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FATORES QUE ATUAM NA PRODUCAO DE BACTERIOCINAS

DE BACTERIAS FITOPATOGENICAS

Consuelo Margarida Rubio de Biagt

Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo
- Orientador -

RESUMO".

O presente trabalho foi conduzido com a finalidade de se
analisar em bacterias fitopatogenicas dos generos Enawinda, Pseudomonas e
Xanthomonas as condicoes ideais para a producao de bacteriocinas e perda
dessa capacidade, alem da determinagao dos niveis naturais de resisten-

cia a drogas.

Detectou-se producao de bacteriocinas em 70,967%, 82,757 e
55,00% dos isolados de Ermwinda, Pseudomonas e Xanthomonas, respectivamente.
As condicoes que influiram na produgao de bacteriocinas foram em primeiro
lugar a composicao do meio de cultura, seguindo-se a viscosidade do meio,
o tempo de incubagao da amostra produtora e a concentracao de agar no meio

'

da cultura. Tratamento com luz ultravioleta (253 nm) levou com apenas
uma excegao ao aumento na producao de bacteriocinas. Tratamento com bro-
meto de etidio levou a perda da capacidade de produgao de bacteriocinas;

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

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



tou a diminuigao do halo de inibigao produzido pelas bacteriocinas em a-
mostras sensiveis. Nao se detectou relagao entre capacidade bacteriocino-

genica, resistencia a drogas, planta hospedeira e local de origem -dos iso-

lados.
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FACTORS ACTING ON BACTERIOCIN PRODUCTION

BY PHYTOPATHOGENIC BACTERIA

Consuelo Margarida Rubto de Bilagt

Prof. Dr. Joao Lucto de Azevedo
- Adviser -

SUMMARY

The present research has been carried out to analyse
phytopathogenic bacteria of genus Erunda, Pseudomonas and Xanthomonas
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 70.967 of Erwindla, 82.75%
of Pseudomonas and 55,007 of Xanthomonas isolates. It has been shown
that the medium composition was relevant for bacteriocins pfoduction,
followed by medium viscosity, sample incubation time and the amount of
agar added to the medium. Ultraviolet light (253 nm) treatment have
increased bacteriocin production except for a single sample. Ethidium

bromide treatment caused loss of bacteriocin production and high
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temperature was not able to eliminate this capacity. 8-methoxypsoralen
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.



1. INTRODUGEO

Bacteriocinas sao substancias produzidas por muitas espe
cies bacterianas. Essas bacteriocinas atuam sobre linhagens relaciona—
das ou mesmo, em alguns casos de especies e generos diferentes. As bacte-
riocinas embora apresentando certas semelhancas com os bacteriofagos sao

distinguiveis destes, pois nao se autoduplicam no organismo hospedeiro.

Os determinantes geneticos para produgao de bacterioci

. ~ . . -

nas, localizam-se em elementos extra cromossomicos denominados  plasmi-
dios bacteriocinogenicos ou simplesmente Bac. Tais fatores sao passi-
veis de transferencia para outras celulas atraves de conjugagao,transfor-
magao ou transdugao e sao eliminados por tratamentos com agentes curage-

nicos.

Producao de bacteriocina por bacterias fitopatogenicas tem
sido pouco estudada; por esse motivo, o objetivo de nosso trabalho foi
justamente em primeiro lugar, verificar a produgao de tais substancias

por especies de Enwdnia, Pseudomonas e Xanthomonas patogenicas a plantas.
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A partir de isolados produtores objetivou-se estudar: 1) as melhores con-
digoes para a produgao de bacteriocinas tais como o meio de cultura ideal,
tempo de incubagao, viscosidade do meio e indugao por luz ultravioleta,
(253 nm); 2) eliminagao do plasmideo Bac com o agente de cura brometo de
etidio ou por tratamento com 8-metoxipsoraleina e 1luz ultravioleta lon
ga (360 nm); 3) determinagao do nivel de resistencia natural de bacte-
rias fitopatogenicas frente a drogas antimicrobianas e relacionamento da
producao de bacteriocinas com essa resistencia e com as plantas hospe-

.

deiras e seu local de origem.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O estudo das bacteriocinas iniciou-se em 1925 quando GRA-
TIA, analisando linhagens de Esacherdichia cofl observou que a linhagem
E. cofi V produzia uma substancia que inibia o crescimento de E. cofi 4.
FREDERICQ em 1946, realizou observagaes semelhantes em outras linhagens
de E. cofi e, essa substancia inibitoria foi chamada colicina (GRATIA e
FREDERICQ, 1946). O mesmo fenomeno foi observado em outros generos e es-
pecies bacterianas como Shigeffa (FREDERICQ, 1948a; FASTER,1949), E. freun-
dii (FREDERICQ, 1947), Salmoneffa (FREDERICQ, 1952a) e Micrococcus (HEALEY
e DOERY, 1951; LOEB et aliz, 1950). Diante de tal fato, JACOB et aliz
(1953a) propuseram o termo geral de bacteriocina e, de acordo com o gene-
ro ou a especie produtora as bacteriocinas receberam denominagoes especi-
ficas como por exemplo colicina (E. cofdl), piocina (Pseudomonas pyocyanea)
megacina (Bacllus megaterium), estafilococcina (Staphylococcus aureus) e
agrocina (Agrobacterium nadiobacten). Atualmente, devido talvez ao alto
grau de especificidade, a nomenclatura das bacteriocinas baseia-se na es-

pecie do organismo hospedeiro (BRADLEY, 1967) e & codificada segundo FRE-



N
DERICQ (1948b) onde, o tipo de bacteriocina produzida & precedido pela
designacao da linhagem. Dessa forma, colicina CA 23-D significa colici-

na tipo D produzida por E. coli CA 23,

A definigao original de bacteriocina dada por JACOB et
alii (1953a) como "proteinas do tipo colicina caracterizada por biossinte
se letal, atividade intraespecifica e adsorgao a receptores especificos'
foi sendo ampliada com o passar dos tempos uma vez que novos dados permi-
tiram um melhor conhecimento de tais substancias com relagao principalmen
te a composicao quimica, caracteristicas fisicas, estruturais, geneticas

e imunologicas, especificidade e sensibilidade.

Atualmente nao se tem uma definigao precisa para bacte-
riocinas e TAGG et alii (1976) afirmaram que seria ilusorio tentar-se ela

borar uma definigao devido a grande diversidade dessas substancias.

Com relagao a composig¢ao quimica, as bacteriocinas apre-
sentam-se variaveis, podendo constituirem-se de proteinas, carboidratos,
lipidios ou nucleotideos e, tal variabilidade e observada ate mesmo den-
tro da mesma especie, uma vez que, a mesma bacteria pode produzir diferen
tes bacteriocinas. Dentre as bacteriocinas constituidas quimicamente de
proteinas encontram-se a butiricina (ADAMS, 1959; CLARKE et aliZ, 1975),
cloacina (DE GRAAF et alzz, 1968; 1970), colicina D (TIMINIS, 1972), coli
cina E; (SCHWARTZ e HELINSKI, 1968; 1971), colicina E2 (MAEDA e NOMURA,
1966; HERSCHMAN e HELINSKI, 1967), colicina Ej (MAEDA 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 aliz, 1952), colicina V (DEPOUX e
CHABBERT, 1953), enterococcina (BROCK et aliZ, 1963), estafilococcina
(BARROW, 1963; HSU e WISEMAN, 1967), fluocina (HAMON, 1956), megacina A
(HOLLAND, 1961; MARJAI e IVANOVICS, 1962; HOLLAND e ROBERTS, 1964), mega
cina C (HOLLAND, 1961), micrococcina (HEATLEY e DOREY, 1951), miracina(JE
SAITIS, 1970; GOEBEL, 1973), perfringocina (ADAMS, 1959), piocina (JACOB,
1954; HAMON, 1956; HOMMA e SUZUKI, 1964; HOMMA et aliZ, 1968;KLEINSCHMIDT,
1968); ;almonellicina (HAMON, 1955) e bacteriocinas de especies fitopato
genicas de Pseudomonas, Corinebacterium e Agrobacterium  (OKABE e GOTO,
1963). Dentre as constituidas por lipocarboidrato-proteina salientam-
-se a colicina A (BARRY et aliz, 1963; 1965), colicina E2 (REEVES,1963),
colicina K (GOEBEL et aliZ, 1955; LATARJET e FREDERICQ, 1955; GOEBEL,1962),
colicina SG (NUSKE et aliZ, 1957), colicina V (HUTTON e GOEBEL,1961;1962),
estafilococcina (GAGLIANO e HINSDILL, 1970), estreptocina (SCHLEGEL e SLA
DE, 1972), lactocina (UPRETI e HINSDILL, 1973, 1975), morganocina (SMIT
et alit, 1968), perfringocina (TUBYLEWICZ, 1968) e piocina (HOMMA et alit,

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

tuida de nucleotideo de adenina € o da agrocina 84 (ROBERTS et aliZ,1977).

As bacteriocinas constituidas de lipopolissagarideo-pro-
teina geralmente encontram-se associadas ao antigeno somatico O e, anali
ses posteriores efetuadas com algumas dessas bacteriocinas levou os auto-
res a separarem como protéica a sua parte funcionalmente ativa. Desta for
ma, talvez, outras bacteriocinas posteriormente, sejam também englobadas

apenas nas bacteriocinas proteicas. Cerecina (GEAL e IVANOVICS, 1972) e
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megacina A (OZAKI et alii, 1966) apresentam atividade enzimatica semelhan

te a fosfolipase A.

Estudos realizados ao nivel de microscopia eletronica de-
monstraram que muitas bacteriocinas apresentam-se semelhantes a bacterio
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 aliZ, 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 PERON, 1966; BRADLEY, 1967), piocina (KA-
GEYAMA e EGAMI, 1962; KAGEYAMA, 1964; ISHII et al<Z, 1965;HIGERD et aliz,
1967; HOMMA e SHIONOYA, 1967; HOMMA et alii, 1967; ONISHI, 1969;  TAKEYA
et alit, 1969), subtilicina (IONESCO et aliZ, 1964; SEAMAN et aliz, 1964;
BRADLEY, 1965; STICKLER et alii, 1965; OKAMOTO et aliZ, 1968), vibriocina
(JAYAWARDENE e FARKAS - HIMSLEY, 1968) e bacteriocina de Rhizobium Lupind

(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 bacteriofagos.

Apesar dessas semelhangas morfologicas observadas em mi-
croscopio eletronico e outras como estabilidade, especificidade,etc,bacte
riocinas e bacteriofagos sao entidades distintas uma vez que os fagos pos

suem determinantes geneticos para sua auto-replicagao em organismos sus-



ceptiveis, lisam a celula hospedeira e sao transmitidos em serie, o que,
nao ocorre com as bacteriocinas (revisoes de FREDERICQ, 1957; BRADLEY,
1967; NOMURA, 1967; KAYSER, 1969; REEVES, 1972; HARDY, 1975; TAGG et alid,

1976).

0 mecanismo de agao das bacteriocinas, segundo HOLLAND e
HOLLAND (1970), ocorre em dois estagios. No primeiro passo forma-se o
complexo I que envolve a interagao fisica daibacteriocina com 0 receptor
eSpecIfico da célula susceptivel, e, nessa forma a bacteriocina nao causa
mudangas bioquimicas detectaveis. O segundo estagio, o qual e dependente
de muitos fatores, resulta na expressao dos efeitos bioquimicos na super
ficie da celula e a nivel intracelular. PLATE e LURIA (1972) sugerem me

canismo semelhante.

A interagao fisica decorrente da presenca de receptores
na celula sensivel foi primeiramente observado por MAEDA e NOMURA (1966)
e a localizacgao de tais receptores pode ocorrer na parede celular
(WELTZIEN e JESAITIS, 1971; SABET e SCHNAITMAN, 1971, 1973; BRAUN e WOLFF,
1973; DI MASI et aliZ, 1973), na membrana citoplasmatica(SMARDA e TAUBE-
NECK, 1968; BHATTACHARYYA et aliz, 1970; ELLISON e KAUTTER, 1970; SABET
e SCHNAITMAN, 1971; SMARDA e LANEK, 1971; JETTEN e VOGELS, 1972b; 1973a;
TAKAGAKI et aliZ, 1973) ou em regioes onde a membrana citoplasmatica esta

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

A composigao quimica dos receptores pode ser proteéica
(BRAUN e WOLFF, 1973; SABET e SCHNAITMAN, 1973; BRAUN et alii, 1974) ou

lipopolissacaridica (GUTERMAN e LURIA, 1969; CHANG e HAGER, 1970). TAGG
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et alit, (1976) sugerem que devido a diversidade de composigao e estrutu
ra das moléculas de bacteriocinas, parece plausivel que receptores de di-
ferentes bacteriocinas sejam de composigao diferente e se localizem em lo

cals diferentes.

Com relacao a especificidade de adsorcao, ANASTESIO et
al?? (1971) e DAJANI e WANNAMAKER (1973) observaram adsorgao altamente es
pecifica para boticina e estafilocina respectivamente, enquanto, GAGLIANO
e HINSDILL (1970), JETTEN ® VOGELS (1972a) e UPRETI e HINSDILL(1973;1975)

nao obtiveram o mesmo resultado para estafilocina e lactocina.

