media de 50 repetições). 

Tamanho do halo de inibição 

Tempo de irra
diação (seg.) 

o 
10 
20 
30 

30 

0,7 
0,6 
0,2 
0,4 

*O diâmetro das colônias foi de 10,0 mm.

Linhagens* 

49 58 

2,0 0,6 
2,7 1,5 
3,0 1,0 
3,2 1,6 

(mm) 

Tabela 12 - Produção de bacteriocinas após tratamento com luz ultravio
leta curta em meio solido. (Media de 50 repetições; inativa
ção após 2 ou 24 horas). 

Tamanho do halo de inibição 

Tempo de irra
diação (seg.) 

o 
10 
20 
30 

2 h 

1,6 
1,6 
0,7 
1,1 

30 

24 h 

3,0 
2,7 
1,5 
2,3 

*O diâmetro das colônias foi de 10,0 mm.

Linhagens* 

49 

2 h 24 h 2 h 

1,2 2,2 1,0 
1,3 2,5 1,1 
1,3 2,5 1,4 
1,4 2,9 1,5 

(nnn) 

58 

24 h 

1,6 
1,9 
2,7 
3,2 
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4.8. Porcentagem de colônias produtoras de bacteriocinas 

A porcentagem de colônias produtoras de bacteriocinas em 

uma determinada cultura foi analisada com as linhagens 11, 30, 49, 58 e 

65 em meio 523. 

A Tabela 13 apresenta o numero de colônias analisadas e a 

+ 
porcentagem de produtoras (Ba� ). 

Tabela 13 - Porcentagem de colônias produtoras de bacteriocinas. 

Linhagens 

11 

30 

49 

58 

65 

Número de 
colônias analisadas 

328 

297 

313 

302 

289 

4.9. Ensaio da atividade fagica 

Percentagem de 
colônias produtoras 

100,0 

100,0 

100,0 

100 ,o 

100,0 

Efetuou-se este ensaio com o intuito de observar, se os ha 

los de inibição eram devidos a presença de moléculas de bacteriocinas ou 

de partículas fãgicas. 

As linhagens utilizadas na técnica de produção em meio só

lido foram 11, 30, 49, 58 e 65 e na técnica de liberação em líquido, ape

nas a linhagem 58 uma vez que não se obteve produção de bacteriocina em 

meio líquido com as demais linhagens. 
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Bacteriocinas provenientes do meio sólido nao mostraram 

atividade quando colocadas em contato com linhagens sensíveis. As bacte

riocinas liberadas em meio líquido formaram lacunas de inibição até di

luição 10-1, enquanto que em soluções mais diluidas nao ocorreu a inibi

ção de crescimento típica de partículas fagicas. 

4.10. Eliminação do carãter bacteriocinogênico 

A possibilidade de se eliminar o carater Ba� foi examinada 

atraves do tratamento de linhagens bacteriocinogênicas (11, 30, 49, 58) 

com brometo de etÍdio e temperatura elevada. Obteve-se resultado positi

vo através do tratamento com B.E. (Tabela 14) porém tratamento com tempe

ratura elevada não ocasionou eliminação do fator bacteriocinogênico em 

504 colônias analisadas. 
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Tabela 14 - Percentagem de eliminação do fator Bac_ através do tratamento 

com brometo de etÍdio. 

Amostras 
Brometo de Número de colô- Porcentagem de 

etÍdio (µg/ml) nias analisadas eliminação 

o 416 0,00 
11 100 439 12, 85 

soo 397 37,86 

o 435 0,00 
30 100 451 0,03 

500 448 1,12 

o 394 0,00 
49 100 378 O, 94 

soo 402 4,34 

o 457 0,00 
58 100 466 2, 13 

500 415 43, 73 

4. 11. Tratamento com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta longa

(8 MOP-UVL) 

As Tabelas 15 e 16 apresentam o tamanho do halo de inibi

ção produzidos pelas linhagens apos tratamento com 8 MOP-UVL em meio lí

quido e solido respectivamente. 
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Tabela 15 - Produção de bacteriocinas apos tratamento com 8 MOP-UVL em 

meio líquido (media de 50 repetições). 

Tratamentos 
(segundos) 

Controle 

8 M0P 

UVL 30 

UVL 60 

UVL 90 

UVL 120 

8 M0P-UVL 30 

8 MOP-UVL 60 

8 M0P-UVL 90 

8 M0P-UVL 120 

Tamanho 

30 

1,4 

1,2 

1,0 

0,6 

1,0 

0,5 

1,2 

0,5 

1,0 

0,5 

*Diâmetro da colônia foi 10,0 nnn.

do halo de inibição (mm)

Linhagens* 

49 58 

1,6 1,5 

1,5 1,3 

1,1 1,2 

1,4 0,7 

1,1 1,1 

1,3 1,1 

1,5 0,5 

1,2 0,4 

0,9 0,6 

1,0 0,9 
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Tabela 16 - Produção de bacteriocinas apos tratamento com 8 MOP-UVL em 

meio sólido. (Media de 50 repetições). 

Tamanho do halo de inibição (mm) 

Tratamentos 
(segundos) 

Controle 

8 MOP 

UVL 30 

UVL 60 

UVL 90 

UVL 120 

8 MOP-UVL 30 

8 MOP-UVL 60 

8 MOP-UVL 90 

8 MOP-UVL 120 

30 

1,8 

1,7 

1,7 

1,0 

1,0 

1,0 

0,5 

0,5 

0,3 

1,0 

*Diâmetro da colônia foi de 10,0 mm.

