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PREFACIO

0 elevado numero de hospedeiros, dos quais se
tem isolado amostras do género Yanthomonas, responsaveis
por varias moléstias em plantas de interesse economico e

a dificuldade em se classificar estes microrganismos den-

tro de uma espécie, utilizando outro critério que n3o a
patogenicidade para hospedeiros, despertaram a nossa aten
¢ao no sentido de averiguar algumas caracteristicas deste
género que ainda nao haviam sido exploradas.

Revendo-se a literatura, verifica-se que as pro-
priedades bioquimicas das bactérias do género Xanthomonas
sao mais ou menos homogeneas, nao permitindo, na maior
parte das vezes, uma diferenciagao absoluta. Os poucos es
tudos sorologicos realizados nao parecem ter levado a uma
padronizacdo de técnicas aplicaveis a estes casos.

Diante destas observagoes iniciais, nos propuse-
mos a rever as propriedades bioquimicas de alguns patoti-
pos do genero XYanthomonas, bem como estudar suas proprie-
dades soroldgicas, sensibilidade a drogas e producao de
bacteriocinas.

Longe de se constituir num trabalho completo e
exaustivo, esperamos, contudo, que as informagdes aqui

contidas possam ser de real utilidade para estudos que ve

nham a ser feitos sobre essas bactérias, bem como das mo-

léstias por elas causadas.
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CAPITULO I

I NT R 0 D U ¢ K 0

As bactérias do género Xanthomonas, que por
volta de 1971 ja se encontravam distribuidas em mais de
120 "espécies"™ (18,36), sao bastante comuns entre nos ,
ocorrendo em varios hospedeiros de interesse e ocasionan
do, em decorréncia das moléstias produzidas, sérios pre-
juizos econdmicos,

Os principais representantes deste grupo que

tém sido isolados entre nés, as moléstias produzidas e

0s respectivos hospedeiros estdo relacionadas na Tabela
I, adotando-se para os microrganismos a nomenclatura re-
comendada por DYE & LELLIOTT (18) e LELLIOTT (36).
Varios trabalhos ja foram realizados sobre as
caracteristicas bioquimicas do género Xanthomonas, sendo
poucos porém os estudos feitos sobre sorologia da bacte-
ria. Como veremos a seguir, os resultados obtidos trouxe
ram pouca contribuigao para a caracterizacio de diferen-
tes "espécies" do género, além de apresentarem, por ve-
zes, dados discordantes. Por outro lado, o microrganismo
nao tem sido investigado suficientemente quanto a certas

propriedades, eventualmente (teis na sua caracterizacgao.

1. Caracteristicas bioquimicas: Segundo

STARR (48) até a primeira metade deste século, as bacté-
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rias fitopatogenicas eram classificadas baseando-se prin
cipalmente na sintomatologia em hospedeiros. Este fato,
bem como a falta de um estudo critico-comparative dos
microrganismos pertencentes ao género Xanthomonas ocasio
naram um aumento pronunciado do nimero de "espécies".
Existem algumas listas de caracteristicas bioquimicas e
culturais (14,19,47), mas os dados nelas contidos sio in
consistentes e levantaram muitas dOvidas a respeito da
sua validade.

Embora algumas das discordincias observadas
possam ser conseqliencia de variagoes que normalmente
ocorrem entre as amostras, outras poderiam ser decorren-
tes dos métodos utilizados para realizacao das provas
bioquimicas. Conforme cita DYE (16}, algumas destas dife
rengas mencionadas eram tao profundas que por si sé ja
seriam suficiente para mudar a posigao sistematica do ge
nero estudado, isto €, aerdbios e anaerdbios facultati-
vos estavam sendo analisados, por alguns desses autores,
sob a denominagdo comum de Xanthomonas. Este mesmo autor
comenta, muito oportunamente, sobre a tendéncia de al-
guns pesquisadores (3,26,50,51) em incluir no genero
Xanthomonas bactérias isoladas do solo, que satistizes-
sem as caracteristicas gerais do género Yanthomonas, au-
mentando pois consideravelmente o nimero de microrganis-
mos dentro do geénero.

Um dos trabalhos mais completos sobre as carac

teristicas bioquimicas do género Xanthomonas foi realiza-




do por DYE (16) que comparando 209 culturas de
Xanthomonas compreendendo 57 "espécies' até entao reconhe
cidas, chegou a2 conclusao de que as mesmas nac  poderiam
ser diferenciadas por qualquer dos 30 testes por ele uti-
lizados. Segundo ele, essas bactérias formavam um grupo
homogeéneo, que poderia entretanto ser facilmente separa-
dos de outros microrganismos, também produtores de pigmen
tos amarelos, que foram incluidos em seus estudos para
fins comparativos.

Embora os trabalhos de DYE (16,17} tenham desfei
to, pelo menos nas amostras por ele estudadas, quaisquer
dividas quanto a homogeneidade de comportamento bioquimi~
co de amostras do género Xanthomonas, resolvemos repetir
parcialmente os estudos daquele autor trabalhando com
amostras isoladas no Brasil e incluindo em nosso estudo
algumas provas nac estudadas por ele, tais como hidrdlise
de Tween 80, utilizacido de gluconato e malonato, produgao
de caseinase e fenilalaninadeaminase

HAYWARD (25), em 1966, concorda com DYE (16,17)
sobre a dificuldade em s¢ fazer uma diferenciacao de "es-
pécies' com base unicamente na fisiologia do patdgeno. Se
gundo suas proprias palavras, € usualmente impossivel
identificar uma "espécie' do género Xanthomonas quando se
desconhece o hospedeiro de origem. Este mesmo autor, en-
tretanto, a despeito dos trabalhos de DYE (16,17}, ainda
opina favoravelmente sobre a realizagao de alguns testes,

tais como hidrélise de amido e de Tween 80, producac  de




caseinase e gelatinase, na caracterizacao de uma mesma
"espécie" de Xanthomonas isolada de hospedeiros diferen-
tes ou eventualmente na caracterizacao de uma "espécie'.

Em virtude destas consideragdes sobre a dificul
dade de se utilizar propriedades fisioldgicas para a
classificacao do microrganismo e baseando-se nos traba-
lhos de DE LEY & FRIEDMANN (10) e DE LEY et al (11}, que
verificaram um alto grau de hibridizacho de DNA entre 28
"espécies" do género Xanthomonas, LELLIOTT (36), em 1971,
e DYE & LELLIOTT (18), em 1974, propuseram a criagao de

dois grupos de Xanthomonas. Um desses grupos, bastante

homogéneo, seria representado por todas aquelas amostras

do género Xanthomonas ditas tipicas e, que apresentassen
crescimento em agar simples caracterizado pela presenca
de coldnias elevadas, mucéides e com pigmento amarelo ca
racteristico do género (49). Segundo esses autores todas
essas amostras seriam agrupadas, em virtude de sua seme-
lhanga, em uma Gnica espécie - Xanthomonas campestris
{Pammel} Dowson - considerando-se todas as "espécies"
deste grupo anteriormente descritas como seus patotipos.

Em decorréncia destas observacgdes, LAPAGE et al
(34) numa revisao de Codigo Internacional de Nomenclatu-
ra de Bactérias, manteve a espécie X. campestris, propon

do que a indicagao sobre patotipo viesse colocada em se-

4 L “ L] a
guida, isto &, exemplificando, Xanthomonas campestris
(Pammel) Dowson f.sp. vesicatoria Doidge.

Assim sendo, no presente trabalho, usaremos es-
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te tipo de nomenclatura que ja havia sido, alids, adotada
por KIMURA et al. (31) e ROBBS et al. (44).

OQutro grupo de bactérias do género Xanthomonas,
nao incluido no presente trabalho, seria composto pelas
seguintes espécies: X. albkilineans (Ashby) Dowson;
X. ampelina Panagopoulos; X. azonopodis Starr § Garces e
X. fragariae Kennedy § King. Estas podem ser facilmente
distinguiveis entre si e¢ das amostras de X. campestris

através de provas bioquimicas (18).

2. Caracteristicas soroldgicas: o primeiro tra-

balho sobre aplicagao da sorologia na classificagido de mi
crorganismos do género Xanthomonas se deve a St. JOHN-
-BROOKS et al. (45). Utilizando a prova de soro-aglutina-
gao, verificaram esses autores, ao examinarem pequeno nii-
mero de amostras, que entre 3 isolados de X. campestrisg
dois eram sorologicamente relacionados. Duas amostras de
X. campestris f.sp. malvacearum mostraram-se identicas em
provas de aglutinacao cruzada. Afirmaram ainda existir
uma relacdo soroldgica estreita entre os microrganismos a
cima citados e os patotipos pelargoniti, phaseoli e
vitians. Por outro lado, os patotipos hyancinthi, pruni e
stewarti{i nao tinham qualquer relacdo soroldgica com o0s
patotipos anteriormente mencionados.

Surgiram posteriormente mais alguns trabalhos
{27,37,47,53) utilizando também testes de aglutinacio,

com a finalidade de classificar os microrganismos em ques




tao. Infelizmente todos esses autores trabalharam com pou
cos patotipos e de modo geral os resultados obtidos nao
trouxeram contribuigdes importantes.