Uma vez a bacteriocina adsorvida ao receptor (complexo 1),
inicia-se o desenvolvimento do segundo estagio que e bastante influencia-
do pela temperatura, ions, 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 sitio receptor e a partir dai, envia
um estimulo atraves de um sistema de transmissao,possivelmente localizado
na membrana citoplasmatica, o qual atinge o alvo bioquimico. Esse meca-
nismo envolve portanto uma agao indireta da bacteriocina e diversas eta-
pas entre adsorgao e a agao final no alvo. Para explicar esse mecanismo,
os autores propoem que os alvos possuem conecgoes fisicas com a membrana

citoplasmatica ou, sao partes integrantes da mesma.

CHANGEUX e THIERY (1967) sugerem que apos a adsorgao, as
moleculas de bacteriocinas induzem mudangas conformacionais nas unidades
protomericas que se propagam sequencialmente atraves da membrana celular.

Essa hipotese foi confirmada por CRAMER et alZZ (1973) e JETTEN e VOGELS
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(1973b), utilizando fluoresceina, porém, foi colocada em duvida por SMAR-

DA (1975).

0 metodo de penetragao das moleculas de  bacteriocinas
ainda nao esta elucidado, porem, alguns autores sugerem diferentes meca-
nismos. Para HOLLAND (1977) a entrada pode ser efetuada atraves de ca-
nais superficiais do tipo descrito por BAYER (1968) ou por degradagao lo-
calizada da membrana atraves da atividade de fosfolipase de algumas bacte
riqcina§. Para CAPALDI e GREEN (1972), a penetracao das moleculas ocorre
através;do deslocamento lateral de regioes ricas em polipeptideos que exis
tem intercaladas com a matriz fosfolipidica da membrana celular. Tal des-
locamento levaria a formagao de um canal relativamente hidrofilico por on

de passaria a molecula de bacteriocina.

Apos a penetragao ou translocacao de toda ou de uma parte
da molecula de bacteriocina, ocorre a formagao do complexo II que culmina
com a interagao da bacteriocina e seu alvo, alterando-o e acarretando a

morte celular.

As bacteriocinas atuam atingindo diferentes alvos, ou se-
ja, inibindo a sintese de DNA, RNA e proteinas: colicina A  (NAGEL DE
ZWAIG, 1969), colicina B (ARIMA et aliz, 1968), colicina E1 (JACOB et
aliz, 1952), colicina I (LEVISOHN et aliZ, 1968), colicina K (NOMURA e
NAKAMURA, 1962; NOMURA, 1963; FIELDS e LURIA, 1969), enterococcina (KRA-
MER e BRANDIS, 1975), estafilococcina (DAJANI et aliZ, 1970b; JETTEN e
VOGELS, 1972b; HALLE e HINSDILL, 1975), estreptococcina (TAGG et alit,

1973; SCHLEGEL e SLADE, 1974) e piocina (JACOB, 1954); inibindo o meta-
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bolismo do DNA: colicina E, (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 sintese
proteica: colicina E; (NOMURA, 1963; 1964) e lactocina (UPRETI e HINSDILL,
1975); afetando a membrana citoplasmatica: butiricina (CLARKE e MORRIS,
1976), enterococcina (DAVIE e BROCK, 1966a) e megacina A (IVANOVICS et
aliz, 1958; HOLLAND, 1961; 1962) ou afetando a parede celular: perfringo-

cina (MAHONY et aliz, 1971).

A agao mortal da maioria das bacteriocinas como um proces
so de um unico toque ("single-hit'") foi primeiramente demonstrado em E.
cofi ML por JACOB et ali? (1952) e confirmado "a posteriori" por  NOMURA
(1963), KAGEYAMA (1964), NOMURA e MAEDA (1965) e REEVES (1965). Hipdtese
inversa sugerindo que a morte celular ocorre atraves de multiplos toques

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

Uma unidade letal (quantidade de moléculas necessarias pa
ra matar uma celula sensivel) pode corresponder a apenas uma molecula de
bacteriocina como observado com colicina (JACOB et aliz, 1952; REEVES,
1965; 1972; CRAMER e PHILLIPS, 1970; PLATE e LURIA, 1972), estafilococci-
na (JETTEN e VOGELS, 1974), estreptococcina (SCHLEGEL e SLADE,1973), mega
cina (HOLLAND, 1961; 1965) e piocina (JACOB, 1954) ou, a muitas molécu-
las como detectado com cloacina (DE GRAAF et aliz, 1969), colicina (MAE-

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

Com o intuito de conciliar a morte da celula sensivel pe-

la agao de um sO toque com muitas moleculas de bacteriocinas (cloacinas),
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DE GRAAF et aliZ (1969) sugerem que cada molecula adsorvida tenha 1igual,
porem baixa probabilidade de matar a celula, ou que, alguns receptores
nao possuem capacidade de iniciar o evento letal, ou ainda que, algumas

preparacoes incluem proporcoes de moleculas inativas.

A bacteria bacteriocinogenica sobrevive a bacterioci-
na homologa devido a presenca de uma imunidade especifica. Essa imunida-
de & diﬁerepte de resistencia uma vez que a bacteriocina adsorve aos re-
ceptoreé da celula imune (MAEDA e NOMURA, 1966; LEVISOHN et aliz,1968; KO-
NISKY e COWELL, 1972). De acordo com KAYSER (1969 ), a bacteria produto-
ra de bacteriocina possui um gene capaz de codificar a sintese de uma
substancia que inativa o estimulo produzido pela bacteriocina e NOMURA
(1963) sugere que uma "substancia Tmune' interfere no mecanismo de trans

missao.

OCHI et ali? (1971) observaram que imunidade a megacina
A-216 ocorre devido a presenga de um inibidor proteico que atua por dimi
nuigao da taxa de "twrmover' da enzima fosfolipase. Imunidade a hemolisi
na foi atribuida ao acido teicoico (DAVIE e BROCK, 1966b). Na bacteria
colicinogenica E; - W3110 extraiu-se uma proteina que bloqueia a agao da
bacteriocina "in vitro" (JAKES et alii, 1974; SIDIKARO e NOMURA,: 1974;
BOWMAN et aliz (1971). Para TAGG et aliz (1976) a imunidade decorre da
formagao de um complexo entre a bacteriocina e sua proteina de imunidade

especifica.

A primeira analise da base genetica da bacteriocinogenici
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dade foi realizada por FREDERICQ e BETZ - BAREAU (1953a,b,c) os quais
sugeriram que os genes responsaveis pela producao de colicina E1 locali-
zam-se em um elemento extracromossomico. Os trabalhos de ALFOLDI et aliZ
(1958) e JACOB e WOLMAN (1958) colocando o fator Cof E, como epissomo nao
foi confirmado por CLOWES (1963) o qual sugere que fator E, e outros fato
res colicinogénicos sao melhor definidos como plasmidio do que epissomo
ate que seja demonstrada uma associagao mais direta desses elementos com
o cromonema bacteriano. REEVES (1965) tambem sugere que se coloque o fa?
tor Bac como plasmidio uma vez que nao ha evidencias de integragao ao cpé

monema bacteriano.

Muitas analises foram realizadas e a maioria dos resulta
dos indicaram tratar-se de um plasmidio porem, KAGEYAMA (1970a,b) sugere
que o determinante genetico da aeruginocina tipo R de P. aerugimnosa  PAO
localiza-se no cromonema bacteriano e CHENGAPPA e CARTER (1977) postulam
que o elemento genetico responsavel pela produgao de bacteriocina em Pas-

teunella multocida pode estar localizado no proprio cromonema.

0 plasmidio bacteriocinogenico & constituido por DNA (SIL
VER e OZEKI, 1962; OZEKI, 1965) e analises ao microscopio eletronico e em
gradiente de densidade revelam constituir-se de DNA bicatenario e circu-
lar (ROTH e HELINSKI, 1967; BAZARAL e HELINSKI, 1968a,b; HELINSKI e

CLEWELL, 1971).

Com relagEo ao peso molecular, HARDY (1975) dividiu os
plasmidios bacteriocinogenicos em dois grupos. O primeiro, compreende
plasmideos pequenos (10®> - 10° daltons) e o segundo grupo inclue plasmi-

dios maiores (107 - 10® daltons). Muitas caracteristicas geneticas e fi-
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siologicos estao intimamente relacionadas com essa divisao, ou seja, ape-
nas os plasmidios maiores sao auto-transferiveis por conjugagao e exis-—
tem em poucas copias por celula enquanto os menores necessitam ser media

dos por outros plasmidios na conjugagao.

OZEKI et alii (1962), SMITH et aliz (1963) e STOCKER et
alii (1963) estudando a capacidade de transferencia do fator Cof atraves
de conjugagao, tambem observaram que existem dois tipos de plasmidios o
primeiro compreendendo os plasmidios infecciosos (Cof V, B e I) e o segun
do tipo‘ nao infecciosos (Cof E,, E, e K), porem podendo ser transferi-

dos quando em conjunto com um plasmidio mobilizador.

A produgao de bacteriocina pode ser profundamente afetada
pelas condigoes de culturas como temperatura (LACHOWICZ, 1965; FOULDS e
SHEMIN, 1969; VIDAVER et aliz, 1972; TAGG et aliz, 1975; 1976; ECHANDI,
1976; GROSS e VIDAVER, 1978; 1979), pH (GOEBEL et aliz, 1955; TAGG et
aliti, 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 aliZ, 1971; JETTEN et
aliz, 1972; VIDAVER et aliz, 1972; GROSS e VIDAVER, 1978), composigao do
meio (JACOB et aliZ, 1952; HAMON, 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 aliz,1975;
SCHWINGHAMER, 1975; GROSS e VIDAVER, 1978; 1979; HIRSCH, 1979), aeragao
(G&AL e IVANOVICS, 1972; JETTEN et aliZ, 1972) e fase do ciclo de cresci

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

A liberacao de bacteriocina por linhagens bacteriocinoge-
nicas pode ser aumentada com a utilizagao de agentes de indugao. Atraves
de irradiagao com luz ultravioleta observou-se maior produgao de aerugi-
nocina (HAMON et alZi, 1961), carotovoricina (HAMON e PERON, 1961b), cloa
cina (HAMON e PERON, 1963b), clostocina (HONGO et aliZ, 1968), colicina
(JACOB et al%, 1952; FREDERICQ, 1957; 1963; SANDOVAL et ali7,1965; MEYER
et aZii; 1976), fluocina (HAMON et alii, 1961), marcescina (HAMON e PERON,
1961a), megacina (IVANOVICS e ALFOLDI, 1957; IVANOVICS e NAGY, 1958;
HOLLAND e ROBERTS, 1964; OZAKI et alii, 1966), monocina (HAMON e PERON,
1962, 1963a) pesticina (BEN-GURION e HERTMAN, 1958; HERTMAN e BEN-GURION,
1958; BRUBAKER e SURGALLA, 1961), piocina (JACOB, 1954; HAMON,1956; HAMON
et alit, 1961) e bacteriocinas de C. michiganense (ECHANDI, 1976),de Pseu
domonas fitopatogenicas (VIDAVER et aliZ, 1972; CUPPELS et alii, 1978)
e de Rhizobium (LOTZ e MAYER, 1972). Utilizando-se mitomicina C obte-
ve-se maior liberagao de clostocina (HONGO et aliZ, 1968), colicina(JACOB
et alii, 1952; 1953b; HELINSKI e HERSCHMAN, 1967; MAC PHEE, 1970), megaci
na (OZEKI et aliZ, 1966) e bacteriocina de C. michiganense(ECHANGI,1976).
Outras substancias tambem induzem a liberacao de bacteriocinas como azase
rina (MEYER et aliZ, 1976), cloranfenicol (BEN-GURION, 1970; KENNEDY,
1971), cloreto de calcio (BRUBAKER e SURGALLA, 1961; CHANGAPPA e CARTER,
1977) e peroxido de hidrogenio (LWOFF et aliz, 1952; JACOB et aliZ,1953b;

BRADLEY, 1967). SENIOR (1968) obteve indugao por choques de temperatura.



.15.
0 plasmidio bacteriocinogenico geralmente e estavel  po-
réem, ocasionalmente pode ser perdido espontaneamente. Atraves da utiliza

cao de agentes de "cura' pode-se acelerar sua eliminacgao.

Na definigao original de bacteriocinas, JACOB et aliZ,
(1953a) postularam sua agao como intraespecifica, porem,hoje tem-se inume
ras informacoes de atividade bacteriocinogenica entre especies e generos
diferentes. Nas revisges de REEVES (1965; 1972) e de TAGG et aliti (1976)
observa-se que esse amplo espectro de atividades abrange ate mesmo espe-

cies pertencentes a diferentes familias.

Tipagem de bacterias tem sido efetuada com base na capaci
dade de produgao e sensibilidade a bacteriocinas em Chondrococcus (ANAKER
e ORDAL, 1959), ClLostnidium (MAHONY, 1974), Corinebacterium fitopatogeni-
ca (ECHANDI, 1976; GROSS e VIDAVER, 1979), Pseudomonas fitopatogenicas(VL
DAVER et aliZ, 1972), Safmonella (FREDERICQ e LEVINE, 1947), Sernnatia
(KUWABARA et alii, 1977), Shigeffa (FREDERICQ e LEVINE, 1947; ABBOT e
SHANNON, 1958), Staphylococcus (IVANOV, 1970) e Streptococcus (TZANNETIS
et alii, 1970; KEKESSY e PIGUET, 1971; SHARMA et aliZ, 1976; SADATSUNE

et alii, 1978).