Linhagens* 

49 58 

1,6 1,5 

1,4 1,2 

1,1 1,3 

0,9 1,0 

1,0 1,0 

1,1 1,2 

1,5 0,7 

1,3 1,0 

0,9 0,2 

1,4 0,9 



5. DISCUSS�O E CONCLUSÕES

Através da representaçao gráfica do nível 

(Figuras 1 - 12), pode-se observar que a distribuição das 
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de resistência 

amostras foi 

bastante variável atingindo níveis em baixas, medias ou altas concentra

ções de acordo com a droga utilizada. 

A analise dos gráficos levando-se em consideração as 81 

amostras como um todo, revelaram que as mesmas apresentaram-se em sua 

maioria sensíveis ao efeito inibitório do acido nalidíxico, bicloreto de 

mercúrio, canamicina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina (Figuras 

1, 3, 9, 10, 11 e 12), se considerarmos como sensibilidade as doses de 

zero a 50 �g/ml da droga. Os níveis de resistência das 81 amostras fren-

te à ampicilina, cloranfenicol e hetacilina (Figuras 2, 5 e 7) foram es-

parsos, ou seja, houve amostras enquadradas em quase todas as concentra 

çÕes da droga, encontrando-se maior proporção nas doses medianas ou meno-

res. Não se observou separação nítida entre sensíveis e resistentes. 

Finalmente, com relação a cefalotina, eritromicina e penicilina (Figuras 
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4, 6 e 8) também observou-se distribuição esparsa nas concentraçoes baixas 

e medias da droga e acúmulo de amostras (28, 45 e 24 respectivamente no 

nível de 1000 µg/ml do agente antimicrobiano. Essa comparação entretan

to so é vâlida para casos onde para todos os gêneros estudados os siste

mas de resistência sejam semelhantes. Devido a isso, muito mais importa� 

te e a comparação dentro dos gêneros. 

Analisando-se os níveis de resistência das amostras agru

padas dentro de seus respectivos gêneros observa-se que para algumas dro

gas a distribuição é unimodal, para outras, bimodal e,finalmente para ou

tras não houve possibilidade de nítida separação. Separação pouco nítida, 

aliâs como esperado, ocorreu para a ampicilina, cefalotina, eritromicina, 

hetacilina e penicilina que são antibióticos tipicamente usados 

bactérias Gram positivas. Como todas as bactérias fitopatogênicas 

para 

aqui 

utilizadas sao Gram negativas, era de se esperar a alta resistência encon 

trada. Assim, esses agentes antimicrobianos não foram levados em conside 

ração na elaboração dos modelos de resistência. (Tabela 4). 

Com relação ao genero EJr.Win,la nota-se que as 31 amos-

tras foram sensíveis ao ácido nalidíxico (Figura 1) distribuindo-se entre 

zero e 20 µg/ml da droga, sugerindo uma curva do tipo unimodal. Frente 

ao cloranfenicol (Figura 5) as amostras apresentaram variação sendo po

rem a maioria sensíveis ou com resistência intermediária. Se considerar-

mos como sensibilidade o crescimento das amostras entre zero e 20 µg/rnl 

da droga teremos urna curva tipo bimodal. Finalmente para o bicloreto 

de mercúrio, canamicina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina (Fig� 
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ras 3, 9, 10, 11 e 12) os isolados mostraram a presença de curva do tipo 

bimodal, com amostras sensíveis e resistentes, sendo porém a maioria en

caixada na regiio de zero a 5 µg/ml das drogas. Tal distribuiçio sugere 

grande sensibilidade das amostras a esses agentes antimicrobianos. 

Os isolados do genero Ph�udomona/2 apresentaram-se em sua 

maioria sensíveis ao âcido nalidíxico, canamicina, estreptomicina e te

traciclina (Figuras 1, 9, 10 e 12) uma vez que cresceram apenas na faixa 

de zero a 50 µg/ml das dFogas. Ocorreram entretanto isolados resisten-

tes a esses antimicrobianos sugerindo bimodalidade das curvas. Com rela

çao ao cloranfenicol (Figura 5) as amostras em sua maioria localizaram-se 

nas concentrações intermediária dessa droga, ficando difícil uma distin

çao entre sensíveis e resistentes. Finalmente, para o bicloreto de mer

cúrio e a gentamicina (Figuras 3 e 11), ao que parece sô ocorreram linha

gens sensíveis. 

Relativo ã Xan:thomonM observou-se que os 20 isolados apr� 

sentaram-se sensíveis ao ãcido nalidíxico,bicloreto de mercúrio,cloranfe

nicol,canamicina, estreptomicina,gentamicina e tetraciclina (Figuras 1, 3, 

5, 9, 10, 11 e 12), uma vez que seu crescimento ocorreu apenas na faixa de 

zero a 20 µg/ml das drogas. O mâximo de sensibilidade ocorreu frente ao 

Hg, Sm, Ge e Km onde o crescimento de 14, 15, 19 e 20 amostras respectiv� 

mente ocorreu em dose menor que 1,0 µg/ml desses agentes antimicrobianos. 

Com base nos resultados obtidos poderíamos sugerir que as 

drogas efetivas contra Xan:thomonah seriam o Hg, Km, Sm, Ge e Te; contra 

Ph�udomona/2 a Km e para o genero E!LW�rÚa a Km e Ge. Deve-se salientar po-
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rem, que no caso dos generos P��udomoncu e EfU,\Jin,i,a houve o crescimento de 

uma ou duas amostras na concentraçao de 100 µg/ml o que exigiria doses 

mais elevadas no combate a essas amostras fitopatogênicas. 