Os trabalhos mais completos sobre a sorologia do
género Xanthomonas sao devidos a ELROD § BRAUN (20,21,22).
Trabalharam esses autores com 36 patotipos de Xanthomonas
campestris que na €poca constitufam, segundo a nomenclatu
ra empregada, "espécies" distintas. Relataram esses pes~
quisadores a existéncia de S5 grupos imunolégicos:
campestris, phaseoli, pruni, translucens e vascularum.
Entretanto, algumas reagoes cruzadas entre representantes
destes grupos nao permitiram uma delimitacido precisa e
absoluta dos mesmos. Assim sendo, verificaram que o pato-
tipo prunt apresentava reacgao cruzada com alguns represen
tantes do grupo do patotipo translucens. Identicas obser-
~vagoes foram demonstradas para representantes dos outros
trés grupos mencionados. Utilizando provas de absorcgao de
aglutininas, verificaram que esses grupos soroldgicos po-
deriam ser divididos em varios subgrupos, alguns compos-
tos de dois a quatro representantes, como no caso do pato
tipo translucens. Outros, COmMO OCOYreu Com © patotipo
vascularum, apresentaram grande nUmero de antigenos em co
mum entre os representantes do grupo, nao permitindo a
obtencao de soros especificos que pudessem caracterizar a
existéncia de subgrupos bem definidos.

Apesar do exaustivo trabalho levado a efeito por

esses autores, a complexidade dos resultados obtidos fez




com que nao se tornasse possivel a utilizacdo na pratica
dos métodos por eles recomendados.

A utilizagao de outras provas soroldgicas com a
finalidade de classificar microrganismos do género
Xanthomonas sao encontradas nos trabalhos de LOVREKOVICH
& KLEMENT (38) e de MORTON et al. (39). Observaram esses
autores que, através de provas de dupla difusao em gel de
agar, era possivel diferenciar amostras do patotipo
vesicatoria isoladas de tomateiro e de pimentao.

CHARUDATTAN et gl. (7}, trabalhando com 72 isola
dos do patotipo vesicatoria e utilizando também a prova
de dupla difusao em gel de agar, relataram a existencia
de dois tipos soroldgicos, nao evidenciando porém nenhuma
relacao entre tipo soroldgico e hospedeiro, isto €, os ti
pos 1 e Z ocorriam tanto nas amostras isoladas de pimen-
tdo como nas amostras isoladas de tomateiro.

Uma das provas que tem sido largamente utilizada
na classificagao soroldgica de microrganismos de interes-
se médico e veterindrio & a chamada hemaglutinacdo indire
ta ou passiva. Entre microrganismos que tém sido estuda-

dos por esta técnica destacam-se: Streptococcus pyogenes,

Diplococecus preumontiage, Neisseria meningitidis,
Neisseria gonorrhoeae, Corynebacterium diphtheriae
Pasteurella tularensis, Pasteurella multoecida,

Haemophilus influenzae, Klebsiella spp., Salmonella spp.
Shigella spp. Em todos esses casos, os antigenos sensibi-

lizadores das hemdcias, utilizadas no teste de hemagluti-




nagao indireta, eram de natureza polissacaridica. Em algu
mas oportunidades a contribuiclo trazida por esta metodo~
logia foi fundamental para a classificacdo de certos mi-
Crorganismos como acontece por exemplo com Pasteurella
multoeida (42,43) e com Corynebacterium equi para ci=-
tar alguns exemplos mais importantes.

Nao encontramos na literatura consultada qual-~
quer referéncia sobre a utilizagao da técnica de hemaglu-
tinacao indireta para a classificacao de microrganismos

fitopatogenicos.

3. Producao de bacteriocinas: em 1925, GRATIA,

na Bélgica, descobriu que filtrados de uma determinada
amostra de Escherichia coli inibiam o Crescimento de ou-
tras amostras da mesna espécie. Essa substﬁncia, que mos-
trou ser letal para amostras sensiveis, foi denominada co
licina. Estudos posteriores demonstraram a existéncia de
varias colicinas que podiam ser distinguidas pela sua ati
vidade letal para determinado nimero de amostras  sensi-
veis. Cada uma dessas colicinas foi identificada por uma
letra do alfabeto (9,30;.

Substancias semelhantes tém sido isoladas para
amostras do genero Pseudomonas (piocinas) e para Bacillus
megaterium megacinas), existindo evidéncias de que pos-
sam ocorrer indiscriminadamente em qualquer microrganismo.
Por este motivo, adotou-se a denominagéb genérica de bac-

teriocinas para as substancias com estas caracteristicas,
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produzidas por bactérias (9,29).

Sabe-se hoje que a produgao de bacteriocinas &
condicionada & existéncia de um plasmideo na célula bacte
riana (29,30}.

Numerosos pesquisadores tém utilizado a produgio
de bacteriocinas a fim de obter melhores informagdes, ge-
ralmente para fins epidemioldgicos em microrganismos onde
as provas bioquimicas ou soroldgicas nao saoc suficientes
para caracterizar bactérias de mesmo biotipo e sorotipo
isoladas de diferentes fontes de infecc¢dao. Assim sendo, 3
semelhanga do que se faz com fagotipagem, o processo tem
sido usado na tipificacaoc de amostras de Shigella bhoydii
e Shigella sonnei, além de Pseudomonas spp. (30).

Segundo HARTING et al. {29), na elaboracao de um
esquema de classificag@o baseado na produgdo de bacterio-
cinas & importante lembrar que o espectro de atividade de
uma bacteriocina & constante, independendo da amostra que
a produziu.

Ndo encontramos na literatura qualquer indicacio
sobre a utilizacao da produgdo de bacteriocinas, na tipi-
ficacao de bactérias fitopatogénicas, com o objetivo de
obter informagoes mais detalhadas sobre patotipos idénti-

cos mas de diferentes procedéncias.

4. Sensibilidade a drogas: nas bactérias de in-

teresse médico e veterinidrio, a obtencgao de dados referen

tes a sensibilidade ou & resisténcia a diferentes drogas,
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sejam antibioticos ou quimioterdpicos, tem uma série de
finalidades e aplicacgoes. A primeira delas, que evidente-
mente n2o € aplicdvel ao nosso caso, diz respeito ao tra-
tamento de enfermidades bacterianas. A adicao de antibid-
ticos a meios de cultura tem sido usada para o isolamento
de bactérias resistentes aos mesmos, possibilitando assim
um controle da flora contaminante que geralmente acompa-
nha o material examinado. Um exemplo desta aplicacao é o
meio de WOOD (5) contendo kanamicina, para o isolamento
de Erysipelothrix rhusiopathiae. O comportamento de  uma
determinada bactéria frente a antibidticos pode se consti
tuir por vezes num excelente dado complementar para a ca-
racterizacao da mesma. E o caso por exemplo, das amostras
de Streptococcus pyogenes do grupo A, que sao sensiveis a
bacitracina (30) ou de amostras de micobactérias oportu-
nistas, do grupo III de Runyon, que podem ser parcialmen-
te distinguidas pelo modelo de resisténcia as drogas tu-
berculostaticas (6).

A presenca de plasmideos portadores de fatores
R, em bactérias gram negativas, condiciona a ocorréncia
de resisténcia miltipla a antibidticos e quimioterdpicos,
geralmente em altos niveis. A par da utilidade em saiide
piiblica, para bactérias de interesse médico, de modo ge-

ral, em bacteriologia, o conhecimento sobre a existéncia

ou nao de fatores R permite o seu estudo sob o ponto de

-

vista genético, isto &, transferéncia desses fatores para

outras bactérias e andlise da compatibilidade destes mes-
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mos fatores com outros plasmideos, eventualmente existen-
tes nas bactérias estudadas.

Excecao feita ao trabalho de PEREIRA (41) que
utilizando discos de antibioticos, determinou a resisten-
cia de amostras de Xanthomonas campestris f.sp.passiflora
a varias drogas, nao encontramos na literatura indicacdo
de que a prova de sensibilidade a drogas tenha sido uti-
lizada em relacao a bactérias deste género, fato este que
nos foi confirmado por AZEVEDO, J.L.; PARADELA, 0 e
ROBBS, C.F. (*).

A inclusao deste estudo em nosso trabalho visou
principalmente verificar se, através do conhecimento da
modelo de resistencia da bactéria, seria possivel ideali-
zar meios seletivos ou métodos de identificacao para mi-

crorganismos do geénero Xanthomonas.

(*) Comunicacao Pessoal.
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"CAPITULO 11

MATERTAL E METODOS

1. Amostras.

Foram estudadas 31 amostras de Xanthomonas
campestris compreendendo um total de 15 patotipos diferen
tes. Todas estas amostras foram isoladas por outros pes-
quisadores, a partir de lesdOes tipicas que ocorrem em mo-
léstias causadas por esta bactéria e observadas em algu-
mas de nossas principais culturas de interesse economico.