0 papel das bacteriocinas na regulagcao de populagoes di-
namicas em varios ecossistemas tem sido observado e, uma possivel base pa-

ra essa hipotese e que as bacteriocinas devem preencher alguma fungao vi-
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tal uma vez que possuem distribuicao universal e sobreviveram as pressoes
evolutivas (TAGG et aliz, 1976). REEVES (1965; 1972) sugeriu que os
receptores possivelmente possuam uma funcao alternativa, ou seja, cons-
tituem um sistema de reconhecimento relacionado ao potencial de fertilida

de cruzada de diferentes linhagens.

Evidencias que as bacteriocinas possuem algum papel em
interacoes microbianas na natureza foram apresentadas por SHERWOOD et ali<
(19%9)1‘HALBERT e SWICK (1950), HALBERT et ali? (1954; 1957), BRAUDE e
SIEMIENSKI (1965) e GUZE et alii (1969) atraves de prevencao de infeccoes
experimentais em animais utilizando bacterias bacteriocinogenicas ativas
contra as bacterias patogenicas. HALBERT (1948a,b), FREDERICQ e BETZ-BA-
REAU (1948), FREDERICQ et aliZ (1949), FREDERICQ (1950) observaram que a
frequencia de bacterias produtoras de colicinas ativas contra Shigella e
Salmoneflfa e maior em individuos doentes do que em sao sugerindo portanto

algum papel regulador das bacteriocinas.

Com relacao ao controle de doencas em plantas causadas
por bacterias fitopatogenicas alguns trabalhos tambem foram efetuados por
KERR (1972), NEW e KERR (1972), HTAY e KERR (1974), KERR e HTAY (1974) e

MOORE (1979) atraves da utilizagao de A. radiobacter nao patogenica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras bacterianas

Foram utilizadas 81 amostras de bacterias fitopatogenicas,
sendo que 61 foram isoladas e classificadas atée generos a partir
de hortaligas infectadas e 20 foram cedidas por outras instituicoes. Tais

amostras acham—-se discriminadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Procedencia das amostras bacterianas.

AmOS= T a xonomia Procedencia
tras
1 E. carotovoha KIMATI (ESALQ - Piracicaba)
2 E. carotovorna SCROTH (Univ. California - U.S.A.)
3 Erwinda sp MALOZZI (Inst. Biologico - Sao Paulo)
4 Erwinia sp Piracicaba
5 Erwinia sp Piracicaba
6 Erwinia sp Piracicaba
7 Erwinia sp Piracicaba
8 Erwinda sp Sao 'Paulo
9 Eruinia sp Sao Paulo
10 Erwinia sp Sao Paulo
11 Eruwinia sp Campinas
12 Erwinia Ap Piracicaba
13 Erminia sp Piracicaba
14 Erwinia sp Piracicaba
15 Erwinia sp Piracicaba
16 Erwinia 4p Piracicaba
17 Erwinia sp Piracicaba
18 Eruninia sp Leme
19 Erwinia sp Piracicaba
20 Erwinia 4p Piracicaba
21 Bruwinia Ap Sao Paulo
22 Erwinda sp Rio Claro
23 Erwinia sp Sao Paulo
24 Buvinia sp Campinas
25 Erwdinia Ap Sao Carlos
26 Ermindia Ap Sao Carlos
27 Erwinda sp Sao Carlos
28 Erwindia sp Capao Bonito
29 Erwinia sp Piracicaba
30 Erwinda sp Sao Paulo
31 Erwinia sp Capao Bonito
32 P. cichorwid LOURES (U.F. - Vigosa)
33 P. dinitrdficans I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
34 P. ganrceae LOURES (U.F. - Vigosa)
35 P. sofanacearum MALOZZI (Inst. Biologico - Sao Paulo)
36 P. sofanacearum 1.Z. (ESALQ - Piracicaba)
37 P. solanacearum I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
38 P. sofanacearum AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro)
39 P. synxantha I.Z. (ESALQ - Piracicaba)
40 P. syringae LOURES (U.F. - Vigosa)
41 Pseudomonas Ap Piracicaba

- Continua -
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Amos= axonomi Procedencia
.tras

42 Pseudomonas sp Sao Paulo

43 Pseudomonas sp Sao Paulo

44 Pseudomonas 5 Piracicaba

45 Pseudomonas Ap Sao Paulo

46 Pseudomonas sp Sao Paulo

47 Pseudomonas sp Campinas

48 Pseudomonas 4p Campinas

49 Pseudomonas Ap Campinas

50 Pseudomonas sp Piracicaba

51 Pseudomonas sp Leme

52 Pseudomonas Ap Leme

53 Pseudomonas 4p Sao Paulo

54 Pseudomonas sp Rio Claro

55 Pseudomonas Ap Sao Carlos

56 Pseudomonas sp Capao Bonito

57 Pseudomonas sp Capao Bonito

58 Pseudomonas sp Rio Claro

59 Pseudomonas sp Sao Paulo

60 Pseudomonas sp Capao Bonito

61 X. campestnis LOURES (U. F. - Vigosa)

62 X. campestris MALOZZI (Inst. Biologico - Sao Paulo)

63 X. manihotis LOURES (U.F. - Vigosa)

64 X. manthotis MALOZZI (Inst. Biologico - Sao Paulo)

65 X. passiglorae LOURES (U.F. - Vigosa)

66 X. vesdcatorda AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro)

67 X. vesdLceatoria AKIBA (U.F.R. - Rio de Janeiro)

68 Xanthomonas Ap Piracicaba

69 Xanthomonas 4p Piracicaba

70 Xanthomonas 5sp Piracicaba

71 Xanthomonas Ap Piracicaba

72 Xanthomonas sp Piracicaba

73 Xanthomonas 3p Piracicaba

74 Xanthomonas 5sp Piracicaba

75 Xanthomonas 5p Piracicaba

76 Xanthomonas sp Piracicaba

77 Xanthomonas sp Piracicaba

78 Xanthomonas 4p Piracicaba

79 Xanthomonas sp Rio Claro

80 Xanthomonas sp Piracicaba :

81 A. tumefasciens LOURES (U.F. - Vigosa)
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3.2. Meios de cultura e solucoes
3.2.1. Caldo Nutriente (NL)

Nutrient broth (Difco) . . . . . . . . . . 8,0 g

Kgua destilada esterilizada. . . . . . . . 1000 ml

3.2.2. Nutriente Agar (NA)

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

meio.

3.2.3. Nutriente agar semi-solido

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

de meio.

3.2.4. Meio D3 (para isolamento de Ewinia)

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970).

1

Sacarose . . . . . . ¢« « ¢« v < 4.+« . . . 10,0 g
Arabinose. . . . . . . . . . .. .. . .. 10,0 ¢g
Caseina acida hidrolisada. . . . . . . . . 5,0 g
LiCl. v v v v v v v v i v e e e e e e e 7,0 g
NaCl .« v v v v v v e e e e e e e e e e 5,0 g
Glicina. . . . « . ¢ v v ¢ v v e e e e 3,0 g
MgSOy . 7H20. + « » = « v v v . . . . . .. 03¢
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3.2.6.

NaQHPOu

Dodecil sulfato de sodio.

-

-

Azul de bromotimol.

Fucsina acida.

Agar.

-

.

-

-

Agua destilada esterilizada .

pH 6,9 -

Meio D, (para isolamento de Pseudomonas)

7,1

-

.

0,1
0,05
0,06
0,1

15,0

1000

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970)

Sacarose

Glicerol

Caseina hidrolisada

NH,CI1.
Na,HPO,.

Dodecil sulfato de sodio.

Egar.

-

.

-

-

.

-

.

.

-

Agua destilada esterilizada .

pH 6,8

Meio Ds (para isolamento de Xanthomonas)

10,0
10,0
1,0
5,0
2,3
0,6
15,0
1000

Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970)

Celobiose

K,HPO, (anidro)

NaH,PO,
NH,C1

.

.

-

-

.

.

10,0
3,0
1,0
1,0

ge 0@ 0@ O0Q
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MgSOq.7H20 P T T S S 0,3 g
T PO 1 T ¢ Y

Agua destilada esterilizada . . . . . . . . 1000 ml

3.2.7. Meio 523 - Ligquido (para bactéerias fitopatogenicas)
Preparado de acordo com KADO e HESKETT (1970)

Sacarose. . « + 4 o« « & 4 o+ 4 4 o« 4 o« « . . 10,0 g
Caseina acida hidrolisada . . . . . . . . . 8,0 g
Pxtravo de levedura o . o 0 o o o . o . . o 46,00 g
KoHPG, (duxdxo} L L e T T Z,U 24
MESOy « 7TH20 v v v v v e e e e e e e e e .. 0,3 g
Agua destilada esterilizada . . . . . . . . 1000 ml
pH 7,0 = 7,2

3.2.8. Meio 523 - Semi-Solido

Igual ao meio 523 (item 3.2.7.) com adigao de apenas 7,5 g

de agas.

3.2.9. Meio 523 - Solido

Meio 523 (item 3.2.7.) com a adigao de 15,0 g de agar.
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3.2.10. Meio TY agar (TYA)

Preparado de acordo com STANGHELLINT et alit (1977)

Bacto triptona. . « « « » +« « +« + +» « . . . 10,0 g

Extrato de levedura . . . . . . . . . . . . 5,0 g
NaCLl., .+ + . « « « . « v v o v v v e e v o . H,0

Apar. © v . . s e e e e e e e e e e e . . 15,0 g

Agua destilada esterilizada . . . . . . . . L0O00 wl

3.2.11. Meio TYA - Semi-solido

Semelhante ao meio TYA (item 3.2.10.), porem com adigao de

apenas 7,5 g de apar.

3.2.12. Meio TY - Liquido

Igual ao meio TYA (item 3.2.10.), porem sem adigao de agar,

3.2.13. Meio de gelatina (para estocagem das bacterias)

Nutriente broth . . . . . . . . . . . . .. 8,0 g
Gelatina. . . . « « « + + v « v &« v v .+« . 5,0 g
Agar . .. e v s . .. 5,0 g

Agua destilada esterilizada. . . . . . ... 1000 ml
pH 7,4
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3.2.14. Solucgao salina 0,85%

NaCl. +« v v v ¢« ¢ ¢ v &« ¢ v o v v o « v+« 8,5 ¢

Agua destilada esterilizada . . . . . . . . 1000 ml

3.3. Drogas

Kcido nalidixico (Nx) - Winthrop Products Inc.

Ampicilina (Ap) - Laborterapica Bristol S.A.

Bicloreto de mercurio (ch12) - E. Merck.

Brometo de etidio (BE) - Sigma Chemical Co.

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

Cloranfenicol (Cm) - Parke Davis Ltda.

Eritromicina (Em) - EI1i Lilly do Brasil Ltda.

Hetacilina potassica (He) - Laborterapica Bristol S.A.

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

Penicilina G. Potassica (Pn) - Fontoura - Wyeth Ind. Farmac. S.A.
Sulfato de canamicina (Km) - Laborterapica 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 (Tc) - Pfizer Quimica Ltda.

3.4. Preparo das drogas

A Tabela 2 apresenta os solventes utilizados no preparo

das drogas.



Tabela 2 - Preparo das solugoes de drogas.

Drogas Solventes

Acido nalidixico NaOH 0,1 N

Ampicilina Kona destilada esterilizada

Bicloreto de mercurio Agua destilada esterilizada

Brometo de etideo “Agua destilada esterilizada

Cefalotina sodica Agua destilada esterilizada

Cloranfenicol 1/10 Metanol e 9/10 agua dest. esterilizada
Lritromicina L/10 Metanol ¢ 9/10 agua dest. esterilizada
Hetacilina Agua destilada esterilizada
8-Metoxipsoraleina 1/10 Acetona e 9/10 agua dest. esterilizada
Penicilina G potassica Agua destilada esterilizada

Sulfaco de canamicina Agua destilada esterilizada

Sulfato de estreptomicina Agua destilada esterilizada
Sulfato de gentamicina Agua destilada esterilizada

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

3.5. Esterilizacao e temperatura de incubacao

Os meios de cultura foram esterilizados em autoclave por

15 minutos a 1 atmosfera de pressao e a 120°C.

A temperatura de incubagao em todos os experimentos foi de

28°C.
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3.6. Isolamento das bacterias fitopatogenicas

As amostras bacterianas foram coletadas a partir de hor-
taligas infectadas. ~ApBS desinfecgcao dos vegetais com alcool, a regiao
lesada foi retirada com auxilio de espatula e pinga esterilizadas e colo-
cada em tubo de enséio contendo solugao salina esterilizada. A  seguir,
agitou-se vigorosamente e a solucao foi semeada em estrias em placas con-
tendo meios espeecificos para isolamento de Eawinia, Pseudomonas e Xantho-

monas. As placas foram incubadas por 24 - 48 h e "a posteriori' as amos-

tras bacterianas foram estocadas em tubos contendo meio de gelatina.

3.7. ldentificacao das bacterias

As provas bioquimicas para identificagao das bacterias fo-
ram.realizadas de acordo com LOURES e GUIMARAES (1974) e ROMEIRO (1976) e

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

3.8. Determinacao dos niveis de resistencia

Os niveis de resistencia foram determinados pela técnica
de diluicao em placas (TRABULSI e ZULIANI, 1969). As placas e as solu-

coes de antibioticos foram preparadas no dia do uso.