Dados sobre ensaio de resistência ou sensibilidade a dro

gas em bacterias fitopatogênicas realizado no presente trabalho e por 

outros autores nos permitem levantar hipóteses sobre o desenvolvimento 

de resistência ou a manutenção da sensibilidade com o decorrer dos anos. 

Com relação ao Hg, Cm, Km, Sm e Te parece ter havido uma estabilidade 

uma vez que ARK (1947), ARK e STANLEY (1956), THIRUMALACHAR (1956), ECHE

GARAY (1958), POPOV (1958), QUADLING (1960), AZEVEDO (1961), KLISIOWICZ 

e POUND (1961), SHAFFER (1962), DEKKER (1963), DESAL et alii (196 7), LE

MOS (1969), NAMASIVA e HEDGES (1971), IIDA (1975),SAKURAI et alii (1976), 

MISATO et alii (1977), SANTOS (1979) e BECKER (1980) tambem observaram 

sensibilidade dos isolados a essas drogas. Para Penicilina porém,ha dis

crepância entre os dados uma vez que, BROWN e BOYLE (1946) e GILLIVER 

(1946) detectaram sensibilidade nas amostras enquanto que THIRUMALACHAR 

et ali{ (1956), AZEVEDO (1961), SANTOS (1979) e no presente trabalho de-

tectou-se resistência na maioria das amostras. Tais resultados sugerem 

que, com o passar do tempo a aquisição da resistência ã Pn está se pro

cessando. 

Numa tentativa de associar-se resistência ou sensibilidade 

à bacteriocinas analisou-se cada amostra em particular, porem, nenhuma 

correlação positiva foi encontrada. Tais observações apenas mostraram que 

as classes de maior frequência foram as sensíveis à drogas e resistentes 

a duas drogas 
+ -

simultaneamente tanto em linhagens Bae como Bae .
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Relação entre planta de origem e local de coleta com re

sistência a drogas foi nulo, ou seja, ocorreram resistências altas e bai

xas independentes da planta hospedeira ou cidade onde os vegetais foram 

coletados indicando talvez uma certa uniformidade nos moldes de controle 

de bacterias fitopatogênicas. 

A composiçao do meio de cultura afetou sensivelmente a pr� 

dução e/ou liberação das moleculas de bacteriocinas, uma vez que obtive

mos 70,37%, 22,22% e 18,51% de linhagens produtoras nos meios 523, TYA e 

NA respectivamente (Tabela 5). O espectro de açao também foi bastante 

variado nos diferentes meios (Tabela 6). Na maioria dos casos apenas as 

boas produtoras produziram bacteriocinas tambem em TYA e NA. GROSS e VI

DAVER (1978) observaram resultados semelhantes com R. japonÃ_�um. 

Analisando-se a composiçao dos 3 meios de cultura utiliza

dos, observamos que o meio 523 e mais complexo, isto e, mais rico em nu

trientes que os meios TYA e NA e, nessa complexidade talvez existam subs

tâncias estimulatórias da produção de bacteriocinas. 

Comparativamente a outros trabalhos poderíamos sugerir que 

a caseína ácida (complexo de aminoácidos), presente no meio 523 seria a 

substância responsável por esse estímulo de produção uma vez que resulta 

dos semelhantes foram obtidos com colicinas (HAMON, 1955), 

(HERTMAN e BEN-GURION, 1958), estafilococcina (LACHOWICZ e 

pesticinas 

BRODZICKI, 

1973), buriticina (CLARKE et alii� 1975) e com bacteriocinas de diversas 

especies de Cotin�bac;tVU:,um fitopatogênica (MEITERT, 1969),ou seja, os au 
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tores também obtiveram maior produção quando o meio continha ou, era adi-

cionado a ele caseína acida hidrolisada ou complexo de aminoácidos. 

A adição de extrato de levedura ao meio de cultura aumen

tou a produção de bacteriocina em S. mutan� (ROGERS, 1972), R. :Uu__nofü 

(SCHWINGHAMER, 1975). Com relação ao meio 523 poderia-se também, sugerir 

um efeito estimulatõrio do extrato de levedura porem, quanto ao meio TYA, 

caso essa substância seja estimulatória o foi em pequena proporção. Base� 

do nesses resultados, seria necessãria a adição de extrato de levedura 

em diferentes concentraçoes nesses meios de cultura (523 e TYA) ou em 

meios que nao o contenha (NA por exemplo) para obter-se uma conclusão sa

tisfatória quanto ao tipo de efeito dessa droga. GROSS e VIDAVER (1979) 

analisando a produção de bacteriocina em especies fitopatogênicas de Co

Ju.nebade!u.wn obtiveram melhor produção em meio NBY (Nutrient broth mais 

extrato de levedura) do que no meio 523. Diante de tais dados pode-se 

questionar com maior segurança a importância do extrato de levedura uma 

vez que a adição dessa droga ao NA sobrepujou a produção em 523 enquanto 

que p�ra nÕs a produção foi baixíssima em NA simplesmente. 

A presença de peptona no meio NA talvez tenha exercido um 

efeito inibitório na produção de bacteriocinas uma vez que esse fato tam-

bem foi observado em S.pMa,typhi (HAMON,1955), Ag�obad�wn (Me CARDELL 

e POOTJES, 1976) e em espécies fitopatogênicas de Co�ynebadeJu.wn (GROSS 

e VIDAVER, 1979) porem, tal hipótese defronta com resultados antagonísti_ 

cos em algumas outras espécies de CoJu.nebad�wn (GROSS e VIDAVER,1979), 

onde adição de peptona em meio de cultura rico nao definido aumentou a 
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produção de bacteriocina. 