As amostras estudadas e os dados sobre origem,
designacao, hospedeiro e procedéncia se encontram na Tabe
la II.

Até a presente data e durante o periodo de rea-
lizagao deste trabalho, compreendido entre novembro de
1973 e junho de 1976, as amostras foram repicadas cada 15
dias, em tubos contendo meio de Batata-Dextrose-Agar, BDA

(Difco).

2. Determinacdo das caracteristicas bioguimicas.

Foram utilizadas as seguintes provas: citocromo-
xidase, catalase, hidrdlise do amido. oxidacio de carboi-
dratos e polidlcoois, producao de H,S, indol, urease, ge-
latinase, caseinase, fenilalaninadeaminase, tirosinase e
utilizacdo de asparagina como unica fonte de carbono e ni

trogénio. Foram ainda estudadas a producdo de lecitigusc




TABELA 1T

Relag@o dos patotipos e amostras de Xamthomonas campegtris {Panmel} Dowson

estudades. Dados sobre designaglio, hespedeiro e procedéncia
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Patotipos de Designa~ Hospedeiro Procedencia

X, eampestris f.sp. ¢ao

aanpestris Pammel) 1B~134 Repotho (Brassica oleracea var. capitata Lour.) 580 Roque, SP.
ENA-903 Mostarda negra (Brassiea nigra Xoch.) Bangu, RJ.
IB-s/n Repoltho (Brassica oleracea var. sapitata Lour.) Mogi das (Cruzes, SP.

citrl Hasse IB~130 Limoeiro galege (Citrus aurantifolia Swingle). Maringd, PR.
IB-s/n Laranjeira (citrus sp.) Dourados, MT.

cucurbitae Bryan ENA-2173 Meldo (Cucumis melo L.) Presidente Prudente, SP.
IB~s/n Abdbora {Cucurbita maxima Duchesne) Atibaia, 8P,

dleffenbachiae McCulloch IB-140 Antlrio {dnthurium sp.) Registro, SP.

§ Pirme
esoulentt Rangaswami ENA-568 Quiabeiro (Eibiecus ssoulentum L.} Santa Cruz, RJ.
& Eswaran

glyotnae Nakano ENA=2076 Soja (Glycine max Mer.) Uberlandia, MG.
ENA-2209  Soja (Glycine max Mer.) Ttaguai, RJ.

hederae Arnaud ENA-2170 Hera (hedera helix L.) Pogos de Caldas, MG.

malvacearum Exw. Smith IAC-1772 Algodoeire (Gossypiun hirsutwm L./ Campinas, SP.
ENA-2216 Algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) Campinas, SP,

manihotis Arthaud-Berthet ENA-973 Mandioca (Manihet esculenta Crantz) Itaguai, RJ.

& Bondar

mangt feraeindioae Patel et al, ENA-2097  Mangueira (Momgifera {ndica L.) Guaratiba, RJ,

phaseoli Smith ENA-2009 Feijoeiro (Phasgolus vulgaris L.} Papucaia, SP.

rictni Yoshi § Takimoto iB-113 Mameneizo(Ricinus commmis L.J Fernandopolis, SP.
ENA-T79 MamoneirofBioinue commumis L. Urca, RI.

vesicatoria Doidge ENA-76 Tomateiro (Iycopersicon esculentwn Mill.) Campinas, SP.
ENA-T734 Pimentao (Capsicum annuwm L.J Sac Carlos, SP.
ENA-T91 Pimentdo (Capsfcum awmam L.) ¥Fldrida, EJA.
ENA-792 Piment&o (Copsiewn o L. Fidrida, FUA.
ENA-793 Tomatelro (Iycopersicon eeculentwn Mill,) Fldrida, BUA.
ENA-804 Pinentdo (Capeicun ammuen L.) Tingué, RJ,
ENA-818 Pimentdo (Caps<cum @wpaw L.) Campinas, SP.
ENA~833 Pimentao (Copsioum anmam L.} Piranema, SP.
ENA-2201 Beringela (Solamum melongena L.} Ttapecerica da Serra, SP.

vitiana Brown ENA-2008  Alface {Lactuca sativa L.} Ttaguai, RJ.
ENA-2009 Alface (Lactueca sativa L.) Atibaia, SP.

sp. IB~s/n Soja porene (Glycine wightii Verde) Campinas, SP,
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e "pearly layer", hidrolise de Tween 80 e DNase.

A producao de citocromoxidase foi verificada pe-
lo método de KOVACS (33) e a prova de oxidagao~- fermenta-
cao (0~F) conforme recomendado por HUGH § LEIFSON (28).

Para a pesquisa da producao de nitrito a partir
de nitrato, preparamos o meio descrito por DYE (16). Apos

a semeadura das amostras em estudo e incubacgao por 48 a

72 horas, adicionavam-se uma a duas gotas de HC1 concen-
trado e em seguida uma solugdao de bicloridrato de N(l-naf
til) etileno diamina. O aparecimento de uma cor  plrpura
indicava uma reagdo positiva. Nas provas negativas adicio
nou-se sempre zinco metdlico, a f£im de confirmar ou ndo a
negatividade destas reacoes. Foram igualmente estudadas
por métodos descritos por DYE (16) a produgao de HyS e a
utilizac8o de asparagina como uUnica fonte de carbono e ni
trogénio.

Para a verificacao da atividade oxidativa sobre
carboidratos e polidlcoois, foi utilizado como meio de
cultura bdsico aquele descrito por DYE (16), ao qual se
adicionou como indicador pUrpura de bromocresol, na con-
centracao de 0,02% e 0,5% das seguintes fontes de carbo-
no: adonitol, o metil D glicose, amido, arabinose, celo-
biose, dextrina, dulcitol, frutose, galactose, glicerol,

glicose, inositol, inulina, lactose, maltose, manitol, ma

nose, melebiose, melezitose, rafinose, ramnose, sacarose,
salicina, sorbitol, trealose e xilose. Os testes foram
considerados positivos quando, dentro do espago de 15

dias, se verificava uma alteragao da cor violeta-claro pa
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ra amarelo.

Para a verificacdo da oxidagao do gluconato, uti
zacao do malonato, hidrélise do amido, produgao de indol,
urease, gelatinase, caseinase, fenilalaninadeaminase, ti-
rosinase, lecitinase e 'pearly layer', foram utilizados
meios e técnicas recomendados por COWAN § STEEL (8).

Na prova de hidrdlise do Tween 80 utilizou-se a
técnica recomendada por VESTAL (52) e na verificagao de
DNase, a técnica descrita por DI SALVO (12}.

Para a realizacao das provas de vermelho de meti
la (VM) e produgdo de acetoina (VP), utilizaram-se técni-
ca e meios recomendados por BIER (2).

Na determinacao das caracteristicas bioquimicas
acima descritas, foram utilizados sempre controles positi
vos e negativos, a fim de se verificar a validade dos re-

sultados obtidos.

3. Determinacao de caracteristicas sorolégicas.

3.1. Soros hiper-imunes.

Foi preparado num total de 19 soros, cuja rela-
cdo pode ser encontrada na Tabela III. A selegao  dos
anti-soros a serem preparados foi obtida através da
técnica de hemaglutinacao passiva, adiante descrita
(3.4.3). Para tal, fez-se reagirem, dentro de cada pa-
totipo, hemicias sensibilizadas com extratos homdlogos
e isologos frente a um anti-soro arbitrariamente esco-

lhido como representativo do grupo, nos casos em  que
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TABELA IT1

Relagao das amostras de Xanthomonas campestris
(Pammel) Dowson utilizadas como antigenos no

preparo de anti-soros

Soros Antigenos (patotipos)  utili-
zados no preparo de anti-soros

1 campestris {ca-134).

2 ettrt (ci-130).

3 cucurbitae (cu-2173).

4 cucurbitae (cu-s/n}.

5 dieffenbachiae (di-140).
6 esculenti (es~568).

7 glycines (gl-2076).

8 glyeines (gl-2209).

9 hederae (he-2170).
10 malvacearum (ma-1772}.
11 mangt feraeindicae (mi-2097).
12 manthotis {mh-975).
13 phaseoli (ph-2099).
14 rieint (ri-113).
15 vesicatoria (ve-793).
16 vesicatoria (ve-2201).
17 vitions (vi-2008).
18 vitians (vi-2009).
19 sp. (sp-s/n).
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este era composto por mais de uma amostra.

3.2. Preparo de antigenos bacterianos.

Garrafas de Roux, contendo cerca de 150 ml de
meio BDA, foram semeadas com cada uma das 19 amostras
e incubadas a 28%C por 48 a 72 horas. Em seguida, o ma
terial bacteriano crescido em cada garrafa foi suspen-
so em 20 ml de solucao fisioldgica estéril, contendo
0,6% de formol neutro. A suspensao resultante foi cen-
trifugada a 5.000 rpm durante 15 minutos e o sedimento
lavado 3 vézes com solugao fisioldgica estéril, sendo
em seguida ressuspenso em 10 ml desta mesma solugao.