Em tubos de ensaio contendo 20 ml de NA a ASOC, colocou-se



.27,
quantidades adequadas da solugao de antibiotico a fim de obter-se a con-
centragao final de L, .2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 pg da droga
por ml de meio de cultura. Os tubos foram agitados vigorosamente para ho
mogeneizar a mistura e seu conteudo vertido em placas de Petri. Apos soli
dificagao, as placas foram mantidas entreabertas em ambiente asseptico

por aproximadamente 2 horas para eliminagao da umidade superficial.

As amostras bacterianas a serem ensaiadas foram irnocula-
das em NL, incubadas por 24 horas e, apos diluigoes apropriadas foram ino
culadas com auxilio do replicador multialga de 17 unidades deserito  por
AZEVEDO et ali? (1980) nas placas contendo antibiotico. A viabilidade
das amostras foi obscrvada inoculando-as em NA isento da droga. Apos 24
horas de incubagao observou-se o crescimento e considerou-se como nivel
de resistcéncia a concentragao da droga imediatamente inferior aquela que

impedia o crescimento da amostra bacteriana.

3.9. Produgao de bacteriocinas em diferentes meios de cultura

Com a finalidade de se conhecer o meio de cultura ideal
para p.oegao de bacteriocinas, observou-se o comportamento das 81 linha
gens em tres diferentes meios: NA, 523 e TYA. A tecnica utilizada foi de

COSTA (1973).

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

ram replicadas para placas de Petri contendo NA, TYA ou meio 523 solido
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através do multi-replicador que permite analise simultanea de 17 diferen
tes :iahagens. Apos 24 horas de incubagao as placas foram invertidas ¢
colovaco 0,5 ml de cloroformio na tampa. Decorridos 15 minutos as pla-
cas foram entrecabertas cem ambiente asséptico por 30 minutos para elimina

cao do cloroformio residual.

Sobre as placas adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-solido
a 45°¢ previamente inoculadé com 0,1 ml da cultura a ser ensaiada de modo
a obter-se uma delgada pelicula sobre as colonias mortas pelo clorofor-
mio. Tncubou-se por 24 horas e observou-se a presenga ou auscencia de ha-
lo de inibicao ao redor das colonias inativadas. As linhagens que apre-
sentaram halo foram observadas com relagao ao tipo e tamanho da colonia
e do halo de inibicao. O diametro da linhagem produtora foi medido de
uma extrcmidade a outra da colonia e o halo foi medido do bordo da colo-

nia a extremidade externa do halo de inibigéo.

As amostras bacterianas foram todas analisadas quanto a ca
pacidade de producao e quanto a sensibilidade as bacteriocinas nos 3
meios de cultivo. Efetuou-se tambem uma analise com as bacterias testa-

doras crescidas em NL e TY liquido e tambem NA e TY semi-solido.

3.10. Produgao de bacteriocinas em meio de cultura contendo diferentes
concentragoes de agar

Utilizou-se o meio de cultura 523 contendo 1,0 e 1,57 de

ager.
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Linhagens bacteriocinogenicas crescidas por 24 horas em
meio 523 1liquido foram inoculadas com auxilio de alga de platina calibra-
da, em placas contendo meio 523 com diferentes concentragoes de agar e in
cubadas por 24 horas. Apos esse tempo adicionou-se 0,5 ml de cloroformio
na tampa das placas por 15 minutos para matar as bactérias produtoras. A
seguir entreabriu-se as placas em ambiente asseptico por 30 minutos para

evaporagao do cloroformio residual.

Sobre as placas adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-solido
previamente inoculado com a linhagem indicadora e incubou-se por 24 horas.
Posteriormente observou-se o tamanho e tipo do halo de inibigao do

crescimento.

3.11. Produgao de bacteriocinas em placas contendo diferentes quantida-

des de meio

Foram utilizadas placas de 10 cm de diametro contendo 10 ml

e 20 ml de meio 523 solido.

A tecnica para detecgao do tipo e tamanho do halo de inibi

cao foi a mesma descrita no item 3.10.

3.12. Produgao de bacteriocinas com diferentes tempos de incubagao

Linhagens produtoras de bacteriocinas foram inoculadas em
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meio 523 liquido e incubadas por 24 horas. ''A posteriori' as culturas fo-
ram convenientemente diluidas (para obter-se em media, L0 colonias por pla
ca) e semeadas em placas contendo meio 523 solido. As placas foram sepa-
radas em trés grupos sendo o primeiro conjunto incubado por 24 horas,o sc

gundo por 48 horas e o terceiro por 72 horas.

Decorrido o tempo de incubacao, as colonias foram mortas
pela adicao de 0,5 ml de cloroformio na tampa da placa por 15 minutos. A

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

formio residual.

Sobre as colonias, adicionou~se 5 ml de meio 523 semi-soli

do previamente inoculado com 0,1 ml da linhagem indicadora.

Apos 24 horas de incubagao observou-se o tamanho do halo

de inibicao de crescimento. Anotou-se também, o diametro da colonias.

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

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

3.13. Liberagdo de bacteriocina em meio de cultura 1iguido

A analise da liberagao de bacteriocina em meio de cultu-
ra liquido fol efetuada com amostras crescidas por 24 e 48 horas com e

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

Aos tubos de ensaio contendo as linhagens bacteriocinogeni-
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cas crescidas, adicionou-se 17 de cloroformio, centrifugou-se e fil-
trou-se o sobrenadante em filtro Millipore (GSWPO 2500) para eliminacgao

de eventuais celulas bacterianas.

Em placas contendo meio 523 previamente semeado com a 1li-
nhagem indicadora, colocou-se 0,05 ml do filtrado em concentracoes nao di
luidas até a diluigcao 10 °. 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 alca de Drigalski; no 29 caso adicionou-se 0,1 ml em meiofsemi—sali

o . . .
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 formagao ou nao de halos de inibigao do crescimento da  amostra

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

Paralelamente foram efetuados experimentos sem a adigao de

cloroformio e sem a filtragao.

3.14. Inducao de bacteriocinas com Tuz ultravioleta curta (UVC)

3.14.1. Inducao em liquido

Linhagem produtora de bacteriocina foi inoculada em meio
523 1iquido, incubada por 24 horas e centrifugada. O sedimento foi res
suspendido em solugao salina e irradiado com luz ultravioleta (comprimen

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

com 5,0 cm de diametro.

Apos o tratamento, com auxilio de alga de platina calibra-
da (diametro de 5,0 mm), fez-se 4 inoculagaes em placas contendo meio 523
e incubou-se por 24 horas. A seguir submeteu-se as placas aos vapores
de cloroformio por 15 minutos e, apos esse tempo as placas foram entrea-
bertas por 30 minutos em ambiente asséptico para eliminagao do clorofor-

mio residual. -

Sobre as placas adicionou-se 5 ml de meio 523 semi-solido
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 inibigao.

Efetuou-se paralelamente um controle sem irradiagao.

3.14.2. Inducao em meio solido

Em placas contendo meio 523 solido fez-se 4 inoculagoes da
bacteria produtora com auxilio de alga de platina calibrada (5 mm de dia
metro) e incubou-se por 24 horas. Decorrido esse tempo as placas  foram
submetidas a irradiagao com luz ultravioleta (253 nm) por 10, 20 e 30 se

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

Apos a irradiagao as placas foram divididas em tres lotes.

O primeiro lote foi imediatamente submetido aos vapores de cloroformio
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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 cloroformio e,

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

roformio.

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 inibigao

do crescimento.

Efetuou-se paralelamente um controle sem irradiagao.

3.15. Porcentagem de colonias produtoras de bacteriocinas

Linhagens produtoras de bacteriocina foram inoculadas em
meio 523 liquido e incubadas por 24 horas. Apos diluigoes convenientes
as culturas foram semeadas em me1o 523 solido e incubadas por 24 horas.
Decorrido esse tempo colocou-se 0,5 ml de cloroformio na tampa das pla-

-

cas e, apos 15 minutos entreabriu-se as placas em ambiente asseptico 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 colonias por placa e o numero

de colonias que produziram halo de inibigao do crescimento.
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3.16. Ensaio da atividade fagica

3.16,1. A partir de meio solido

Com auxilio do fio de platina, retirou-se blocos de meio
de cultura da repiao do halo de inibigao, colocou-se em  tubos contendo

meio 523 liquido 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 linhagem indicadora. Incubou-se por 24 horas e anotou-se a pre-

senga ou nao de lacunas de inibigao.

3.16.2. A partir de cultura liquida

Bacterias produtoras de bacteriocinas crescidas por 24 ho
ras em meio 523 liquido foram centrifugadas e o sobrenadante submetido a

filtracao em filtro Millipore (GSWPO 2500) e diluido até 107°,

Sobre placas contendo meio 523 solido semeado com a amos-
tra indicadora colocou-se 0,05 ml do filtrado nas diferentes diluigoes.
Incubou—ce por 24 horas e observou-se a ocorréncia ou nao de halos de ini

bigao.

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

com meio 523 para certificacao da ausencia de celulas bacterianas.
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3.17. Eliminagao do carater bacteriocinogenico

3.17.1. Atraves do brometo de etidio

Em tubos contendo meio 523 liquido acrescido de brometo

de etidio (100 e 500 ug/ml) colocou-se 0,1 ml da bacteria portadora do fa

tor bacteriocinogenico crescida em meio 523 liquido por 24 horas. Lfe-
tuou-se tambem um tubo controle, sem o agente de "eura' para  cstimar-se
a porcentagem de sobrevivencia, Incubou-se por 24 horas e apos dilui-

goes convenientes, semeou-se em placas contendo meio 523. Apos 24 horas
de incubagao, adicionou-se 0,5 ml de cloroformio por 15 minutos e a se-
gulr entreabriu-se as placas por 30 minutos para eliminacao do clorofdor-

mio residual.

Sobre as placas adicionou-se > ml de meio 523 semi-.olido

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

Efetuou-se a leitura dos resultados anotando o nlmero de
-~ . + - Ead g -~ . .
colonias Bac e Bac e o numero de colonias provenientes do tubo contro-

le.

3.17.2. Atraves da temperatura elevada

Em tubos contendo meio 523 liquido inoculou-se a linhagem
bacteriocinogenica e incubou-se por 24 horas a 28°C e 45°cC. Apos dilui-

' coes convenientes semeou-se em placas com meio 523 e incubou-se por 24 ho
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ras. Inativou-se a bacteria com cloroformio por 15 minutos,entreabriu-se

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

mi-solido acrescido da linhagem indicadora. Apos 24 horas de incubacao
— ~ . + - - ~ .
anotou-se o numero de colonias Bac e Bac e o numero de colonias 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 1iquido

Linhagem bacteriocinogenica foi inoculada em meio 523 1i-
quido, incubada por 24 horas e a seguir centrifugada. O sedimento foi
ressuspendido em solucao salina e dividido em quatro aliquotas. Uma de-
las foi utilizada para controle, a segunda, submetida a irradiacao com
luz ultravioleta longa (UVL) por 30, 60, 90 e 120 segundos e, as duas
restantes adicionou-se 8-MOP (25 ug/ml) e incubou-se por 30 minutos no es
curo a 28°C. Decorrido esse tempo retirou-se metade dessa solugao (sem
irradiagao) e o restante foi submetido a irradiagao 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 inoculacao foi realizada
com auxilio de alga de platina calibrada (4 = 5 mm). Posteriormente adi-

cionou-se 0,5 ml de cloroformio e apos 15 minutos,entreabriu-se as placas
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em mbiente asseptico por 30 minutos para eliminagao do cloroformio resi-

.. . . o
dual. Adicionou-se sobre as placas, 5 ml de meio 523 semi-solido a 45°C
previamente 1inoculado com a bacteria indicadora, incubou-se por 24

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

A fonte utilizada foi Mineralight UV Lamp, modelo  UVSL25
regulada para emitir luz de 360 nm de comprimento de onda. A distancia
das placas a fonte foi de 1,0 cm. O diametro da placa utilizada na 1irra

diaggo foi de 5,0 cm.

3.18.2. Tratamento em meio solido

Em placas contendo meio 523 e placas com meio 523 acres-
cido de 8-MOP (25 jg/ml), fez-se 4 inoculos da linhagem bacteriocinogeni-
ca com auxilio de algca de platina calibrada (4 = 5 mm) e incubou-se  por
24 horas. Metade das placas foram utilizadas para controle sem irradia
cao e as restantes foram submetidas a irradiacao com luz UVL (360 nm) por
30, 60, 90 e 120 segundos. Utilizou-se a lampada 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 cloroformio por 15 minu
tos. ApOs evaporacao por 30 minutos adicionou-se sobre as placas,5 ml de
meio 523 previamente inoculado com 0,1 ml da linhagem indicadora. Incu-

bou-se por 24 horas e efetuou-se a medida do halo de inibigao,
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4. RESULTADOS

4.1. Niveis de resistencia

A Tabela 3 apresenta os niveis de resistencia e as figuras
1 a 12 a frequencia para cada nivel de resistencia das 81 amostras fren-
te a 12 agentes antimicrobianos. Na Tabela 4 encontram-se os modelos de

resistencia das amostras em funcao das Figuras 1 a 12.



Tabela 3 ~ Niveis de resistencia de B1 amostras de bactérias fitopatogenicas frente a 12 dropas
antimicrobianas.