O cultivo de linhagem indicadora em NL, TY ou meio 523 lí

quido ou semi-sÕlido não mostrou diferença na sensibilidade das mesmas. 

Esses resultados são distintos dos de ROGERS (1974) que obteve diferen

ças na sensibilidade de S. mutano e S. �alivaJu.Uó quando sacarose fazia 

parte da composição do meio de cultura. 

Baseado no fato do meio 523 ser o mais favorável para o 

estudo das propriedades bacteriocinogênicas, analises posteriores foram 

efetuadas com dados obtidos nesse meio (Tabelas 5 e 7). 

A percentagem de produção de bacteriocinas por todas as 81 

amostras foi bastante elevada (70,37%). Se analisarmos a percentagem de 

amostras bacteriocinogênicas dentro de cada gênero observamos 70,96% (22 

em 31 amostras), 82,75% (24 em 29 amostras) e 55,00% (11 em 20 amostras) 

de linhagens Ba�
+ 

em EJWJ-Üu.a, P�eudomonM e XanthomonM respectivamente. 

Comparando-se os dados obtidos com outros autores nota-se 

similaridade e discrepância com relação ao número de isolados bacterioci

nogênicos. Para o gênero E'1.Winia, RAMON e PERON (1961b) obtiveram 77,5% 

e STANGHELLINI et alii (1977), 83,3%, ou seja, resultados também bastan

te elevados. Com relação ao gênero P�eudomonM, RAMON et alii(I96I) ana

lisando diferentes espécies obtiveram 95,0% e 44,0% para P. pyo�yanea e 

P. 6luone..ó�en� respectivamente, VIDAVER et alii (1972) observaram 100,0%,

55,0% e 8,0% para P. �y�ngae, P. gUunae e P. phMeoU�ola respectiva-
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mente e BECKER (1980) observou 38,4% de produtoras em P. glyunea. Para 

o genero Xan;thomonM, SANTOS (1979) obteve 47,0% trabalhando com X. eam-

Para justificar os casos onde houve grande discrepância 

na quantidade de isolados bacteriocinogênicos poderia-se sugerir a uti-

lização de metodologia semelhante e mesmas indicadoras para ter-se 

concreta de comparação. 

base 

Se analisar-se agora, em termos de espectro de açao obser

va-se que este foi bastante amplo, não se restringindo apenas ao genero 

em questão e sim abrangendo gêneros diferentes, ou seja,por exemplo,bact� 

riocinas de EJr.Win-éa inibiram o crescimento de amostras de P�eudomonal.>, 

Xan;thomonal.> e Agnobaetvúum e assim por diante (Tabela 7). Essa ampla a-

tividade foi observada por muitos autores conforme descrito na revisão 

da literatura (Ítern 2.). 

As linhagens 33, 44, 48 e 54 foram as que produziram bact� 

riocinas contra maior número de amostras. As linhagens 49, 66 e 78 apre-

sentaram maior sensibilidade as bacteriocinas produzidas por outras amos-

tras e portanto sao as mais convenientes como indicadoras da produção 

de bacteriocinas por novas linhagens a serem isoladas e analisadas. 

Dentre 81 amostras apenas 24 (29,62%) nao produziram bact� 

riocinas contra qualquer das linhagens usadas corno indicadoras. A possi-

bilidade de tais linhagens não portarem o caráter bacteriocinogênico 

bastante alta uma vez que grande número de amostras foram analisadas. Não 
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+ 

se pode porem descartar a hipótese de tais amostras serem Bac e simples-

mente nao ser detectada a produção de suas bacteriocinas por falta de li

nhagem indicadora ideal. 

Com relação ao tamanho do halo de inibição do cresci-

mento vãrias hipóteses são levantadas. Comparando-se as diferentes linha

gens entre si, observa-se que não existe urna relação direta entre o diâ

metro da colônia produtora e o tamanho do halo de inibição, urna vez que 

se obteve halos de diferentes tamanhos independentemente da colônia apre-

sentar-se com maior ou menor diâmetro (Tabela 8). Para tentar explicar 

tais diferenças podem ser formuladas 3 hipóteses baseadas na própria li

nhagem produtora, e uma com base nas amostras sensíveis. Dessa forma se 

sugere que a formação de diferentes tamanhos de halo dependeriam dos ge

nes que codificam para produção de bacteriocinas apresentarem-se derrepri_ 

- - + 

rnidos em diferentes intensidades, ou o numero de celulas Bac . -ser varia 

vel ou as oacteriocinas difundem-se em velocidades diferentes de urna cul-

tura para outra. ATIKINS0N (1967) sugere que os grandes halos de inibi 

ção produzidos por salmonellina são devido à rãpida difusão no agar e 

BEN-GURI0N e HERTMAN (1958) atribuem alto peso molecular a pesticina devi_ 

do sua fraca difusão em agar, HIRSCH (1979) observou que os isolados

produtores de bacteriocinas pequenas dão zona de inibição de 10 a 25 mm 

enquanto que os produtores de bacteriocinas medias formam zonas menores 

de 2 a 10 mm. As duas primeiras hipóteses explicariam a variação no ta

manho do halo independentemente do tamanho da colônia produtora e justifi_ 

cariam as diferenças de tamanho do halo em diferentes culturas da mesma pro-
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dutora. A terceira hipótese, no entanto, nao parece muito correta uma 

vez que cada molécula de bacteriocina possui uma difusibilidade constante 

baseada em seu PM e dessa forma nao ocasionaria diferenças em tamanhos de 

halo dentro da mesma linhagem a não ser que ocorra concomitantemente uma 

- - - + 

maior derrepressao de genes ou maior numero de celula Bac e consequent� 

mente liberação de maior quantidade de moléculas acarretando maior 

de inibição. Parecem porem mais plausíveis as d:ua s  .- ·primeira s  

teses. 