0 nimero de bactérias em suspensao foi padroniza
do pelo método fotométrico de STALL § COOK {46), que
se baseia no fato de que uma suspensao bacteriana de
microrganismos do género Xanthomonasque apresente 50%
de transmitancia, no comprimento de onda 600 nm, <con-

tém 108 células/ml.

3.3. Inoculacoes.

Foram usados coelhos adultos mantidos em dieta
comum. Apdés a retirada de 5 ml de sangue, para a obten
c¢ao de soro normal a ser usado como controle, suspen-
sOes bacterianas padronizadas, conforme descritas aci-
ma (3.2}, foram injetadas na veia marginal da orelha
em doses de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,0 ml, com
intervalos de 2 dias entre cada injegao. Sete dias

ap6s a ultima injegdo, os coelhos foram sangrados por
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pungao cardiaca. Deixava-se coagular o sangue e adicio
nava-se ao soro obtido mertiolato na concentracgio fi-
nal de 1/10.000. Os soros eram entdo distribuidos em

frascos de 5 ml e mantidos em congelador a -20°C.

3.4. Técnica da reacdo soroldgica.

3.4.1. Preparo de extrato de exopolissacarideos.

Foram preparados extratos de exopolissacarideos
de 31 culturas de patotipos de Xanthomonas campestris.
Para esta finalidade utilizamos, com algumas modifica-
¢oes, o método de CARTER § HYNTON (4), descrito para
obtengao de extrato de Corynebacterium equi. As bac-
térias foram cultivadas em garrafas de Roux, contendo
0 meio de BDA e incubadas a 28°C por 72 horas. Em cadd
uma das garrafas contendo os cultivos dos patotipos de
X. campestris foram adicionados 20 ml de solucao fisio
16gica estéril, contendo 0,6% de formol neutro. Apds
agitagao com o auxilio de bastdao de vidro estéril, in-
troduzido nas garrafas a suspensido resultante era colo
cada em banho-maria sob agitagao, a 56°C durante 30 mi
nutos. Em seguida, o material era centrifugado a 8.000
rpm durante 30 minutos, o suficiente para promover a
sedimentacao das células bacterianas. O sobrenadante

assim obtido, extrato de exopolissacarideos bacteria-

nos, de consisténcia viscosa, foi colocado a ~20°C,
adicionando~se antes mertiolato na concentracao de
1/10.000.
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3.4.2. Dosagem de polissacarideos.

Para a realizag¢ao do teste de hemaglutinacgao, des
crito a seguir (3.4.3), verificou-se, conforme ja ha-
via sido observado por PERREAU & CARTER (43), que a
quantidade de polissacarideos contidos no extrato bac-
teriano poderia interferir na sensibilizacao das hema-
cias alterando, embora ligeiramente, o titulo do soro
examinado. Tornou-se necessario, portanto, realizar a
dosagem de polissacarideos de todos os extratos de exo
polissacarideos bacterianos utilizando-se o método de
DUBOIS et al (13).

3.4.3. Técnica da reacao de hemaglutinacido passi-

m.
A hemaglutinacgao passiva foi realizada seguindo a
técnica de CARTER § HYNTON (4), por nos modificada.

3.4.3.1. Absorcao dos anti-soros.

A fim de evitar a interferéncia do anticorpo he-
terofilo nas reacOes de hemaglutinagiao, todos os anti-
-soros foram absorvidos com hemidcias de carneiro.

Os anti-soros foram inicialmente diluidos a 1/10
com tampac fosfato-salina 0,15 pH 7,2 e em seguida de-
complementados a 569C durante 30 minutos. A  absorcao
foi realizada adicionando-se, a cada 2 ml de anti-soro
diluido e inativado, 0,3 ml de papa de hemacias de car
neiro. A mistura, hemacias e anti-soro, foi mantida
em temperatura ambiente, por uma hora, com agita-

cao a cada 20 minutos, aproximadamente. Apds esse pe-
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riodo, o material foi centrifugado a 2.000 rpm durante
10 minutos e o sobrenadante (anti-soro absorvido) colo
cado novamente a -20°C, sendo retirado somente nos
dias de sua utilizacao.

3.4.3.2. Sensibilizaclo das hemacias de carneiro.

Conforme comentado em 3.4.2., foi preciso utili-
zar extratos padronizados para a sensibilizacdo de he-
macias. A necessidade da padronizacdo foi verificada
pelo emprego de hemidcias sensibilizadas com diferentes
diluigoes de 8 extratos bacterianos, frente a  varias
diluigoes dos respectivos soros homologos. Observou-se
em todos os casos que o maior titulo era conseguido
quando as hemdcias foram sensibilizadas com cerca de
100 pg/ml de extrato de exopolissacarideos bacteria-
nos. Foli observado ainda que variag¢des na concentracao
de polissacarideos de 50 pg/ml a 200 ug/ml apresenta-
ram os mesmos resultados. Somente variacoes extremas
interferiram no titulo final obtido. Por este motivo,
selecionamos para todos o0s extratos a concentracao de
100 pg/ml de polissacarideos como a quantidade Gtima
para a sensibilizacdo de hemacias.

Para cada 1 ml de extrato de exopolissacarideos
bacterianos dosado a 100 pg/ml, adicionou-se 0,1 ml de
papa de hemacias de carneiro. A mistura foi incubada
em banho-maria a 37°C durante duas horas, com agita-
¢ao intermitente. ApOs esse tempo, as hemicias foram

lavadas duas vezes com tampao fosfato-salina 0,15M pH

UMNIC AMP
JIBLIOTECA CENTRAL
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7,2 e ressuspensas em 20 ml do mesmo tampao.

3.4.3.3. Técnica da reacio.

Os testes de hemaglutinacio passiva foram todos
realizados em placa de acrilico, com orificios padroni
zados, nos quais eram inseridos batoques de poliestire
no com capacidade de 1 ml, facilmente remomiveis para

lavagem e reposicio.

Os anti-soros absorvidos foram diluidos em série,
razao 2, de 1/10 a 1/163.840, utilizando-se como dilu-
ente tampao fosfato-salina 0,15M pH 7,2. Em cada bato-
que da placa de hemaglutinacio foi colocado 0,25 ml de
cada diluig¢ao de anti-soro, adicionando-se, em seguida,
igual volume de hemicias sensibilizadas. A leitura foi
realizada apds permanéncia em temperatura ambiente por
z horas, tomando-se como titulo final aquela diluicao
do anti-soro que ocasionava 50% de hemaglutinacgao.

Amostras cujos extratos reagiram com seus anti-so
ros em reacao homdloga e heterdloga foram considerados
COmo pertencentes a um mesmo sorotipo quando na reacgio
inversa, isto €, anti-soros frente a extratos foram de
monstradas relagOes sorologicas equivalentes. Os casos
que nao se enquadraram no critério adotado se acham de
vidamente comentados no capitulo de discuss3o.

Como controles negativos, para avaliar a especifi
cidade da reacdo, foram examinados, pela mesma técni-
ca, soros de 5 coelhos aparentemente normais, frente a

hemacias sensibilizadas por extratos, representativos
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de cada um dos tipos soroldgicos por nés descritos, e

apresentados no capitulo dos resultados.

4. Verificacao da producao de bacteriocinas.

Para verificar a produgdao de bacteriocinas pelas
amostras de Xanthomonas campestris, foi utilizado o méto-
do recomendado por HARTING et al. (29), com algumas modi-
ficagOes exigidas pelas caracteristicas culturais do gene
TO em questao.

Em resumo, cada uma das amostras por nos estuda-
das fol semeada em estria no centro de una placa contendo
o meio de BDA. Apds incubag@o por 72 horas a 28°C, o cres
cimento resultante era raspado com 'cotonete" estéril,
submetendo-se em seguida as placas ao tratamento por vapo
res de cloroformio, durante 30 minutos. As placas eram em
seguida colocadas em estufa a 37°C, durante uma hora apro
ximadamente, para a evaporacgio do clorofdrmio residual.

As culturas a serem examinadas quanto a sensibi-
lidade ou nac a bacteriocina, porventura produzida pela
amostra estudada, eram entdo semeadas perpendicularmente
da zona do crescimento original desta. Apds a semeadura,
geralmente 8 por placa, incubava-se o material a 289C por
72 horas e verificava-se entio se ocorria, nas proximida-
des do eixo de semeadura, inibicfio de crescimento das

amostras testadas.
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5. Determinacao da sensibilidade a drogas.

Para avaliar a sensibilidade a drogas, emprega-
mos o método da diluicdo em placa, conforme preconizado

por FERNANDES (24) e por nds ligeiramente modificado.

5.1. Drogas.

As drogas empregadas e seus diluentes encontram-

-se na Tabela 1V.

TABELA 1V

Drogas empregadas e seus diluentes

Drogas Origem Diluentes
Sulf. Estreptomicina Labort .Bristol agua destilada.
Sulf. Neomicina Labort.Bristol agua destilada.
Sulf. Kanamicina Labort.Bristol agua destilada.
Gentamicina Schering dgua destilada.
Ampiciling Labort.Bristol tamp. fosf., 0,01IN

pH 8,0.