Drogas (pp/ml)*

Amostras
Nx Ap Hg Ce Cm Em He Pn Km - Sm Ge Tc
Euuinda

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

2 1 2 2 <1 5 20 <1 2 1 <1 <1 2

3 2 10 2 2 10 500 10 1 2 5 2 2

4 2 100 <1 5 5 1000 50 100 <1 <1 <1 5

5 20 1000 1 1000 50 1000 1000 1000 100 200 100 20

6 2 2 <1 20 2 50 2 2 <1 <1 <1 1

7 5 20 <1 50 5 10 5 S0 <1 <1 <1 5

8 5 20 <1 1000 20 1000 5 1000 <1 <1 <1 5

9 5 20 1 1000 100 1000 20 1000 1 <1 <1 100
10 2 20 1 50 5 10 100 100 <1 <1 <1 5
11 5 20 1 20 5 20 20 50 <1 <1 <1 5
12 5 10 1 1000 100 1000 20 1000 <1 <1 <1 200
13 2 50 <1 100 10 1060 20 1000 <1 <1 <1 2
14 5 100 1 10 10 1000 50 100 <1 <1 <1 2
15 5 20 1 1000 100 1000 20 1000 1 <1 <1 200
16 5 100 <1 10 5 20 20 100 <1 <1 <1 2
17 5 20 <1 200 5 500 10 1000 <1 <1 <1 2
18 5 100 <1 10 5 1000 50 100 2 <1 <1 2
19 2 50 <1 2 5 1000 50 50 <1 <1 <1 1
20 10 100 <1 200 10 100 10 1000 <1 <1 <1 2
21 10 100 <1 1000 100 1000 100 1000 <1 <1 <1 200
22 2 20 2 1000 10 1000 20 1000 <1 <1 <1 2
23 2 20 10 1000 20 1000 10 100 2 <1 1 10
24 10 1000 2 1000 500 1000 1000 1000 1 1000 2 5
25 2 50 2 1000 10 1000 100 500 <1 <1 <1 5
26 2 <1 2 <1 2 1000 <1 <1 <1 1 <1 1
27 2 100 20 1000 100 1000 100 1000 1 1 <1 5
28 1 2 2 50 2 1000 2 20 <1 20 <1 1
29 2 5 2 50 10 1000 10 200 1 1 1 5
30 5 100 20 2 20 1009 50 100 1 1 <1 5
31 10 100 20 1000 10 1000 100 1000 <1 S <1 1

Pseudomonas

32 2 100 2 1000 5 1009 100 1000 1 1 <1 10
33 20 1000 1 1000 50 1007 <1 1000 100 10 20 20
34 5 2 <1 1000 20 20 10 20 <1 <1 <1 1
35 2 1 <1 10 20 2 2 2 <1 1 2 1
36 200 2 1 10 200 20 5 50 5 50 5 2
37 200 10 1 10 200 20 5 100 2 50 5 2
38 2 2 <1 20 20 2 1 5 <1 2 2 <1
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 1
41 2 200 2 2 5 100 100 100 <1 <1 <1 i
42 5 20 1 1000 5 1000 100 1000 <1 2 <1 2
43 5 100 1 20 5 1000 100 100 5 <1 <1 2
44 20 100 <1 1000 1000 1000 200 100 <1 2 5 10
45 5 50 1 1000 100 1000 100 100G 2 <1 <1 10C0
46 2 50 1 5 2 1000 100 100 <1 <1 <1 2
47 5 100 1 10 5 1000 100 100 <1 <1 <1 5
48 5 50 1 5 10 1000 20 50 <1 2 <1 2
49 5 100 1 1000 20 1000 50 1000 <1 <1 <1 10
50 20 20 <1 1000 100 1000 100 100 <1 2 2 2
51 S 20 <1 5 10 1009 20 50 <1 <1 <1 2
52 5 100 <1 50 5 1000 2 100 <1 <1 <1 2
53 5 50 <1 1000 100 1000 100 1000 <1 <1 <1 200
54 2 2 2 5 2 1000 20 50 2 1 1 2
55 2 100 2 100 2 1060 50 50 <1 <1 <1 2
56 2 50 5 1000 50 1090 200 200 <1 2 1 10
57 <1 50 10 20 2 1000 100 200 <1 1 <1 2
58 SO 500 2 1000 00 1003 100 1000 1 5 1 210
59 2 200 10 1000 20 1000 1000 1000 1 1 <1 560
60 2 100 2 2 2 100 100 200 <1 50 “1 71

- Continua -



Tabela 3 ~ Continuagao.

Drogas (Ug/ml)*

Amostras
% Ap Hg Ce Cm Em tle Pn Km Sm Ge Te
Xanthomonas
61 10 200 <1 50 10 2 <1 200 <1 1 2 <1
62 10 200 <1 100 10 2 2 200 <1 2 <1 <1
63 5 2 1 20 1 2 1 1 <1 1 <1 <1l
64 5 5 <1 20 2 10 1 5 <1 2 <1 <1
65 20 5 <1 100 2 10 2 100 <1 <1 <1 <1l
66 20 1000 1 200 2 20 <1 200 <1 <1 <1 2
67 10 5 <1 50 2 10 5 2 <1 <1 <1 1
68 10 2 <1 10 20 2 5 10 <1 <1 <1 1
69 2 2 <1 2 5 10 2 10 <1 <1 <1 1
70 5 2 <1 2 5 20 2 10 <1 <1 <1 1
71 5 2 <1 2 2 20 2 10 <1 <1 <1 1
72 20 5 <1 20 5 2 10 10 <1 <1 <1 1
73 5 2 <1 20 20 2 2 5 <] <1 <1 1
74 2 10 <1 10 5 50 10 50 <1 <1 <1 1
75 2 5 1 10 5 5 10 20 <1 <1 <1 1
76 2 2 <1 10 2 100 1 10 <1 <1 <1 1
77 5 10 1 290 10 1000 10 1000 <1 <1 <1 2
78 5 2 1 2 5 10 2 10 <1 <1 <1 1
79 2 20 2 1000 10 1000 20 200 <1 1 <1 5
80 5 10 <1 2 10 1000 10 50 <1 <1 <1 1
Agrobacteatium
81 500 20 1 200 20 100 10 500 5 20 5 1
* Nx = Acido Nalidixico

Ap = Ampicilina

Hg = Bicloreto de Mercirio

Ce = Cefalotina

Cr = Cloranfenicol

Em = Eritromicina

He = Hetacilina

Pn = Penicilina

Km = Canamicina

Sm = Estreptomicina

Ge = Centamicina

Tc = Tetraciclina

.40,
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Tabela 4 - Modelos de resistencia das amostras frente aos agentes antimi-

crobilanos.

Modelos de Modelos Numero de
Amostras .~ .
resistencia encontrados amostras
Erwinia
5 Km Sm Ge Hg 3
9 Cm Tc Sm 1
12 Cm Tc Hg Cm 1
15 Cm Tc Cm Sm 1
21 Cm Tc Cm Tc 4
23 Hg Km Sm Ge 1
24 Cm Sm
27 Hg Cm
28 Sm
30 Hg
31 Hg
Pseudomonas
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
A Nx Cm Hg Tc 1
45 Cm Tc Cm Tc 1
50 Nx Cm Nx Cm Sm 2
53 Cm Km Tc Nx Cm Tc 1
57 Hg Cm Km Tc 1
58 Nx Cm Tc Hg Cm Km Sm 1
59 Hg Tc

60 Sm
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4.2. Producao de bacteriocinas em diferentes meios de cultura

Objetivando-se conhecer o meio de cultura ideal para a
produgao de bacteriocinas ensaiaram-se as 81 linhagens nos meios NA, TYA
e 523. As linhagens foram todas analisadas quanto a capacidade de produ

cao e quanto a sensibilidade as bacteriocinas.

0 meio de cultura 523 mostrou-se mais favoravel para anali
se da bacteriocinogenicidade do que TYA e NA. Nesse meio detectou-se
maior nimero de linhagens bacteriocinogenicas e o espectro de agEQ de
cada linhagem foi maior, isto e, as linhagens produziram bacteriocinas
contra maior numero de indicadoras quando comparadas com os outros dois

melos.

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 sensiveis para cada produtora cultivada nos tres diferentes

meios de cultura.

Tabela 5 - Numero e porcentagem de amostras bacteriocinogenicas em dife-

rentes meios de cultura, nos 81 isolados.

Meios de NQ de amostras 7% de amostras
cultivo produtoras produtoras
523 57 70,37
TYA 18 22,22

NA 15 18,51
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Tabela 6 - Numero de linhagens sensiveis a bacteriocina de cada amostra
bacteriocinogenica crescida em diferentes meios (523, TYA e

NA) .

_ NQ de amostras sensiveis
Numero da amostra

produtora

523 TYA NA
Bruinia
1 25 0 0
3 27 0 0
4 4 0 0
5 3 0 0
7 3 0 0
8 11 0 0
9 10 0 0
10 23 0 0
11 23 0 0
12 » 9 0 0
13 19 0 0
14 11 0 0
16 29 0 0
17 8 2 2
18 10 0 0
20 10 1 0
21 16 2 2
22 19 1 2
23 22 0 0
’ 24 9 0 0
30 15 0 0
31 9 0 0
Pseudomonas
32 4 1 0
33 47 14 1
35 6 2 0
38 7 0 0

- Continua -



Tabela 6 - Continuagao.

-~ NQ de amostras sensiveis
Numero da amostra

produtora 523 TYA

NA
39 32 14 0
40 2 0 0
41 1
42 11 2
43 36 3
44 54 14 25
45 29 5 8
46 28 2 0
47 38 0 0
48 44 0 0
49 37 0 4
50 40 12 0
51 14 0 0
52 5 0 0
53 19 2 5
54 44 2 0
55 9 0 0
56 10 0 0
58 29 10 0
59 9 0 0

Xanthomonas

64 11 0 0
65 19 0 0
70 9 1 3
71 16 0 0
72 5 0 0
73 5 0 2
74 8 0 0
75 12 1 2
77 8 0 0
79 11 0 0
80 5 4 2




.57.

O crescimento das linhagens testadoras em NL, TY ou meio

523 1iquido e semi-solido nao mostrou diferenca significativa com relacao
a sensitividade, ou seja, a bacteria apresentou-se sensivel ou resisten-

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

Uma vez definido como ideal o meio de cultura 523, foram
definidas tambem as linhagens produtoras e sensiveis a bacteriocinas (Ta-
bela 7). A Tabela 8 apresenta o diametro da colonia e o tamanho do halo

de inibicao do crescimento em cada caso.

4.3. Produgao de bacteriocinas em meio de cultura contendo diferentes
concentragoes de agar

A Tabela 9 apresenta o tamanho do halo de inibigao das 1i-
nhagens bacteriocinogenicas 11, 30, 49, 58 e 65 semeadas em meio 523 con-

tendo 1,0 e 1,5% de agar.

4.4. Producao de bacteriocinas em placas contendo diferentes quantida-
des de meio

Em placas contendo 10 e 20 ml de meio 523 ensaiou-se a pro

ducao de bacteriocinas pelas amostras 11, 30, 49, 58 e 65 (Tabela 9).
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Tabela 9 - Produgao de bacteriocinas em placas contendo diferentes quan-
tidades de meio 523 e placas contendo meio 523 com diferentes

concentragoes de agar (media de 50 repetigoes).

Halo de inibicao (em mm)

Amostras Concentracao de agar Quantidade de meio
1,0% 1,57 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

*0 diametro da colonia foi de 10,0 wm.

4.5. Producao de bacteriocinas com diferentes tempos de incubacgao

A Tabela 10 mostra as medidas do diametro da colonia e ta-
manho do halo de inibigao apds incubagao das linhagens bacteriocinogeni-

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

. I .
As linhagens que apresentaram halo turvo, foram reincuba-
das por mais 24 horas. Apos esse periodo de tempo, continuaram a apre

sentar halo turvo.
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Tabela 10 - Medidas do halo de inibicao e diametro da colonia bacterioci-

nogenica (média de 100 repeticoes) apos diferentes tempos de
incubagao.
Medidas (mm/tempo (h)
Linhagens Parametros* ‘

24 48 72

11 H 1,0 2,3 3,2

C 4,6 7,0 7,5

30 H 1,0 2,4 5,0

C 3,9 6,7 .8,5

49 H 2,0 5,0 6,4

C 4,3 6,1 8,2

sg H 1,2 1,8 2,6

C 5,0 8,8 9,7

65 H 0,8 1,5 2,0

C 3,7 4,2 6,3

*1 : Halo de inibigao do crescimento.
C : Diametro da colonia bacteriocinogenica.
4.6. Liberagao de bacteriocina em meio de cultura 1iquido

A liberagao de bacteriocinas em meio de cultura 1liquido
foi ensaiada com as amostras bacteriocinogenicas 4, 11, 30, 44, 48,
54, 58, 65 e 74. Como testadoras foram utilizadas amostras que se mos-—

traram sensiveis as bacteriocinas produzidas por essas linhagens em meio

de cultura solido.

Obteve-se producao e liberacao de bacteriocinas em

meio
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1liquido apenas com a amostra 58. As lacunas formadas no local onde depo-
sitou-se o sobrenadante contendo bacteriocina apresentaram-se mais evi-—

dentes na tecnica onde a bacteria sensivel foi espalhada sobre o meio de

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

O titulo obtido foi baixissimo uma vez que apenas houve

-

atividade ate diluicao 10 !.

A prqdugao nao foi afetada pela presengca de cloroformio

tendo em vista que os resultados permaneceram inalterados.