halo 

hipó-

A opçao pelas hipóteses de derrepressão e numeres de fato-

+ 

res Bac prendeu-se ao fato de se obter aumento do tamanho do halo de ini 

bição com o aumento do tempo de incubação da produtora (Tabela 10). Dessa 

forma a medida que se aumenta o tempo de incubação maior numero de bacté

rias se dividem aumentando consequentemente o número de células portado

ras do fator Bac e paralelamente aumento de alguma substância que estirou-

la os genes produtores de bacteriocina. Não se pode basear-se - apenas 

no acréscimo do fator Bac uma vez que nao observou-se proporcionalidade 

entre aumento da colônia e aumento do halo sugerindo então�a presença de 

alguma substância que no caso seria responsável pela ativação de genes pr� 

dutores de bacteriocinas. VIDAVER et alii (1972) trabalhando com Pl_e.u.do

monM fitopatogênicas igualmente obtiveram maior halo de inibição após 72 

horas de incubação da linhagem produtora. 

A quarta hipótese, relaciona-se ã linhagem indicadora. Ne� 

sa hipótese sugere-se que o tamanho do halo varia de acordo com a linha

gem testadora, ou seja, essa linhagem produziria alguma substância que a-
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fetaria a ligação bacteriocina-receptor estimulando-a ou reprimindo-a. 

Variação no tamanho do halo dependendo da indicadora utilizada também foi 

observada por VIDAVER et alii (1972). 

O aspecto do halo de inibição (transparência ou opacidade) 

nao parece estar relacionado com a linhagem produtora uma vez que se obte 

ve tanto halos transparentes como turvos dentro da mesma amostra. Diante 

de tais observações sugere-se que tal aspecto deve-se à linhagem testado

ra. ECHANDI (1976) também observou zonas claras e turvas em C. m,é,c.fúgE:_ 

n�nl.>� de acordo com a linhagem indicadora utilizada. 

Para explicar a diferença na aparencia do halo de inibi

ção relacionado a linhagem indicadora poderiam ser aventadas duas hipot� 

ses. A primeira relacionada aos tipos de receptores e a segunda com a 

quantidade de moléculas necessãrias para desencadear o processo letal. Su 

pondo-se que as linhagens produtoras que originam ambos os tipos de halo 

de inibição produzem dois tipos de bacteriocinas sugere-se que, as linha 

gens testadoras que possuem receptores para apenas um dos tipos de molécu 

la,levariam à formação de halos de inibição turvos enquanto que as linha

gens indicadoras que possuíssem células com receptores para um tipo e cé

lulas com receptores para o �utro tipo de molécula ocasionar.iam a forma

ção de halos de inibição transparentes uma vez que ocorreria morte de 

maior número de células. A mesma bactéria produzindo mais de um tipo de 

bacteriocina Jª foi observado por exemplo com colicina (BRADLEY,1967),ae

ruginocina (HOLLOWAY et alii� 1979) e outras bacteriocinas. 
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Pensando-se agora em termos de quantidade de moléculas pa

ra desencadear o -processo letal poderia-se sugerir que as linhagens,que adsor 

vessem maior número de moléculas consequentemente produziriam halos cla

ros e linhagens que adsorvessem menor quantidade de moléculas (devido me

nor número de receptores ou porque seus receptores tem capacidade de bai

xa adsorção) ocasionariam a formação de halos turvos. Seria portanto um 

evento particular entre cada produtora e cada testadora. 

Os halos de inibição do crescimento apresentaram-se evi

dentes tanto quando utilizamos placas contendo 10 ml como com 20 ml de 

meio 523 (Tabela 9). No entanto, para VIDAVER et alii (1972) a quantida

de ideal na técnica de camada dupla é de 25 ml onde quantidades inferia-

res decresceram a visibilidade da zona e quantidades superiores obscurec� 

ram ou não afetaram o tamanho e aparência das zonas de inibição produzidas 

por espécies de P◊�udomonM. 

-

Com relação ã concentraçao de agar, obteve-se maior produ-

çao ou seJ a, halos maiores e mais evidentes quando utilizou-se meio con-

tendo 1,5% de ãgar (Tabela 9). KELSTRUP e GIBBONS (1969) também obtive-

ram maior produção de estreptococcina quando aumentaram a viscosidade do 

meio e GROSS e VIDAVER (1978) só obtiveram produção de bacteriocinas por 

R. japonJ.,�um com concentrações igual ou superior a 0,6% de ãgar. Em con-

centraçab igual ou menor que 0,3% nao detectaram produção. A produção 

de estafilococcina foi vinte vezes maior em semi-sólido do que em meio 

líquido (JETTEN et alii, 1972). 
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A liberação de bacteriocina em meio de cultura 523 liqui

do foi positiva apenas para uma linhagem (n9 58) entre 10 amostras anali 

sadas e, essa liberação foi bastante baixa uma vez que só detectou-se ati 

vidade ate diluição 1:10 (item 4.6.). Obtenção de baixo título de bacte

riocinas também foi observada por BEN-GURION e HERTMAN (1958) analisando 

pesticina e por ECHANDI (1976) e GROSS e VIDAVER (1979) trabalhando com 

espécies fitopatogênicas de Cofl.inebactv-úum. 