Tetraciclina Pfizer alcool metilico e

tamp.fosf. 0,0IN pH4,5

Cloranfenicol Carlo Erba alcool metilico e
tamp.fosf. 0,0IN pH6,0

Sulf. Polimixina Labort.Bristol agua destilada.

Sulfadiazina Labort.Bristol agua destilada com
NaCH 1 N (1/20).
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5.2. SolucOes estoques.

As solugdes estoques das drogas foram preparadas
quinzenalmente e conservadas no congelador e distribui
das em porgOes de 5 ml. Estas solucdes continham 10 mg

da base de cada drogas por ml.

5.3. Preparo das placas.

As placas eram preparadas sempre no dia do uso,

utilizando-se como meio bdsico, o Mueller Hinton igar,
para todas as drogas estudadas, excegdo feita para a
sulfadiazina. Com relacdo a esta, foi usado o meio mi -
nimo recomendado por LARPENT § LARPENT-GOURGAUD {35),
por nos modificado. Esta modificagao consistiu em au-
mentar a quantidade de glicose de 0,8% para 1,6%.

Na Tabela V encontram-se as quantidades e dilui-
¢oes dos ingredientes necessirios & obtengao da concen

tragao desejada da droga em cada placa.

5.4. Técnica.

0 indculo das amostras em estudo foi o conteido
de uma alga de platina de 2 mm de diametro, retirado
de uma cultura em caldo simples incubado a 28°C por 48
horas e diluida 1/1.000 em agua fisiolégicé.

Em cada placa foram estudadas 16 culturas de pa-
totipos de Xanthomonas campestris, usando-se sempre co
mo testemunha da atividade das drogas uma amostra de
E. coli K 12, sabidamente sensivel a todas as drogas
desde as concentragdes minimas utilizadas.

Também foram preparadas placas contendo apenas
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TABELA V

Quantidade das solugoes estcques e de meio de cul-

tura para se obter a concentracio desejada da droga

Solucao Dil. da sol. meio de Con.final de

estoque ml estoque cultura ml drogas ng/ml
2,0 - 18,0 1.000
1,0 - 19,0 500
0,4 - 19,6 200
2,0 1/10 18,0 100
1.0 1/10 19,0 50
0,4 1/10 19,6 20
2,0 1/100 18,0 10
1,0 1/100 19,0 5
0,4 1/100 19.6 2

0,2 1/100 19,8 1
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os meios de cultura e que serviram como testemunhas da
viabilidade das amostras.

Os resultados eram lidos apds 72 horas de incuba
gao a 28°C, para semeaduras feitas em meio de Mueller-
-Hinton e apd6s 96 horas para aquelas feitas em meio mi
nimo. Considerou-se como concentracdo inibitéria mini-
ma (CIM) a menor concentracao da droga capaz de impe-
dir o crescimento do germe e como nivel de resistencia

a concentracao anterior.
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CAPTTULO I11

RESULTADOS

1. Caracteristicas bioquimicas.

Determinamos as caracteristicas bioquimicas de

31 amostras de microrganismos, compreendendo um total de

15 patotipos de XYanthomonas campestris.

Todas as amostras foram oxidase positivas, produ
ziram catalase, nio reduziranm nitrato a nitritos e se com
portaram como oxidativas na prova de oxidagao-fermentacio
(O-Fj.

Todas as amostras produziram HZS’ foram capazes
de hidrolisar a gelatina, caseina e produzir fenilalanina
deaminase. A pesquisa da producao de indol e de urease
fol negativa para todos os patotipos estudados.

A hidrdlise da tirosina foi positiva para todos
0s patotipos, com excecdo de duas amostras do patotipo
reeini que forneceram resultados negativos.

Nenhuma das amostras foi capaz de utilizar aspar
gina como Unica fonte de carbono e nitrogenio.

A hidrolise do Tween 80 foi constantemente posi-
tiva, observando-se no entanto variagoes nas provas de le
citinase e na formagdo de "pearly layer'", havendo corres-
pondéncia absoluta de positividade entre estas duas ulti-
mas provas. Das amostras estudadas, 23 produziram leciti-

nase e formaram "pearly layer". Entre as negativas encon-
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tramos duas amostras do patotipo malvacearum e sels amos-
tras do patotipo vesicatoria.

A pesquisa da atividade sobre dcido nucléico a-
través da prova DNase foi positiva.

Todas as amostras foram negativas nas provas de
VM e VP, mas foram capazes de utilizar o malonato e gluco
nato.

Com relacao ao estudo da atividade oxidativa so-
bre carboidratos e polialcoois, houve a utilizagdo dos se
guintes compostos: arabinose, celobiose, galactose, glico
se, manose, sacarose e xilose. Nas amostras por nos estu-
dadas nao foi possivel demonstrar a oxidacdao das seguin-
tes fontes de carbono: adonitol, o metil D glicose, dulci
tol, inositol, inulina, rafinose, salicina e sorbitol.

Quanto as demals fontes de carbono, os resulta-
dos observados foram variaveis. Tais variacOes, entretan-
to, em alguns casos nao foram pronunciadas, como aconte-
ceu por exemplo com a frutose, glicerol, melebiose, ram-
nose e trealose, onde apenas uma amostra apresentou resul
tado oposto ac demonstrado pelas amostras restantes.

A verificagao de hidrdélise do amido pelo método
recomendado por COWAN § STEEL (8), forneceu também resul-
tados variaveis, porém ndo confrontaveis com o observado
no meio de DYE (16}, contendo 0,5% de amido e indicador.

Os resultados das provas bioquimicas encontram-

-se na Tabela VI.
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TABELA VI

Caracteristicas bioquimicas das 31 amostras de 15 pa-

totipos de Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson

Oxidase +
Catalase +
O-F- Oxidativa
Nitrito -

HZS +
Indol -
Urease -
Gelatinase +
Caseinase +
Fenilalaninadeaminase +
Tirosinase v: +29(93,54%): -2(6,45%).

Utilizacao de aspargina
como {mica fonte de
carbono e nitrogenio

Lecitinase
"Pearly Layer"

v +23(74,19%); -8(25,80%).
v +23(74,19%); -8(25,80%).

Hidrolise do Tween 80 +
DNase +
Gluconato +
Malonato +
Hidrdlise do amido v: +23(74,19%); -8(25,80%).
WM -
VP -
Adonitol -

a metil D glicose

{continua)
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continuagao

Amido v: +22(70,96%); ~9(29,03%}.
Arabinose +

Celobiose +

Dulcitol -

Frutose v: +30(96,77%); -1(3,22%).
Galactose

Glicerol v: +30(96,77%); -1(3,22%).
Glicose +

Inositol -

Inulina -

Lactose v: +23(74,19%); -8(25,80%).
Maltose v: +19(61,29%); -12(38,70%).
Manitol v: +8(25,80%); -23(74,19%).
Manose +

Melebiose v: +30(96,77%); -1(3,22%).
Melezitose v: +4(12,90%), -27(87,09%).
Rafinose -

Ramnose v: +1(3,22%); -30(96,77%).
Sacarose +

Salicina -

Sorbitol -

Trealose v: +30(96,77%); -1(3,22%).
Xilose +

Obs.: Os sinais + ou -, sem outras indicagoes, significam reacdo

positiva ou negativa em 100% das amostras.

0 sinal "v" significa resultados varidveis.




2. Caracteristicas soroldgicas.

Para maior clareza de exposigao, relataremos os
resultados dos estudos soroldgicos de acordo com o desen-
volvimento dos trabalhos realizados.

Inicialmente, foram preparados anti-soros contra
uma amostra de cada patotipo estudado. Naqueles patotipos

com dois ou mais representantes, foi verificado se hema-

cias sensibilizadas com extratos is6logos eram capazes de
ser hemaglutinadas pelo anti-soro preparado. Deste modo,
foi verificada a necessidade de serem preparados 19 anti~-
-soros, cuja relac@o ja foi apresentada no capitulo de ma
terial e métodos (Tabela III).

Para alguns patotipos observou-se que naoc houve
necessidade de se apresentar mais do que um anti-soro,
uma vez que os titulos homdlogos e isdlogos obtidos na
prova de hemaglutinagao passiva foram semelhantes. Apre-
sentaram este comportamento todas as amostras do patotipo
vesicatoria, com excecgao da amostra ENA-2201, isolada de
beringela. Com relacao aos patotipos campestris, eitri,
malvacearum e ricini também ndo houve necessidade de pre-
parar mais do que um anti-soro.

Por outro lado, com relagao aos patotipos
cucurbitae, glycines e vitians fol necessério o preparo
de anti-soros contra as duas amostras representativas de
cada um destes patotipos.

Com relagao aos patotipos die ffenbachiae,

gsculentt, hederae, mangi feraeindicae, manihotis e
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phaseoli, nao foram possiveis estudos desta natureza, uma
vez que CONtavamos com apenas uma amostra para cada um
destes patotipos. Os anti-soros preparados com estas amos
tras foram entao considerados como representativos dos
Mesmos .