Sobrenadante contendo bacteriocina manteve sua atividade
apos a filtragao. Crescimento da linhagem produtora n? 58 por 24 ou 48
horas em meio 523 1iquido como tambem a aeragao, nao levaram ao aumento

na liberagao das moleculas.

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

As Tabelas 11 e 12 apresentam os valores dos halos de ini-
bicao do crescimento das linhagens 30, 49 e 58 submetidas ao tratamento

com luz ultravioleta em meio liquido e solido respectivamente.

A linhagem nao bacteriocinogenica 76 submetida a esse tra-

tamento nao apresentou formacao de halo de inibigao do crescimento.

Morte das celulas produtoras logo apos a exposigao a luz

ultravioleta nao ocasiona indugao,ou seja nao ha aumento no halo de ini-

bigao.
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Tabela 11 - Produgao de bacteriocinas apos tratamento com luz ultravio-
leta curta em meio liquido. (Media de 50 repetigoes).

Tamanho do halo de inibigao (mm)

Tempo de irra-

b : *
diagao (seg.) Linhagens
30 49 58
O 0,7 290 0,6
10 0’6 2,7 1,5
20 0,2 3,0 1,0
30 0,4 3,2 1,6

*0 diametro das colonias foi de 10,0 mm.

Tabela 12 - Produgao de bacteriocinas apos tratamento com luz ultravio-
leta curta em meio solido. (Media de 50 repetigoes; inativa-
gao apos 2 ou 24 horas).

Tamanho do halo de inibigao (mm)

Tempo de irra- Linhagens*
diagao (seg.)

30 49 58

! 2 h 24 h 2 h 24 h 2 h 24 h

0 1,6 3,0 1,2 2,2 1,0 1,6
10 1,6 2,7 1,3 2,5 1,1 1,9
20 0,7 1,5 1,3 2,5 1,4 2,7
30 1,1 2,3 1,4 2,9 1,5 3,2

*0 diametro das colonias foi de 10,0 mm.
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4.8. Porcentagem de colonias produtoras de bacteriocinas

A porcentagem de colonias 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 colonias analisadas e a

+
porcentagem de produtoras (Bac ).

Tabela 13 - Porcentagem de colonias produtoras de bacteriocinas.

. Numero de Percentagem de
Linhagens ~ . . ~ .
colonias analisadas colonias produtoras
11 328 100,0
30 297 100,0
49 - 313 100,0
58 302 100,0
65 289 100,0

4.9. Ensaio da atividade fagica

Efetuou-se este ensaio com o intuito de observar, se os ha
los de inibicao eram devidos a presenca de moleculas de bacteriocinas ou

de particulas fagicas.

As linhagens utilizadas na tecnica de produgao em meio so-
lido foram 11, 30, 49, 58 e 65 e na tecnica de liberacao em liquido, ape-
nas a linhagem 58 uma vez que nao se obteve produgao de bacteriocina em

meio liquido com as demais linhagens.
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Bacteriocinas provenientes do meio solido nao mostraram
atividade quando colocadas em contato com linhagens senszeis. As bacte-
riocinas liberadas em meio 1liquido formaram lacunas de inibigﬁo ate di-
luigao 10 !, enquanto que em solugdes mais diluidas nao ocorreu a 1inibi

cao de crescimento tipica de particulas fagicas.

4.10. Eliminacao do carater bacteriocinogenico

A possibilidade de se eliminar o carater Bac foi examinada
através do tratamento de linhagens bacteriocinogenicas (11, 30, 49, 58)
com brometo de etidio e temperatura elevada. Obteve-se resultado positi-
vo atraves do tratamento com B.E. (Tabela 14) porem tratamento com tempe-
ratura elevada nao ocasionou eliminacao do fator bacteriocinogenico em

504 colonias analisadas.
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Tabela 14 - Percentagem de eliminagao do fator Bac atraves do tratamento

com brometo de etidio.

Amostra Brometo de Numero de colo- Porcentagem de
mostras etidio (ng/ml) nias analisadas eliminagao

0 416 0,00

11 100 439 12,85
500 397 37,86

0 435 0,00

30 100 451 0,03
500 448 1,12

0 394 0,00

49 100 378 0,94
500 402 4,34

0 457 0,00

58 100 466 2,13
500 415 43,73

4.11. Tratamento com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta Tlonga
(8 MOP-UVL)

As Tabelas 15 e 16 apresentam o tamanho do halo de inibi-
Gao produzidos pelas linhagens ap0s tratamento com 8 MOP-UVL em meio 1i-

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

meio liquido (media de 50 repetigoes).

Tamanho do halo de inibigao (mm)

ﬁii;igﬁﬁigf Linhagens*

30 49 58
Controle 1,4 1,6 1,5
8 MOP 1,2 1,5 1,3
UVL 30 1,0 1,1 1,2
UVL 60 0,6 1,4 0,7
UVL 90 1,0 1,1 1,1
UVL 120 0,5 1,3 1,1
8 MOP-UVL 30 1,2 1,5 0,5
8 MOP-UVL 60 0,5 1,2 0,4
8 MOP-UVL 90 1,0 0,9 0,6
8 MOP-UVL 120 0,5 1,0 0,9

*Diametro da colonia foi 10,0 mm.
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Tabela 16 - Produgao de bacteriocinas apos tratamento com 8 MOP-UVL em

meio solido. (Media de 50 repetigoes).

Tamanho do halo de inibigao (mm)

Tratamentos Linhagens*
(segundos)

30 49 58
Controle 1,8 1,6 1,5
8 MOP 1,7 1,4 1,2
UVL 30 1,7 1,1 1,3
UVL 60 1,0 0,9 1,0
UvVL 90 1,0 1,0 1,0
UVL 120 1,0 1,1 1,2
8 MOP-UVL 30 0,5 1,5 0,7
8 MOP-UVL 60 0,5 1,3 1,0
8 MOP-UVL 90 0,3 0,9 0,2
8 MOP-UVL 120 1,0 1,4 0,9

*Diametro da colonia foi de 10,0 mm.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Atraves da representagao grafica do nivel de resistencia
(Figuras 1 - 12), pode-se observar que a distribuigao das amostras foi
bastante variavel atingindo niveis em baixas, medias ou altas concentra-

coes de acordo com a droga utilizada.

A analise dos graficos levando-se em consideragao as 81
amostras como um todo, revelaram que as mesmas apresentaram-se em sua
maioria sensiveis ao efeito inibitorio do acido nalidixico, bicloreto de
mercurio, canamicina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina (Figuras
1, 3, 9, 10, 11 e 12), se considerarmos como sensibilidade as doses de
zero a 50 ug/ml da droga. Os niveis de resistencia das 81 amostras fren-
te a ampicilina, cloranfenicol e hetacilina (Figuras 2, 5 e 7) gforam es—
parsos, ou seja, houve. amostras enquadradas em quase todas as concentra
coes da droga, encontrando-se maior proporgao nas doses medianas ou meno-
res. Nao se observou separagao nitida entre sensiveis e resistentes.

Finalmente, com relagao a cefalotina, eritromicina e penicilina (Figuras
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4,6 e 8) tambem observou-se distribuigao esparsa nas concentragoes baixas
e medias da droga e acumulo de amostras (28, 45 e 24 respectivamente no
nivel de 1000 pg/ml do agente antimicrobiano. Essa comparagao entretan-
to so e valida para casos onde para todos os generos estudados os siste-
mas de resistencia sejam semelhantes. Devido a isso, muito mais importan

te &€ a comparagao dentro dos generos.

Analisando-se os niveis de resistencia das amostras agru-
padas dentro de seus respectivos generos observa-se que para algumas dro-
gas a distribuicao e unimodal, para outras, bimodal e,finalmente para ou-
tras nao houve possibilidade de nitida separagao. Separagao pouco nitida,
alias como esperado, ocorreu para a ampicilina, cefalotina, eritromicina,
hetacilina e penicilina que sao antibioticos tipicamente usados para
bacterias Gram positivas. Como todas as bacterias fitopatogenicas  aqui
utilizadas sao Gram negativas, era de se esperar a alta resistencia encon
trada. Assim, esses agentes antimicrobianos nao foram levados em conside

racao na elaboragao dos modelos de resistencia. (Tabela 4),

Com relagao ao genero Erunia nota-se que as 31  amos-
tras foram sensiveis ao acido nalidixico (Figura 1) distribuindo-se entre
zero e 20 pg/ml da droga, sugerindo uma curva do tipo unimodal. Frente

H
ao cloranfenicol (Figura 5) as amostras apresentaram variagao sendo po-
rém a maioria sensiveis ou com resistencia intermediaria. Se considerar-
mos como sensibilidade o crescimento das amostras entre zero e 20 ug/ml

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

de mercurio, canamicina, estreptomicina, gentamicina e tetraciclina (Figu
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ras 3, é, 10, 11 e 12) os isolados mostraram a presenga de curva do tipo
bimodal, com amostras sensiveis e resistentes, sendo porém a maioria en-
caixada na regiao de zero a 5 pg/ml das drogas. Tal distribuigao sugere

grande sensibilidade das amostras a esses agentes antimicrobianos.

Os isolados do genero Pseudomonas apresentaram-se em sua
maioria sensiveis ao acido nalidixico, canamicina, estreptomicina e te-
traciclina (Figuras 1, 9, 10 e 12) uma vez que cresceram apenas na faixa
de zero a 50 ug/ml das dgogas. Ocorreram entretanto isolados resisten-
tes a esses antimicrobianos sugerindo bimodalidade das curvas. Com rela-
cao ao cloranfenicol (Figura 5) as amostras em sua maioria localizaramse
nas concentragoes intermediaria dessa droga, ficando dificil uma distin-
gao entre sensiveis e resistentes. Finalmente, para o bicloreto de mer-
curio e a gentamicina (Figuras 3 e 11), ao que parece so ocorreram linha-

- .
gens sensivels.

Relativo a Xanthomonas observou-se que os 20 isolados apre
sentaram-se sensiveis ao acido nalidixico,bicloreto de mercurio,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 ug/ml das drogas. O maximo de sensibilidade ocorreu frente ao
Hg, Sm, Ge e Km onde o crescimento de 14, 15, 19 e 20 amostras respectiva

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

Com base nos resultados obtidos poderiamos sugerir que as
drogas efetivas contra Xanthomonas seriam o Hg, Km, Sm, Ge e Tc; contra

Pseudomonas a Km e para o genero E/uimnia a Km e Ge. Deve-se salientar po-
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rém, que no caso dos generos Pseudomonas e Erawimnia houve o crescimento de
uma ou duas amostras na concentracao de 100 ug/ml o que exigiria doses

mais elevadas no combate a essas amostras fitopatogenicas.

Dados sobre ensaio de resistencia ou sensibilidade a dro-
gas em bacterias fitopatogenicas realizado no presente trabalho e por
outros autores nos permitem levantar hipoteses sobre o desenvolvimento
de resistencia ou a manutencao da sensibilidade com o decorrer dos anos.
Com relagao ao Hg, Cm, Km, Sm e Tc 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 aliZ (1967), 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-
crepancia entre os dados uma vez que, BROWN e BOYLE (1946) e GILLIVER
(1946) detectaram sensibilidade nas amostras enquanto que THIRUMALACHAR
et aZii*(1956), AZEVEDO (1961), SANTOS (1979) e no presente trabalho de-
tectou-se resistencia na maioria das amostras. Tais resultados sugerem
que, com o passar do tempo a aquisicao da resistencia a Pn esta se pro-

cessando.

Numa tentativa de associar-se resistencia ou sensibilidade
a bacteriocinas analisou-se cada amostra em particular, porém, nenhuma
correlacao positiva foi encontrada. Tais observacoes apenas mostraram que

. -~ . - 3 -~ .
as classes de maior frequenc1a foram as sensiveis a drogas e resistentes

. . . + -
a duas drogas simultaneamente tanto em linhagens Bac como Bac .
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Relagao entre planta de origem e local de coleta com re-

sistencia a drogas foi nulo, ou seja, ocorreram resistencias 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 bactérias fitopatogenicas.

A composigao do meio de cultura afetou sensivelmente a pro
ducao e/ou liberacao das moleculas de bacteriocinas, uma vez que obtive-
mos 70,37%Z, 22,227 e 18,517 de linhagens produtoras nos meios 523, TYA e
NA respectivamente (Tabela 5). O espectro de agao tambem 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. japonicum,

Analisando-se a composigao dos 3 meios de cultura utiliza-
dos, observamos que o meio 523 e mais complexo, isto &, mais rico em nu-
trientes que os meios TYA e NA e, nessa complexidade talvez existam subs-

tancias estimulatorias da produgao de bacteriocinas.

Comparativamente a outros trabalhos poderiamos sugerir que
a caseina acida (complexo de aminoacidos), presente no meio 523 seria a
substancia responsavel por esse estimulo de produgao uma vez que resulta
dos semelhantes foram obtidos com colicinas (HAMON, 1955), pesticinas
(HERTMAN e BEN-GURION, 1958), estafilococcina (LACHOWICZ e  BRODZICKI,
1973), buriticina (CLARKE et alii, 1975) e com bacteriocinas de diversas

especies de Corinebacterium fitopatogenica (MEITERT, 1969),ou seja, os au
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tores tambem obtiveram maior produgao quando o meio continha ou, era adi-

cionado a ele caseina acida hidrolisada ou complexo de aminoacidos.