Aumento no tempo de incubação ou incubação com aeraçao 

nao levou a melhores resultados, ou seja, mesmo sob essas condições favo

ráveis não houve liberação pelas demais linhagens e nao aumentou o titulo 

da linhagem 58. SCHWINGHAMER (1975) observou em R. :UúnoW que tempo 

prolongado de incubação em caldo não aumenta o nível de bacteriocina e in 

clusive e prejudicial devido ao acúmulo de muitos polissacarideos. Contr� 

riamente JETTEN et alii (1972) obtiveram aumento de estafilococcina sob 

aeraçao. 

A não produção e/ou liberação em meio de cultura líquido 

também ocorreu com colicina K (MATSUSHITA et alii, 1960), estafilococcina 

(LACHOWICZ, 1965; JONES e EDWARDS, 1966; GAGLIANO e HINSDILL,1970; JETTEN 

et alii, 1972), estreptococcina (BOTTONE et alii, 1971), megacina A

(HOLLAND e ROBERTS, 1964), salmonellina (ATKINSON, 196 7) e bacteriocinas 

de P-0eudornona.1.> (VIDAVER et alii, 1972), R. fegunu_no-0Mum (HIRSH, 1979) e 

R. japonJ..�urn (GROSS e VIDAVER, 1978),

Comparando-se os resultados obtidos por nos em meio sólido 

e líquido e os resultados desses autores poderia-se sugerir uma importân 
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eia fundamental do ãgar. Talvez o agar da mesma forma que outras subs

tancias químicas tenha um efeito indutor na derrepressãodos genes respoE_ 

sãveis pela produção de bacteriocinas ou na replicação do fator Bae oca

sionando como consequência maior número de células bacteriocinogênicas. 

Na analise de produção em meio líquido foram utilizadas 

duas técnicas de semeadura da linhagem indicadora e obteve-se melhores re 

sultados quando a mesma foi semeada diretamente sobre o meio 523 sôlido 

do que quando incorporada em meio semi-sólido. A melhor visualização ob

tida na primeira técnica talvez prenda-se ao fato das células formarem 

uma camada monocelular e portanto totalmente atingíveis pelas moléculas 

de bacteriocina enquanto que quando adicionada ao semi-sÔlido, as célu

las mais internas escapam da ação letal das moléculas de bacteriocina que 

foram depositadas na superfície do meio. 

A atividade das moléculas de bacteriocinas produzidas pe

la amostra 58 não se alterou apôs filtração. Resultados semelhantes fo

ram obtidos com -choncÍJweoeeUó eo.twnnaJIÁ/2 (ANACKER e ORDAL, 1959), com 

EggeJttheUa convexa (BEERENS e BARON, 1965) e com R. :tJr.,inolli (SCHWINGHA

MER, 1975). No entanto perda de atividade por filtração foi observado em 

S. aU!l.eUó (BARROW, 1963) e C.to�:tJr.,id-i__wn (CLARKE et alii� 1975). Tais re

sultados sugerem diferentes tamanhos de moléculas de bacteriocinas produ

zidas por diferentes linhagens, fato alias bastante citado na literatura. 

Tratamento da suspensão de bacteriocinas da linhagem 58 com 

clorofórmio nao acarretou perda da atividade, concluindo-se portanto que 

a bacteriocina e resistente a essa droga. RYAN et alii (1955) e BEERENS 
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e BARON (1965) também observaram que colicina e convexina respectivamente 

são resistentes ao clorofórmio. Padrões variados de resistência ou sensi 

bilidade ao clorofórmio foi observado ate mesmo dentro da mesma espécie 

por BROCK et alii (1963) analisando estreptococcinas. 

Pela analise dos resultados obtido nas Tabelas 11 e 12,po

de-se observar que as linhagens bacteriocinogênicas respondem diferente-

"mente com relação ã indução da produção de bacteriocinas por luz UVC uma 

vez que as amostras 49 e 58 aumentaram a liberação de moléculas de bacte

riocinas enquanto que a linhagem 30 apresentou resultado totalmente inve.E_ 

so, ou seja, houve diminuição na liberação de bacteriocinas após o trata

mento. 

Apesar de muitas outras bacteriocinas também serem induzí

veis, ha casos de nao indução com clostocinas B e C(HONGO et alii, 1968); 

colicinas I e E2 (OZEKI et alii, 1959) e rnegacina B (HOLLAND e ROBERTS, 

1964) e casos extremos, semelhantes ao nosso onde a produção de estafilo

coccina (DAJANI et alii,1970a) e perfringocina (HONGO et alii, 1968; MAHO

NY e BUTLER, 1971; CLARKE et alii,1975) foi diminuída após irradiação com 

luz ultravioleta. 

A indução força as bactérias a exprimir a potencialidade 

que urna minoria manifesta nas culturas normais (KAYSER,1969),ou se 

Ja, o gene estrutural para síntese de colicina ê derreprirnido e portanto 

maior quantidade de bacteriocina é liberada (AMATI, 1964). A síntese de 

colicina ê derreprimidacomo resultado da rápida replicação do plasmÍdro 
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(RAMON, 1959; AMATI, 1964; De WITT e HELINSKI, 1965; REEVES, 1972). 