Os resultados dos testes de hemaglutinacao indi-
reta realizados com hemdcias sensibilizadas pelas 31 amos
tras dos 15 patotipos de Xanthomonas campestris, frente
aos 19 anti-soros preparados no presente trabalho, se en-
contram na Tabela VII.

Salvo alguns resultados aparentemente discordan-
tes, comentados no capitulo de discussao, ao exame da Ta-
bela VII, tomando-se como base os resultados das reacdes
dos anti-soros contra hemacias sensibilizadas, foi possi-
vel agrupar as amostras estudadas em 9 sorotipos diferen-
tes. A distribuicdo das amostras de X. campestris perten
centes a estes sorotipos encontra-se na Tabela VIII.

0 resultado das provas de hemaglutinagao passiva
realizadas com soros obtidos de coelhos aparentemente nor
mais forneceu titulos sempre inferiores a 1/20. motivo
pelo qual nos testes de hemaglutinacao cruzada descritos
na Tabela VII, resultados semelhantes foram considerados

inexpressivos.

3. Producao de bacteriocinas.

Quando se realizaram os testes cruzados para ve-
rificagao da producao de bacteriocinas, utilizando as 31

amostras por nos estudadas, verificou-se gque 13 (41,9%)
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TABELA VIII

Distribuicao das amostras de Xanthomonas campestris
(Pammel) Dowson pertencentes a 9 sorotipos descritos

pela técnica de hemaglutinacdo passiva

Sorotipos Amostras
1 ca-(134, 903 e s/nj.
2 ci~{130 e s/n).
3 cu~-(2173); gl-(2076) e sp-(s/n).
4 cu-(s/n); es-(568); ve~(76, 734, 791,

792, 793, 804, 818, 833) e vi-{2008).
5 di- (140} e ve-(2201).
6 gl-(2209) ; he-(2170); ma-(1772 e
2216} e vi-(2009).

7 mh-(975).
8 mi-(2097) e ph-(2099).
9 ri-(113 ¢ 779).




foram capazes de produzir bacteriocinas.

A relagdo das amostras produtoras de bacterioci-
nas e das amostras sensiveis a estas se encontram na Tabe
la IX, onde podemos verificar que as amostras ci-{(s/n);
gl-(2076); ma-(1772); ma-(2216); ph-{2099); ri- (113} ;
ri(779); ve-{792) e vi-(2009) produziram apenas uma bacfg
riocina.

Com relagdo as amostras ci-{(130); g1-(2209);
he-(21707 e mi-{2097}, podemos supor a produgao de uma ou
mais bacteriocinas, uma vez que existiram para cada uma
delas duas ou trés amostras indicadoras.

De qualquer modo, a inclusao do estudo da produ-
cd3o de bacteriocinas em nosso trabalho teve como intuito
principal verificar diferengas na producao de bacterioci-
nas, pelas amostras de Xanthomonas campestris, Sem  pro-
priamente tentar averiguar, pela falta de recursos, se es
tas diferencas eram devidas a uma ou mais bacteriocinas
Assim, por exemplo, para a amostra mi-(2097) foram indica
doras da produgido de bacteriocinas as amostras ve-(804 e
833) e vi-{2009) e para a amostra gl-(2209) foram indica-
doras as amostras ve-(804 e 833) e di-(140). E  provavel
que estas duas bacteriocinas sejam diferentes ou que as
diferencas observadas quanto as amostras indicadoras
vi-(2009) e di-(140) sejam conseqliencia de outras bacte-
riocinas produzidas pelas amostras mi-{(2097) e gl-(2209),
diferentes daquela que foi capaz de ser identificada pe-

las amostras ve-{804 e 833). (Figura I).



TABELA

IX

Relacao das amostras de Xanthomonas campestris

(Pammel) Dowson produtoras de bacteriocinas e

das amostras sensiveis utilizadas como
indicadoras
Tipos de
o Produtoras Amostras sensiveis
Bacteriocinas
1 ci-{130) cu-{s/n) e mi-{2097}.
2 ci-{s/n) mi~(2097).
ma- (1772) mi-(2097) .
ma-{2216) mi- {20971,
ph- (2099) mi-(2097) .
ri-(113) mi-(2097) .
ri-(779) mi-{(2097).
3 g1-(2076) ve-{734).
4 gl-(2209) di-{140) e ve-(804 e 833).
5 he-(2170) gl1-(2209) e vi-(2009).
6 mi-(2097) ve-{804 e 833) e vi-(2009).
7 ve-{792) ri-(779).
8 vi-{2009) ve-(804).




.37,

Diante destas consideragdes, vamos Supor que as
amostras ci-(130); gl-(2209); he-(2170) e mi-(2097) te-
nham produzido apenas uma bacteriocina.

Assim sendo, foi possivel classificar as bacte~
riocinas produzidas, quanto ao comportamento frente as
amostras indicadoras, em 8 tipos por nés denominados arbi
trariamente com algarismos arabicos (Tabela IX).

0 exame da Tabela IX permite verificar ainda que
a amostra mi~{2097), indicadora da produgao de bacterioci
na dos tipos 1 e 2, foi capaz de produzir bacteriocina do
tipo 6 e finalmente a amostra gl-(2209), sensivel a bac-
teriocina do tipo 5, foi capaz de produzir bacteriocina
do tipo 4. Conforme veremos no capitulo de discussao,
tais resultados sho compativeis com o que se conhece so-

bre o mecanismo que rege a produgao de bacteriocinas.

la 1b
Figura 1 - Produgao de bacteriocinas pelas amostras

gl-2209 (fig. la) e mi~2097 (fig. 1bj.
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4, Sensibilidade a drogas.

Os resultados das provas de sensibilidade a dro-
gas encontram-se na Tabela X.

Com relacdo a tetraciclina, verificou-se que to-
das as amostras foram impedidas em concentragoes de 1 e 2
ug/mi.

No que concerne a polimixina, verificou-se que
29 amostras j4 nio cresciam na concentragao de 1 ug/ml,
excecoes feitas a duas amostras que ndao cresceram em 5
ug/ml.

Os resultados referentes a gentamicina foram se-
melhantes, para todas as amostras, observando-se que a
maioria delas foi impedida por concentragao de 2 wug/ml,
excegdo feita a uma amostra que foi capaz de crescer nes-
ta concentragao.

0 comportamento das amostras, frente aos demais
antibidticos, foi bastante variavel. Assim sendo, para a
estreptomicina, observou-se que a maioria das amostras,
ou seja, 26 foram impedidas por concentragao de até 5
ug/ml da droga; 3 foram sensiveis a 10 pg/ml, 1 a 20
ug/ml e finalmente 1 a 200 pg/ml. No que diz respeito &
neomicina, a faixa de impediencia da droga para a maioria
das amostras esteve situada entre 2 e 5 ug/ml. Fizeram eXx
cecdo duas amostras que foram inibidas por 10 ug/ml e uma
outra por 50 ug/ml da droga.

No que concerne a Kanamicina, as concentragoes
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de até 2 ug/ml foram suficientes para impedir 22 amostras.
Tres foram sensiveis a 10 pg/ml; uma a 20 ug/ml; 3 a 50
pg/ml e finalmente 2 a 100 ug/ml.

Para a ampicilina, a maioria das amostras foi im
pedida por concentragao de 5 ug/ml, excetuando-se uma
amostra sensivel a 10 ug/ml; uma amostra sensivel a 20
ug/ml; duas a 100 pg/ml e finalmente uma a 500 ug/ml.

Os dados obtidos para o cloranfenicol indicaram
que 27 amostras eram impedidas na concentragao de até 5
ug/ml, restando 3 amostras sensiveis a 10 ug/ml e 1 a 20
pg/ml.

Finalmente, com relacdo & sulfadiazina, a varia-
cao observada foi ainda maior, encontrando-se respectiva-
mente para concentracoes de 5, 10, 20, 50, 100, 200 e 500

ug/mi, 5, 3, 7, 1, 5, 7 e 3 amostras sensiveis.



.41,

CAPITULO IV

DISCUSSAQ

1. Caracteristicas bioquimicas.

Os resultados da maioria das provas bioquimicas
estudadas no presente trabalho demonstraram que as bacté-
rias do género Xanthomonas tem comportamento relativamen-
te uniforme. Foram observadas variacdes no comportamento
das amostras em 14 testes dos 46 por noés utilizados.

Como era de se esperar, a maior variacao ocorreu
nos testes de avaliacao da atividade oxidativa. Entre 25
provas desta categoria, foram observados resultados varia
veis em 11 delas. Esta variacao, entretanto, nao foi tao
concreta pois, com relacao a frutose, glicerol, melebiose,
ramnose e trealose, houve a discordancia dos resultados
em apenas uma amostra. (Tabela VI).