A adicao de extrato de levedura ao meio de cultura aumen—
tou a produgao de bacteriocina em S. mutans (ROGERS, 1972), R. trifofil
(SCHWINGHAMER, 1975). Com relagao ao meio 523 poderia-se tambem, sugerir
um efeito estimulatorio do extrato de levedura porem, quanto ao meio TYA,
caso essa substancia seja estimulatoria o foi em pequena proporgao. Basea
do nesses resultados, seria necessaria a adicao de extrato de levedura
em diferentes concentragaes nesses meios de cultura (523 e TYA) ou em
meios que nao o contenha (NA por exemplo) para obter-se uma conclusao sa-
tisfatoria quanto ao tipo de efeito dessa droga. GROSS e VIDAVER (1979)
analisando a produgao de bacteriocina em especies fitopatogenicas de Co-
inebacterium obtiveram melhor producao em meio NBY (Nutrient broth mais
extrato de levedura) do que no meio 523. Diante de tais dados pode-se
questionar com maior seguranga a importancia do extrato de levedura uma
vez que a adicao dessa droga ao NA sobrepujou a produgao em 523 enquanto

u o uca i ixIssima em NA simplesmente.
e para nos a producao foi baix

A presenga de peptona no meio NA talvez tenha exercido um
efeito inibitorio na producao de bacteriocinas uma vez que esse fato tam-
bem foi observado em S.paratyphi{ (HAMON,1955), kgnobacte&iam (Mc CARDELL
e POOTJES, 1976) e em especies fitopatogenicas de Corymebacterium (GROSS
e VIDAVER, 1979) porem, tal hipotese defronta com resultados antagonfsﬂi

cos em algumas outras especies de Cotinebacteriun (GROSS e VIDAVER,1979),

onde adicao de peptona em meio de cultura rico nao definido aumentou a
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producao de bacteriocina.

0 cultivo de linhagem indicadora em NL, TY ou meio 523 1i-
quido ou semi-solido nao mostrou diferenga na sensibilidade das mesmas.
Esses resultados sao distintos dos de ROGERS (1974) que obteve diferen-—
cas na sensibilidade de S. mutans e S. safivarius quando sacarose fazia

parte da composigao do meio de cultura.

Baseado no fato do meio 523 ser o mais favoravel para o
estudo das propriedades bacteriocinogenicas, analises posteriores foram

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

A percentagem de produgao de bacteriocinas por todas as 81
amostras foi bastante elevada (70,377Z). Se analisarmos a percentagem de
amostras bacteriocinogenicas dentro de cada genero observamos 70,967 (22
em 31 amostras), 82,75% (24 em 29 amostras) e 55,007 (11 em 20 amostras)

) + . )
de linhagens Bac em Eruunia, Pseudomonas e Xanthomonas respectivamente.

Comparando-se os dados obtidos com outros autores nota-se
similaridade e discrepancia com relacao ao numero de isolados bacterioci-
nogenicos. Para o genero Exwinda, HAMON e PERON (1961b) obtiveram 77,5%
e STANGHELLINI et ali< (1977), 83,3%, ou seja, resultados tambem bastan-
te elevados. Com relagao ao genero Pseudomonas, HAMON et alii(1961) ana-
lisando diferentes especies obtiveram 95,07 e 44,07% para P. pyocyanea e
P. §Luonrescens respectivamente, VIDAVER et aliZ (1972) observaram 100,07,

55,0% e 8,07 para P. sytingae, P. glicinae e P. phaseolicofa respectiva-
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mente e BECKER (1980) observou 38,47 de produtoras em P. glycinea. Para
o género Xanthomonas, SANTOS (1979) obteve 47,0% trabalhando com X. cam-

pestnis.

Para justificar os casos onde houve grande discrepancia
na quantidade de isolados bacteriocinogenicos poderia-se sugerir a uti-
lizagao de metodologia semelhante e mesmas indicadoras para ter-se base

concreta de comparacgao.

Se analisar-se agora, em termos de espectro de agao obser-
va-se que este foi bastante amplo, nao se restringindo apenas ao genero
em questao e sim abrangendo generos diferentes, ou seja,por exemplo,bacte
riocinas de Enwinda inibiram o crescimento de amostras de Pseudomonas,
Xanthomonas e Agrobacterium e assim por diante (Tabela 7). Essa ampla a-
tividade foi observada por muitos autores conforme descrito na revisao

da literatura (item 2.).

As linhagens 33, 44, 48 e 54 foram as que produziram bacte
riocinas contra maior numero 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 producao

de bacteriocinas por novas linhagens a serem isoladas e @nalisadas.

Dentre 81 amostras apenas 24 (29,627) nao produziram bacte
riocinas contra qualquer das linhagens usadas como indicadoras. A possi-
bilidade de tais linhagens nao portarem o cariter bacteriocinogenico e

bastante alta uma vez que grande numero de amostras foram analisadas. Nao
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- . - . + .
se pode porém descartar a hipotese de tais amostras serem Bac e simples-
mente ndo ser detectada a producao de suas bacteriocinas por falta de 1li-

nhagem indicadora ideal.

Com relagao ao tamanho do halo de inibicao do cresci-
mento varias hipoteses sao levantadas. Comparando-se as diferentes linha-
gens entre si, observa-se que nao existe uma relacao direta entre o dia-
metro da colonia produtora e o tamanho do halo de inibigao, uma vez que
se obteve halos de diferentes tamanhos independentemente da colonia apre-
sentar-se com maior ou menor diametro (Tabela 8). Para tentar explicar
tais diferengas podem ser formuladas 3 hipoteses baseadas na propria li-
nhagem produtora, e uma com base nas amostras sensiveis. Dessa forma se
sugere que a formacao de diferentes tamanhos de halo dependeriam dos ge-
nes que codificam para producao de bacteriocinas apresentarem-se derrepri
midos em diferentes intensidades, ou o numero de ceélulas Bac+ ser varié
vel ou as bacteriocinas difundem—se em velocidades diferentes de uma cul-
tura para outra. ATIKINSON (1967) sugere que os grandes halos de inibi
cao produzidos por salmonellina sao devido a rapida difusao no ‘agar e
‘BEN-GURION e HERTMAN (1958) atribuem alto peso molecular a pesticina devi
do sua fraca difusao em égarf HIRSCH (1979) observou que os isolados
produtores de bacteriocinas pequenas dao zona de inibigao de 10 a 25 mm
enquanto que os produtores de bacteriocinas medias formam zonas menores
de 2 a 10 mm. As duas primeiras hipoteses explicariam a variacao no ta-
manho do halo independentemente do tamanho da colonia produtora e justifi

cariam as diferengas de tamanho do halo em diferentes culturas da mesma pro-
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dutora. A terceira hipotese, no entanto, nao parece muito correta uma
vez que cada molecula de bacteriocina possul uma difusibilidade constante
baseada em seu PM e dessa forma nao ocasionaria diferengas em tamanhos de
halo dentro da mesma linhagem a nao ser que ocorra concomitantemente uma

~ - - +
maior derrepressao de genes ou maior numero de celula Bac e consequente
mente liberagao de maior quantidade de moleculas acarretando maior halo
de inibicao. Parecem porem mais plausiveis as duas “:primeiras hipo-

teses.

A opgao pelasjhipSteses de derrepressao e numeros de fato-
res Bac+ prendeu-se ao fato de se obter aumento do tamanho do halo de ini
bigao com o aumento do tempo de incubagao da produtora (Tabela 10). Dessa
forma a medida que se aumenta o tempo de incubagao maior numero de bacte-
rias sé dividem aumentando consequentemente o numero de celulas portado-
ras do fator Bac e paralelamente aumento de alguma substancia que estimu-
la os genes produtores de bacteriocina. Nao se pode basear-se - apenas
no acrescimo do fator Bac uma vez que nao observou-se proporcionalidade
entre aumento da colonia e aumento do halo sugerindo entao»a presenca de
alguma substancia que no caso seria responsavel pela ativacao de genes pro
dutores de bacteriocinas. VIDAVER et ali? (1972) trabalhando com Pseudo-
monas fitopatogenicas igualmente obtiveram maior halo de inibigao apos 72

horas de incubagao da linhagem produtora.

A quarta hipotese, relaciona-se a linhagem indicadora. Nes
sa hipotese sugere-se que o tamanho do halo varia de acordo com a linha-

gem testadora, ou seja, essa linhagem produziria alguma substancia que a-
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fetaria a ligacao bacteriocina-receptor estimulando-a ou reprimindo-a.
Variagao no tamanho do halo dependendo da indicadora utilizada tambem foi

observada por VIDAVER et alii (1972).

0 aspecto do halo de inibicao (transparencia 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 observacoes sugere-se que tal aspecto deve-se a linhagem testado-
ra. ECHANDI (1976) tambem observou zonas claras e turvas em C. michigg

nense de acordo com a linhagem indicadora utilizada.

Para explicar a diferenga na aparencia do halo de inibi-
cao relacionado a linhagem indicadora poderiam ser aventadas duas hipote
ses. A primeira relacionada aos tipos de receptores e a segunda com a
quantidade de moleculas necessarias para desencadear o processo letal. Su
pondo-se que as linhagens produtoras que originam ambos os tipos de halo
de inibigao produzem dois tipos de bacteriocinas éugere—se que, as linha
gens gestadoras que possuem receptores para apenas um dos tipos de moléqg
la,levariam a formagao de halos de inibigao turvos enquanto que as linha-
gens indicadoras que possuissem celulas com receptores para um tipo e ce-
lulas com receptores para o outro tipo de molécula ocasionariam a forma-
cao de halos de inibicao transparentes uma vez que ocorreria morte de
maior numero de celulas. A mesma bacteria produzindo mais de um tipo de
bacteriocina ja foi observado por exemplo com colicina (BRADLEY,1967),ae-

ruginocina (HOLLOWAY et aliZ, 1979) e outras bacteriocinas.
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Pensando-se agora em termos de quantidade de moleculas pa-
ra desencadear o processo letal poderia-se sugerir que .as linhagens.que adsor
vessem maior numero de moleculas consequentemente produziriam halos cla-
ros e linhagens que adsorvessem menor quantidade de moleculas (devido me-
nor numero de receptores ou porque seus receptores tem capacidade de bai-
xa adsorcao) ocasionariam a formagao de halos turvos. Seria portanto um

evento particular entre cada produtora e cada testadora.

Os halos de inibigao do crescimento apresentaram-se evi-
dentes tanto quando utilizamos placas contendo 10 ml1 como com 20 ml de
meio 523 (Tabela 9). No entanto, para VIDAVER et ali? (1972) a quantida-
de ideal na tecnica de camada dupla e de 25 ml onde quantidades inferio-
res decresceram a visibilidade da zona e quantidades superiores obscurece
ram ou nao afetaram o tamanho e aparencia das zonas de inibicao produzidas

por especies de Pseudomonas.

Com relagao a concentragao de Egar; obteve-se maior produ-
gao ou éeja, halos maiores e mais evidentes quando utilizou-se melo con-
tendo 1,5% de agar (Tabela 9)., KELSTRUP e GIBBONS (1969) tambem obtive-
ram maior produgao de estreptococcina quando aumentaram a viscosidade do
meio e GROSS e VIDAVER (1978) so obtiveram produgao de bacteriocinas por
R. japonicum com concentragoes igual ou superior a 0,67 de agar. Em con-
centracao igual ou menor que 0,37 nao detectaram produgao. A produgao
de estafilococcina foi vinte vezes maior em semi-solido do que em meio

1liquido (JETTEN et aliz, 1972).
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A liberagao de bacteriocina em meio de cultura 523 1liqui-
do foi positiva apenas para uma linhagem (n? 58) entre 10 amostras anali
sadas e, essa liberagao foi bastante baixa uma vez que so detectou-se ati
vidade ate diluigao 1:10 (item 4.6.). Obtencao de baixo titulo de bacte-
riocinas tambem foi observada por BEN-GURION e HERTMAN (1958) analisando
pesticina e por ECHANDI (1976) e GROSS e VIDAVER (1979) trabalhando com

especies fitopatogenicas de Coxinebacterium,

Aumento no tempo de incubacao ou incubagao com aeragao
nao levou a melhores resultados, ou seja, mesmo sob essas condigoes favo-
raveis nao houve liberagao pelas demais linhagens e nao aumentou o titulo
da linhagem 58. SCHWINGHAMER (1975)vobservou em R, tnifolil que tempo
prolongado de incubagao em caldo nao aumenta o nivel de bacteriocina e in
clusive & prejudicial devido ao acumulo de muitos polissacarideos. Contra
riamente JETTEN et qlZ7 (1972) obtiveram aumento de estafilococcina sob

aeragao.

A nao produgao e/ou liberagao em meio de cultura 1liquido
tambem ocorreu com colicina K (MATSUSHITA et aliz, 1960), estafilococcina
(LACHOWICZ, 1965; JONES e EDWARDS, 1966; GAGLIANO e HINSDILL,1970; JETTEN
et alit, 1972), estreptococcina (BOTTONE et alZZ, 1971), megacina A
(HOLLAND e ROBERTS, 1964), salmogellina (ATKINSON, 1967) e bacteriocinas

de Pseudomonas (VIDAVER et aliZ, 1972), R. Leguminosarum (HIRSH, 1979) e

R. japonicum (GROSS e VIDAVER, 1978).

Comparando-se os resultados obtidos por nos em meio solido

e liquido e os resultados desses autores poderia-se sugerir uma importan
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cia fundamental do agar. Talvez o &dgar da mesma forma que outras subs-
tancias quimicas tenha um efeito indutor na derrepressao dos genes respon
saveis pela produgao de bacteriocinas ou na replicagao do fator Bac oca-

sionando como consequencia maior numero de celulas bacteriocinogenicas.