Todas essas afirmações justificam o aumento observado pe

las linhagens 49 e 58 após indução, no entanto a linhagem 30 respondeu 

inversamente ao tratamento com luz ultravioleta o que nos leva a sugerir 

que para tal linhagem talvez haja necessidade de diferentes doses de irra 

diação, ou, algum mecanismo interno não conhecido estã reprimindo o efei

to indutor da ultra violeta tanto em relação a replicação do plasmÍdeo 

como na derrepressão dos genes estruturais para produção de bacteriocina. 

Poderia-se também aventar a hipótese de uma "cura" atra

ves da luz ultravioleta curta uma vez que MAY et alii (1964) obtiveram 

eliminação de resistência a tetraciclina em S. auJL�U-6 através de tratamen 

to com UV. 

A linhagem nao bacteriocinogênica 76 mesmo apos tratamento 

com luz ultravioleta não produziu bacteriocina. Resultados semelhantes 

foram obtidos por BEN-GURION e HERTMAN (1958) e HONGO et alii(l968). Uma 

vez que, aumento de produção deve-se ã maior -replicação do fator bacterio 

cinogênico ou depressão de genes nele contido, é totalmente compreensível 

que células não bacteriocinogênicas,também não produzam bacteriocina após 

indução uma 1 vez que possivelmente não possuam o fator Ba�. Tal hipótese 

necessita de técnica mais apropriada para confirmação de se tratar de li

nhagem Ba� -. 

Com relação ao tempo de irradiação, obteve-se melhores re

sultados com 30 segundos de irradiação tanto em meio líquido como em sóli 
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do. Na maioria dos resultados houve aumento na liberação conforme aumen 

tou-se o tempo de irradiação. HONGO et aZii(l968) também obtiveram maior 

indução entre 10 e 40 segundos de irradiação enquanto que em doses altas 

(160 segundos) diminuiu a produção. 

Exposição ao clorofórmio das linhagens induzidas em pla

cas logo apos a irradiação não ocasionou aumento na liberação de bacte

riocinas. BEN-GURION e HERTMAN (1958) obtiveram resultados semelhantes. 

Tais resultados sao condizentes: com a cinética de indução uma vez que o 

aumento na síntese de DNA começa 15 minutos apÕs a irradiação e atinge o 

mãximo depois de 60 a 120 minutos (JACOB, 1954; BEN-GURION e HERTMAN, 

1958). 

A partir de colônias provenientes de uma sã célula (semea

dura) estimou-se a porcentagem de células portadoras do fator bacterioci

nogênico (Tabela 13). As amostras apresentaram 100% de produtividade su

gerindo grande estabilidade do fator bacteriocinogênico durante as divi

sões celulares. OZEKI et alii (1959) no entanto trabalhando com células 

isoladas observaram que apenas uma fração da população bacteriana produz 

bacteriocina. 

Devido ao fato de se encontrar na literatura referências 

quanto a existência de dois tipos de bacteriocinas, ou seja, moléculas p� 

quenas e partículas grandes semelhantes a fagos, efetuou-se o teste para 

observação da ocorrência de atividade inibitória inerente a fagos nas li-
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nhagens bacteriocinogênicas 11, 30, 49, 58 e 65. Pelos resultados obti

dos (item 4.9.) sugere-se não se tratar de partículas fâgicas uma vez que 

moléculas de bacteriocinas tomadas da região do halo de inibição não mos

traram atividade, e bacteriocinas obtidas em cultura líquida ocasionaram 

formação de zonas de inibição mais claras conforme dilui-se a solução. 

A diferenciação entre molécula de bacteriocina e partícula 

fãgica e possível uma vez que a primeira não carrega os determinantes ge

néticos para sua auto-reprodução em organismos susceptíveis e, consequen

temente não possui capacidade de formar placas de lise quando em contato 

com linhagem testadora. Assim, apenas bacteriÕfagos podem se propagar 

(transmissão em serie) na cultura da linhagem indicadora e formar placas 

de lise em diversas diluições. 

Análises semelhantes para confirmação da natureza bacterio 

cinogênica e não lisogênica foram também realizadas com colicinas (GRA

TIA, 1925; 1932; FREDERICQ, 1953; JACOB et alii, 1952;1953b; RAMON, 1955; 

RYAN et alii, 1955; OZEKI et alii, 1959; BEPPU e ARIMA, 1967), convexina 

(BEERENS e BARON, 1965), estreptecoccina (KRAMER e BRANDIS, 1975b), pesti

cina (BEN-GURION e HERTMAN, 1958), piocina (JACOB, 1954), bacteriocinas 

de C. micVL,<,ganeMe (ECHANDI, 1976), de P�eudomonM (RAMON et alii, 1961; 

VIDAVER et alit 1972) e de RVL,<,zobium (HIRSCH, 1979; ZELAZNA-KOWALSKA, 

1979). 

Apesar da técnica de observação de nao transmissão em se

rie dar-nos boa margem de segurança, o ideal seria a realização de micros 

copia eletrônica para tal confirmação. 
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Através de estocagern prolongada o plasrnídeo bacteriocinogi 

nico pode ser perdido. Tal fato porem nao ocorreu com nossas culturas 

mantidas por 3 anos em meio de LIGNitRES. WAHBA (1963), GILLIES e GOVAN 

(1966) e VIDAVER et alii (1972) também notaram estabilidade na produção 

de bacteriocinas em isolados de P.óeudomonM fitopatogênicas apos estoca

gem prolongada. Igualmente ECHANDI (1976) obteve o mesmo padrão de bacte 

riocinas em C. miQhlganen.óe. 