Embora nao tivessemos representado na Tabela
VI, detalhadamente, os resultados das provas hioquimicas,
verificou-se que tais variacdes foram inconsistentes quan
to a uma possivel contribuicl@o para a identificagao dos
patotipos. Assim sendo, a fermentagao da ramnose, por uma
amostra do campestris, ca-{(134}, nao foi observada em ou-
tra amostra do mesmo patotipo. Com relagao a melebiose,
uma amostra do patotipo eitri, ci-(130), nao oxidou a es~
te aclicar, ao contrdrio de outra amostra, ci-{(s/n). Resul

tados semelhantes foram observados para duas amostras do
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patotipo ricinti.

As demaié variagoes observadas também deixaram
davidas quanto a sua utilidade. E o caso, por exemplo, da
melezitose, que foi oxidada por 2 amostras do patotipo
vestecatoria € por uma do patotipo campestris. Considera-
¢Oes idénticas poderiam ser feitas quanto as demais varia

goes, observadas nas provas relacionadas com a atividade

oxidativa.

Com relagdo as provas bioquimicas restantes, o
comportamento foi bem mais homogeneo, observando-se varia
coes em 4 provas das 21 estudadas. Levando-se em conta
que a maioria dessas provas esta relacionada com aspectos
mais gerais do metabolismo bacteriano, ao nosso ver era
de se esperar esta homogeneidade. Fizeram excecao a hidro
lise do amido, a producao de lecitinase e ''pearly layer"
e a utilizacdo de aspargina como Unica fonte de carbono e
nitrogeénio.

No que diz respeito 2 hidrdlise do amido, tem-se
afirmado que as amostras do patotipo vesicatoria isoladas
de pimentdo sao incapazes de hidrolisar este carboidrato,
ao passo que as isoladas de tomateiro podem fazé-lo (7).

Os nossos resultados demonstraram que tal afirma
¢20 nao corresponde a realidade, pois uma das amostras
deste patotipo, isolada de tomateiro, ve-(793), nao hidro
lisou o amido. Chamou nossa atengao o fato de que dos 8
resultados negativos para hidrdlise do amido, 7 foram pro

porcionados pelo patotipo vesicatoria.
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No que tange a produgdo de lecitinase e "pearly
layer", os resultados negativos se concentraram nas amos-
tras dos patotipos malvacearum e vesicatoria, fornecendo
resultados positivos para os demais. A observacido de dois
resultados positivos para o patotipo vesicatoria, invali-
da a utilizagdo destas provas para a identificacdo deste

patotipo, porém os resultados obtidos com relagao ao pato

tipo malvacearum talvez devessem ser melhor estudados, in
vestigando-se maior niimero de amostras.

No que concerne & utilizacdo da tirosina, os re-
sultados observados demonstraram que apenas as duas amos-
tras do patotipo rieini ndo foram capazes de desdobrar es
te aminodcido. Considerando-se que algumas particularida-

des, tal como a produgdo de pigmento marrom difusivel em
meio solido, tém caracterizado este patotipo (16), talvez
esta prova devesse também ser melhor estudada.

De qualquer modo, uma avaliacdo mais critica dos
resultados por nds alcancados leva-nos a concordar con
DYE (16,17), DYE § LELLIOTT (18) e HAYWARD (25) sobre a
impossibilidade de se caracterizar com seguranca os dife-
rentes patotipos de Xanthomonas campestris, tomando como

base exclusivamente provas bioquimicas.

2. Caracteristicas sorolégicas.

Os resultados dos estudos soroldgicos apresenta-
ram varios aspectos importantes. Para os patotipos

ecampestris, citri, malvacearum e ricini, embora tivessein
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sido estudadas apenas duas ou tres amostras de cada um de
les, foi possivel demonstrar relacdes soroldgicas estrei-
tas entre as mesmas.

Qutro grupo, composto de um nimero maior de amos
tras, que apresentou certa homogeneidade no comportamento
sorolégico, foi o do patotipo vesicatoria. Oito entre no-

ve amostras deste grupo foram consideradas, nos testes 50

roldgicos por nds realizados, como semelhantes, uma vez
que hemacias sensibilizadas por extratos de exopolissaca~
rideos destas amostras apresentaram titulos equivalentes
nas reacoOes contra anti-soros homSlogos e isdlogos. Estes
resultados discordam dos relatados por LOVREKOVICH &
KLEMENT (38) e MORTON et al. (39}, que verificaram ser
possivel através de testes de dupla difusio em gel de
agar diferenciar amostras deste patotipo, isoladas de to-
mateiro e de pimentao. Revendo o trabalho destes autores,
verifica-se, entre outras coisas, que o tipo de extrato
empregado, obtido por rompimento bacteriano, poderia ser
na realidade uma mistura de varios antigenos, o que justi
ficaria, em parte, os resultados por eles obtidos. Além
do mais, reagOes menos intensas, porém eviaentes, foram
obtidas nos testes realizados com os antigenos de amos-
tras isoladas de tomateiro ou de pimentao contra, respec-
tivamente, anti-soros preparados com amostras de pimentio
e de tomateiro.

Nao pudemos também confirmar o trabalho de

CHARUDATTAN et al. (7), que descreveram 2 tipos soroldgi-



cos do patotipo vesicatoria para isolados de piment3o e
de tomateiro, sem relacao entretanto com a origem do hos-
pedeiro.

A outra amostra de X. campegtris f.sp.
vesteatoria isolada de beringela ndo se relacionou sorolo
gicamente com as outras amostras deste patotipo, mostran
do, como ja verificamos no capitulo de resultados, que po
deria ser incluida no mesmo sorotipo do patotipo
dieffenbachiae (Tabelas VII e VIII).

Embora para os patotipos cucurbitae, glycines e
vitians tivessem sido estudadas, de cada um deles, apenas
duas amostras, os resultados obtidos demonstraram que es-
tes patotipos podem conter pelo menos dois sorotipos cada
(Tabela VIII).

Uma analise mais detalhada dos estudos soroldgi-
Cos permitiu-nos observar dois aspectos relevantes:

a) amostras pertencentes ac mesmo patotipo podem
nao se relacionar sorologicamente, e

b) amostras pertencentes a diferentes patotipos
podem integrar um mesmo sorotipo.

Ainda que tenha sido relativamente facil agrupar
as amostras estudadas em sorotipos, algumas das reacgoes
obtidas merecem comentario em separado. Assim sendo, foi
observado que hemdcias sensibilizadas por extratos de exo
polissacarideos do patotipo eitri (ci-130) foi capaz de
reagir fortemente com anti-soro preparado com patotipo

manthotis, ndo se observando qualquer reagao quando se
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utilizou como antigeno extrato de manithotis e  anti-soro
contra o ci-130 (Tabela VII). Embora em grau menos inten~
so, resultados semelhantes foram obtidos por NAMEKATA
(40), ao examinar, por provas de precipitacao em tubo, as
relagbes soroldgicas entre estes patotipos. Estudos mais
profundos se tornam necessarios para esclarecer estes
achados. Uma possibilidade, a ser comprovada, seria a
existéncia, no exopolissacarideos do patotipo manthotis,
de um determinante antigénico interno, semelhante ao de-
terminante antigénico especifico do patotipo citre.

Reacoes semelhantes foram observadas para hema-
cias sensibilizadas com patotipo ricini frente ao anti-so
ro hederae, he-2170. Quando as hemacias foram sensibiliza
das por extrato de patotipo hederae, nao foi observada
qualquer reacao. Resultados idénticos foram ainda obtidos
na reacdo de hemicias sensibilizadas com o patotipo
esculenti frente ao anti-soro preparado com amostra
cu-2173 {(Tabela VII).

Seria interessante lembrar ainda que embora nao
se tenham observado relagbes absolutas entre sorotipos e
patotipos, os resultados por nds alcanc¢ados trazem, ao
nosso ver, importante contribuigdo para a caracterizacao
de alguns patotipos e abrem perspectivas para que este ti
po de estudo seja ampliado, com o exame de maior nimero
de amostras, em virtude da simplicidade da técnica utili-
zada. Com relag@o ao encontro de diferentes patotipos fa-

zendo parte de um mesmo sorotipo ou de amostras de um mes
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mo patotipo situadas em sorotipos diferentes, sem querer
menosprezar a validade dos testes de especificidade de
hospedeiro, que até agora tém sido utilizados para carac-
terizar patotipos, gostariamos de lembrar algumas conside
racoes feitas por DYE (15). Segundo este autor, O carater
de especificidade do hospedeiro nao deve ser encarado de
modo tdo rigido, pois existem evidéncias de que "os  mi-
crorganismos do género Xanthomonas nao sejam tao estritos
quanto a especificidade do hospedeiro'. Este mesmo autor
comenta ainda sobre a inutilidade dos testes de patogeni-
cidade nos casos em que 0S microrganismos tenham perdido
a sua viruléncia. Exceptuando-se a possibilidade da perda
da viruléncia ocasionar variagoes na composicao antigeni-
ca destas bactérias, acreditamos que a técnica soroldgica
nestes casos poderia prestar valiosa colaboracgao.