Na analise de producao em meio liquido 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 solido
do que quando incorporada em meio semi-solido. A melhor visualiz%géo ob-
tida na primeira técnica talvez prenda-se ao fato das celulas formarem
uma camada monocelular e portanto totalmente atingiveis pelas moleculas
de bacteriocina enquanto que quando adicionada ao semi-solido, as celu-
las mais internas escapam da agao letal das moleculas de bacteriocina que

foram depositadas na superficie do meio.

A atividade das moleculas de bacteriocinas produzidas pe-
la amostra 58 nao se alterou apos filtragao. Resultados semelhantes fo-
ram obtidos com TChondrococcus columnanis (ANACKER e ORDAL, 1959), com
Eggenthefla convexa (BEERENS e BARON, 1965) e com R. triifofii (SCHWINGHA-
MER, 1975). No entanto perda de atividade por filtragao foi observado em
S. awreus (BARROW, 1963) e CLostrnidi{um (CLARKE et alii, 1975). Tais re-
sultados sugerem diferentes tamanhos de moleculas de bacteriocinas produ-

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

Tratamento da suspensao de bacteriocinas da linhagem 58 com
cloroformio nao acarretou perda da atividade, concluindo-se portanto que

a bacteriocina & resistente a essa droga. RYAN et alz? (1955) e BEERENS
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e BARON (1965) tambem observaram que colicina e convexina respectivamente
sao resistentes ao cloroformio. Padroes variados de resistencia ou sensi
bilidade ao cloroformio foi observado ate mesmo dentro da mesma especie

por BROCK et alii (1963) analisando estreptococcinas.

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

de-se observar que as linhagens bacteriocinogenicas respondem diferente-
‘mente com relacao a inducao da producao de bacteriocinas por luz UVC uma
~vez que as amostras 49 e 58 aumentaram a liberagao de moleculas de bacte-
riocinas enquanto que a linhagem 30 apresentou resultado totalmente inver

so, ou seja, houve diminuigao na liberagao de bacteriocinas apos o trata-

mento.

Apesar de muitas outras bacteriocinas tambem serem induzi-
veis, ha casos de nao indugao com clostocinas B e C(HONGO et alizi, 1968);
colicinas I e E» (OZEKI et aliz, 1959) e megacina B (HOLLAND e ROBERTS,
1964) e casos extremos, semelhantes ao nosso onde a produgao de estafilo-
coccina (DAJANI et ali?,1970a) e perfringocina (HONGO et aliZ, 1968; MAHO-
NY e BUTLER, 1971; CLARKE et ali7,1975) foi diminuida apos irradiacao com

luz ultravioleta.

!

A indugao forga as bactérias a exprimir a potencialidade
que uma minoria manifesta nas culturas normais (KAYSER,1969),ou se
ja, o gene estrutural para sintese de colicina e derreprimido e portanto
maior quantidade de bacteriocina e liberada (AMATI, 1964). A sintese de

colicina & derreprimida como resultado da rapida replicagao do plasmidio
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(HAMON, 1959; AMATI, 1964; De WITT e HELINSKI, 1965; REEVES, 1972).

Todas essas afirmagoes justificam o aumento observado pe-
las linhagens 49 e 58 apos indugao, 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
diagao, ou, algum mecanismo interno nao conhecido esta reprimindo o efei-
to indutor da ultra violeta tanto em relagao a replicagao do plasmideo

como na derrepressao dos genes estruturais para produgao de bacteriocina.

Poderia-se tambéem aventar a hipotese de uma "cura” atra-
ves da luz ultravioleta curta uma vez que MAY et aliz (1964) obtiveram
eliminacao de resistencia a tetraciclina em S. awteus atraves de tratamen

to com UV.

A linhagem nao bacteriocinogenica 76 mesmo apOs tratamento
com luz ultravioleta nao produziu bacteriocina. Resultados semelhantes
foram obtidos por BEN-GURION e HERTMAN (1958) e HONGO et alz2(1968). Uma
vez que aumento de produgao deve-se a maior replicagao do fator bacterio
cinogenico ou depressao de genes nele contido, e totalmente compreensivel
que células nao bacteriocinogenicas,tambem nao produzam bacteriocina apos
indugao umarvez que possivelmente nao possuam o fator Bac. Tal hipotese
necessita de tecnica mais apropriada para confirmacao de se tratar de li-

nhagem Bac .

Com relagao ao tempo de irradiagao, obteve-se melhores re-

sultados com 30 segundos de irradiagao tanto em meio liquido como em s&1i
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do. Na maioria dos resultados houve aumento na liberagao conforme aumen
tou-se o tempo de irradiacao. HONGO et alZz(1968) tambem obtiveram maior
inducao entre 10 e 40 segundos de irradiacao enquanto que em doses altas

(160 segundos) diminuiu a producao.

Exposigao ao cloroformio das linhagens induzidas em pla-
cas logo apds a irradiagao nao ocasionou aumento na liberagao de bacte-
riocinas. BEN-GURION e HERTMAN (1958) obtiveram resultados semelhantes.
Tais resultados sao condizentes. com a cinética de indugao uma vez que o
aumento na sintese de DNA comeca 15 minutos apos a irradiagao e atinge o
maximo depois de 60 a 120 minutos (JACOB, 1954; BEN-GURION e  HERTMAN,

1958).

A partir de colonias provenientes de uma so celula (semea—
dura) estimou-se a porcentagem de celulas portadoras do fator bacterioci-
nogenico (Tabela 13). As amostras apresentaram 100% de produtividade su-
gerindo grande estabilidade do fator bacteriocinogenico durante as divi-
saes\celulares. OZEKI et ali? (1959) no entanto trabalhando com celulas
isoladas observaram que apenas uma fragao da populagao bacteriana produz

bacteriocina.

Devido ao fato de se encontrar na literatura referencias
quanto a existencia de dois tipos de bacteriocinas, ou seja, moleculas pe
quenas e particulas grandes semelhantes a fagos, efetuou-se o teste para

observagao da ocorrencia de atividade inibitoria inerente a fagos nas li-
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nhagens bacteriocinogenicas 11, 30, 49, 58 e 65. Pelos resultados obti-
dos (item 4.9.) sugere-se nao se tratar de particulas fagicas uma vez que
moleculas de bacteriocinas tomadas da regiao do halo de inibigao nao mos-
traram atividade, e bacteriocinas obtidas em cultura liquida ocasionaram

formacao de zonas de inibicao mais claras conforme dilui-se a solucao.

A diferenciagao entre molecula de bacteriocina e particula
fagica e possivel uma vez que a primeira nao carrega os determinantes ge-
neticos para sua auto-reproducao em organismos susceptiveis e, consequen-
temente nao possui capacidade de formar placas de lise quando em contato
com linhagem testadora. Assim, apenas bacteriofagos podem se propagar
(transmissao em serie) na cultura da linhagem indicadora e formar placas

de lise em diversas diluigoes.

Analises semelhantes para confirmagao da natureza bacterio
cinogenica e nao lisogenica foram tambem realizadas com colicinas (GRA-
TIA, 1925; 1932; FREDERICQ, 1953; JACOB et aliZ, 1952;1953b; HAMON, 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. michiganense (ECHANDI, 1976), de Pseudomonas (HAMON et aliZ, 1961;

VIDAVER et aliZ, 1972) e de Rhizobium (HIRSCH, 1979; ZELAZNA-KOWALSKA,

1979).

Apesar da tecnica de observagao de nao transmissao em se-
rie dar-nos boa margem de seguranga, o ideal seria a realizagao de micros

copia eletronica para tal confirmagao.



.95.

Atraves de estocagem prolongada o plasmideo bacteriocinog§

nico pode ser perdido. Tal fato porém Nnao ocorreu COm NOSSas culturas
mantidas por 3 anos em meio de LIGNIERES. WAHBA (1963), GILLIES e GOVAN
(1966) e VIDAVER et aliZ (1972) tambem notaram estabilidade na produgao
de bacteriocinas em isolados de Pseudomonas fitopatogenicas apos estoca-
gem prolongada, Igualmente ECHANDI (1976) obteve o mesmo padrao de bacte

riocinas em C. michiganense.

Repiques sucessivos pode levar a perda espontanea do fa-
tor bacteriocinogenico e, de fato entre 10 amostras, uma perdeu a proprie

dade bacteriocinogenica apos repicagens mensais por 3 anos.

A perda induzida do fator Bac foi analisada utilizando-se
brometo de etidio e temperatura elevada, ja sabidamente, agentes de "cu-

ra'.

Atraves do tratamento com B.E. obtivemos eliminagao do fa
tor bacteriocinogenico nas linhagens 11, 30, 49 e 58. A porcentagem de
perda do fator Bac foi diferente para as diferentes amostras (Tabela 14),
porem houve uma constancia com relacao a dose, isto e, maior '"cura” com

maior concentracao da droga.

Perda do fator bacteriocinogenico utilizando-se B.E. foi

tambem conseguida por WARREN et aliZ (1974) em S. auwreus.

0 mecanismo de acao do brometo de etidio relaciona-se com

a sintese de acidos nucléicos, intercalando-se entre pares de bases do
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DNA. O complexo entre B.E. e acidos nucleicos 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 cromossomico talvez ocorra por trabalhar-se com marcas seletivas
plasmidiais e na realidade tambem esta ocorrendo intercalagcao nas bases

do DNA cromonemal.

A diferenga de sensibilidade das linhagens ao brometo de
etidio deve-se a diferencas na sensibilidade das enzimas DNA e RNA polime

rase nas diferentes linhagens (BOUANCHAUD et aliZ, 1969).

Tratamento das linhagens com temperatura elevada nao acar
retou a perda do plasmidio bacteriocinogenico. Talvez a temperatura uti-
lizada ou o tempo de tratamento nao tenham sido suficientes para concreti
zar-se a "eura'. LACHOWICZ (1965) e TAGG et aliZi (1975) observaram que
tratamento com temperatura elevada suprime totalmente a produgao de esta-

filocoeécina.

Atraves do tratamento das linhagens bacteriocinogenicas 30,

49 e 58 com 8-metoxipsoraleina e luz ultravioleta longa obteve-se dimi-
!

nuig¢ao no tamanho do halo de inibigcao do crescimento (Tabelas 15 e 16).
Uma vez que trabalhamos com populagoes de celulas (colonias) e nao com
celulas individuais, tal diminuigao no tamanho do halo de inibigao pode-
ria sugerir efeitos no DNA (eliminagao) ou na propria bacteriocina (inati

vagao) .
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Com relacao a hipotese de atuacao no DNA plasmidial, te-

riamos a "ecura'" do fator Bac em uma parte da populagao bacteriana que a-
carretaria como consequencia diminuig¢ao no tamanho do halo. De acordo com
BRIDGES et aliz (1979) tratamento com 8-MOP e UVL forma "monoadduct” ou
"erosslink entre bases pirimidicas. Com base nessa afirmagao poderiamos
entao, sugerir o bloqueio na replicagao do plasmidio Bac e consequentemen
te sua eliminagcao nas celulas descendentes. YOAKUM e COLE (1978) suge-
rem que tratamento de furocumarinas e UVL causariam qlteragaes na confor-
macao molecular do plasmidio Cof E; o que acarretaria sua inativagao. Fi-
nalmente, dados concretos da eliminagao de plasmidio por esses dois agen-

tes foram conseguidos por SIQUEIRA JR. (1981) trabalhando com plasmidio

de resistencia a tetraciclina em S. awreus.

Nossa segunda hipotese relaciona-se com a atuacao na pro-
pria molecula de bacteriocina. BENSASSON et aliZ (1978) observaram que
tratamentos de furocumarinas e UVL afetam proteinas. O efeito de 8 MOP
e UVL poderia ser, agindo como uma substancia que inativaria proteinas
(bacteriocinas), ou como uma substancia protetora da aggo de bacterioci-
nas, semelhantemente a substancia que da imunidade ou, induzindo a derre
pressao de alguma enzima que inativa a bacteriocina por digestao ou in-

terferindo com o mecanismo de transmissao da agao letal.

A atuacao do 8-MOP-UVL no DNA (plasmidio) ou na propria
bacteriocina podera conduzir a uma conclusao mais precisa mediante novos
experimentos geneticos e bioquimicos pois até o momento sao apenas hipote

ses.
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Tentativas de correlacao entre producao de bacteriocinas

"com a planta hospedeira ou local de origem foram infrutiferas uma vez que
o espectro de producao foi bastante amplo e independentes de fatores como
hospedeiro e local de origem. SANTOS (1979) também nao observou relagao
entre isolados produtores e nao produtores bem como resistencia ou sensi-
bilidade a campestricinas quanto a planta hospedeira e seu local de ori-
gem. GARRET et aliZ (1966) no entanto observaram diferengca na produgao
de{bacteriocinas por P. syringae isoladas de diferentes hospedeiros. Dian
teydesses resultados divergentes entre diferentes autores, sugere-se no-—
vos estudos para obtencao de resultados mais concretos com relagao a exis-

tencia ou nao de correlagao entre bacteriocinas, hospedeiros e locali-

dade.
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