Repiques sucessivos pode levar ã perda espontanea do fa

tor bacteriocinogênico e, de fato entre 10 amostras, urna perdeu a propri� 

dade bacteriocinogênica após repicagens mensais por 3 anos. 

A perda induzida do fator BaQ foi analisada utilizando-se 

brometo de etÍdio e temperatura elevada, jã sabidamente, agentes de "cu-

ra". 

Através do tratamento com B.E. obtivemos eliminação do fa 

tor bacteriocinogênico nas linhagens 11, 30, 49 e 58. A porcentagem de 

perda do fator BaQ foi diferente para as diferentes amostras (Tabela 14), 

porém houve urna constância com relação a dose, isto é, maior "cura" com 

maior concentração da droga. 

Perda do fator bacteriocinogênico utilizando-se B.E. foi 

também conseguida por WARREN et alii (1974) em S. aLlfl.ell.ó. 

O mecanismo de ação do brometo de etídio relaciona-se com 

a síntese de ácidos nuclêicos, intercalando-se entre pares de bases do 
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DNA. O complexo entre B.E. e ácidos nuclêicos foi descrito por LEPECQ e 

PAOLETTI (1967) e, de acordo com WARING (1966) o B.E. liga-se ao DNA e 

RNA e inibe a DNA polimerase e RNA polimerase. 

O motivo de se detectar efeito apenas no DNA plasmidial e 

nao no cromossômico talvez ocorra por trabalhar-se com marcas seletivas 

plasrnidiais e na realidade também esta ocorrendo intercalação nas bases 

do DNA cromonemal. 

A diferença de sensibilidade das linhagens ao brometo de 

etídio deve-se a diferenças na sensibilidade das enzimas DNA e RNA polim� 

rase nas diferentes linhagens (BOUANCHAUD et alii� 1969). 

Tratamento das linhagens com temperatura elevada nao acar 

retou a perda do plasmídio bacteriocinogênico. Talvez a temperatura uti

lizada ou o tempo de tratamento nao tenham sido suficientes para concret_i 

zar-se a "cura". LACHOWICZ (1965) e TAGG et alii (1975) observaram que 

tratamento com temperatura elevada suprime totalmente a produção de esta

filococcina. 

Através do tratamento das linhagens bacteriocinogênicas 30, 

49 e 58 com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta longa obteve-se dimi

nuição no tamanho do halo de inibição do crescimento (Tabelas 15 e 16). 

Uma vez que trabalhamos com populações de células (colônias) e nao com 

células individuais, tal diminuição no tamanho do halo de inibição pode

ria sugerir efeitos no DNA (eliminação) ou na própria bacteriocina (inati 

vação). 
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Com relação a hipótese de atuaçao no DNA plasrnidial, te

ríamos a "cura" do fator Bac. em urna parte da população bacteriana que a

carretaria corno consequencia diminuição no tamanho do halo. De acordo com 

BRIDGES et alii (1979) tratamento com 8-MOP e UVL forma "monoadduct" ou 

"crosslink" entre bases pirirnídicas. Com base nessa afirmação poderíamos 

entao, sugerir o bloqueio na replicação do plasrnÍdio Bac. e consequenterne� 

te sua eliminação nas células descendentes. YOAKUM e COLE (1978) suge-

rern que tratamento de furocurnarinas e UVL causariam �lteraçÕes na confor

mação molecular do plasmídio Cof E1 o que acarretaria sua inativação. Fi

nalmente, dados concretos da eliminação de plasmídio por esses dois agen

tes foram conseguidos por SIQUEIRA JR. (19 81) trabalhando com p lasmídio 

de resistência a tetraciclina em S. aWteUó. 

Nossa segunda hipótese relaciona-se com a atuaçao na pro

pria molécula de bacteriocina. BENSASSON et alii (1978) observaram que 

tratamentos de furocumarinas e UVL afetam proteínas. O efeito de 8 MOP 

e UVL poderia ser, agindo como uma substância que inativaria proteínas 

(bacteriocinas), ou como uma substância protetora da açao de bacterioci

nas, semelhanternente ã substância que dã imunidade ou, induzindo a derr� 

pressão de alguma enzima que inativa a bacteriocina por digestão ou in

terferindo com o mecanismo de transmissão da ação letal. 

A atuaçao do 8-MOP-UVL no DNA (plasmídio) 
- . 

ou na propria 

bacteriocina poderã conduzir a uma conclusão mais precisa mediante novos 

experimentos genéticos e bioquímicos pois ate o momento são apenas hipót� 

ses. 
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Tentativas de correlação entre produção de bacteriocinas 

com a planta hospedeira ou local de origem foram infrutíferas uma vez que 

o espectro de produção foi bastante amplo e independentes de fatores como

hospedeiro e local de origem. SANTOS (1979) tambêm não observou relação 

entre isolados produtores e nao produtores bem como resistência ou sensi

bilidade à campestricinas quanto à planta hospedeira e seu local de ori

gem. GARRET et alii (1966) no entanto observaram diferença na produção 

de bacteriocinas por P. lyJu.nga� isoladas de diferentes hospedeiros. Dian 

te desses resultados divergentes entre diferentes autores, sugere-se no

vos estudos para obtenção de resultados mais concretos com relação a exis

tência ou nao de correlação entre bacteriocinas, hospedeiros e locali

dade. 
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