Com relacdo a escolha do exopolissacarideo bacte
riano, constituido pela camada mucdide, como antigeno nos
testes de hemaglutinagdo passiva, gostariamos de comentar
que tal tipo de antigeno tem sido usado com certa frequen
cia na caracterizacio de sorotipos de varias espécies bac
terianas (4,32.,42,43) reforgando deste modo a validade
dos resultados por nos obtidos quanto aos sorotipos des-

critos.

3. Producao de bacteriocinas.

para facilidade de exposigao, alguns dos comenta

rios relativos a esta caracteristicas ja foram feitos mo
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capitulo de resultados. Resta-nos comentar sobre a utili-
dade do teste de producao de bacteriocinas para caracteri
zacao de algumas amostras de microrganismos do genero
Xanthomonas.

Conforme se pode perceber pelos resultados obti-
dos (Tabelas VII, VIII e IX), nao houve relacao entre pa-
totipos, sorotipos e a produgao de bacteriocinas, com ex-
cecdo do observado para os patotipos malvacearum e ricint.
Nestes patotipos, as duas amostras de cada um deles esta-
vam relacionados sorologicamente e produziram oS mesmos
tipos de bacteriocinas, ou seja, do tipo 2.

E interessante notar que as duas amostras do pa-
totipo vitians que diferiram quanto as caracteristicas
sorologicas {Tabela VIII}, também produziram bacterioci-
nas diferentes (Tabela IX)}. Identicos resultados foram ob
servados com relacdo as amostras do patotipo glyecines.

A descricdo de diferentes bacteriocinas e das
amostras a elas sensiveis nos permite algumas importantes
consideracOes sobre a utilidade deste teste. Assim sendo,
conforme foi demonstrado, é possivel, através desta anali
se, distinguir amostras pertencentes a um mesmo patotipo
e a um mesmo sorotipe. Como exemplo citariamos o compor-
tamento das duas amostras do patotipo ettri, uma delas
isolada no Parand e a outra em Mato Grosso (Tabela II).
Ambas foram enquadradas num mesmo sorotipo (Tabela VIII),
porém, ao se examinar a produgdo de bacteriocina, verifi-

cou-se que a amostra isolada em Mato Grosso, ci-s/n, pro-
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duziu a bacteriocina do tipo 2, isto &, foi ativa contra
amostra mi-2097 (Tabela IX). A amostra isolada no Parani,
por outro lado, produziu a bacteriocina do tipo 1, isto
¢, foi ativa contra cu-s/n e mi-2097. As implicacdes epi-
fitoldgicas destes achados sdo Obvias, principalmente no
que concerne a identificagd3o de fontes de infeccio para
o cancro citrico. Na eventualidade do aparecimento da do-
enga, em regioes livres da mesma, possivelmente, poder-se
-ia, conhecendo o espectro de atividade das bacteriocinas
produzidas por amostras do patotipo eitri, provenientes
de diferentes regibes, determinar a origem do patdgeno.

No caso do patotipo ricimi as duas amostras por
nés trabalhadas pertenceram ao mesmo sorotipo & produzi-
ram o mesmo tipo de bacteriocina {Tabelas VIII e 1X).
Considerando-se que uma delas, ri-113, foi isolada em Fer
nandépolis, S.P. e outra, ri~-779, em Urca, R.J. (Tabela
IT), € provavel que se trate de uma amostra de mesma ori-
gem, embora, como veremos adiante, tenham sido observadas
algumas diferengas entre elas no que diz respeito 3 sensi
bilidade a drogas.

Finalmente, caberiam aqui algumas considera-
¢oes de natureza bdsica. Em primeiro lugar, confor-
me ja comentamos em resultados, a produgao de bac-
teriocinas pelas amostras do Yanthomonas campes tris
obedeceu a uma caracteristica geral de producio das
mesmas, isto €, as amostras produtoras de bacterioci-
nas sdo imunes 3as bacteriocinas por elas produzidas.

(figura 1). Outro dado que merece ser comentado
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diz respeito a um relacionamento, embora frouxo, existen-
te entre produgao de bacteriocinas e sensibilidade a fa-
gos. Como se sabe, alguns receptores para fagos o sdo tam
bém para determinados tipos de bacteriocinas (9). Conside
rando~se que a fagotipagem ja foi utilizada como método
de caracterizagao destes microrganismos (38,40), achamos

que seriam aconselhaveis estudos desta natureza para veri

ficar este relacionamento.

4. Sensibilidade a drogas.

A inclusao do estudo sobre sensibilidade a dro-
gas teve como intuito principal verificar se o comporta-
mento do microrganismo frente a drogas anti-microbianas
poderia contribuir para:

a) idealizar meios de cultura adicionando-se dro
gas as quais a bactéria fosse resistente;

b) caracterizar o genero em questdo ou alguns de
seus patotipos.

A analise dos resultados obtidos permite verifi-
car, com relacao ao primeiro aspecto, que dificilmente,
pelo menos com base nas drogas utilizadas, se poderia
idealizar um meio seletivo para microrganismos do género
Xanthomonas , isto porque os niveis de resisténcia encon-
trados, embora variaveis, foram relativamente baixos para
todas as amostras e para maioria das drogas  empregadas.
Por outro lado, o comportamento dos microrganismos estuda

dos frente a tetraciclina, gentamicina e polimixina pode-
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ria eventualmente ser utilizado na classificagao da bacte
ria, desde que com relacao a tetraciclina fossem usados
niveis ndo inferiores a 2 ug/ml e com relacao a gentamici
na e polimixina a niveis de 5 pg/ml de meio de cultura. A
semelhanga do que tem sido feito com a fagotipagem e a
producao de bacteriocinas, uma outra contribuicao que 0
estudo sobre a sensibilidade a drogas tem trazido diz res
peito a4 identificacao de microrganismos de mesmo biotipo
e mesmo comportamento sorolégico (23). Assim sendo, por
exemplo, as duas amostras do patotipo rieini, que perten-
ceram a um mesmo sorotipo e produziram ambas bacteriocina
do tipo 2 (Tabelas VIII e IX), excetuando-se a possibili-
dade de que uma das amostras tenha adquirido resisténcia
para a ampicilina e para a sulfadiazina por mutacgao ou
por fator R, poderiamos supor estarmos diante de amostras
diferentes.

Outro caso digno de mencgdo € o comportamento das
amostras ve-804 e ve-833, do patotipo vesicatoria que se
enquadram no mesmo sorotipo (Tabela VIII)}, ambas isoladas
no Rio de Janeiro (Tabela II) e apresentando o mesmo com-
portamento frente a todas as drogas (Tabela X). Embora
nao tivessem produzido bacteriocinas, € conveniente lem-
brar que foram sensiveis 4s mesmas bacteriocinas, ou se-
jam, 5 e 6 (Tabela IX).

0 encontro de alguns niveis de resisténcia eleva
dos, para algumas amostras (Tabela X} sugere a possibili-

dade de que o microrganismo apresente também mutagao para
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resistencia contra estas drogas, como acontece, alias,
com as bactérias ém geral e conforme ja foi demonstrado
para microrganismos do género Xanthomonas com relacdo 4
estreptomicina, penicilina e aureomicina (1).

Embora algumas poucas amostras tivessem apresen-
tado niveis de resisténcia elevados para duas drogas ao
mesmo tempo, como aconteceu para as amostras di-140 e
ri-779, ambas resistentes a ampicilina e & sulfadiazina,
sugerindo uma possivel existéncia de fator R nestes  mi-
crorganismos, a confirmagdao desta hipltese s6 seria possi
vel com experigéncias de transferéncia de resisténcia por

conjugacdo.

5. Comentarios finais.

Para finalizar, gostariamos de destacar que embo
ra alguns dos propdsitos que nortearam a realizacao do
presente trabalho nao tivessem sido alcancados, em virtu-
de de propriedades inerentes ao microrganismo em questao,
algumas importantes informacgles puderam ser conseguidas,
ndo so com relag@do aos resultados obtidos como também no
concernente 3 metodologia empregada. Tanto quanto saiba-
mos o estudo da produgao de bacteriocinas e a utilizacdo
da técnica de hemaglutinagao passiva para a identificacao
e caracterizacao de bactérias fitopatogénicas constitui
fato inédito. Por outro lado, nao temos noticias de estu-
dos sobre a sensibilidade a drogas apliciveis a bactérias

fitopatogénicas em especial do género Xanthomonas, da ma-

neira como foram realizados no presente trabalho.
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CAPITULO V

RESUMO E CONCLUSDOES

Trinta e uma amostras pertencentes a 15 patoti-
pos de Xanthemonas campestris (Pammel) Dowson, enviadas
por outros pesquisadores, foram estudadas quanto 3s carac
teristicas bioquimicas, sorotipos evidenciados por provas
de hemaglutinagao passiva, produgdo de bacteriocinas e
sensibilidade a drogas.

Em cada um destes itens os seguintes resultados

e conclusoes puderam ser obtidos:

1. Caracteristicas bioquimicas.

1.1. Todas as amostras se comportaram come oxidativas
na prova de oxidagao-fermentagao (0-F); produziram oxi

dase, catalase, HZS’ gelatinase, caseinase, fenilalani
nadeaminase, DNase; utilizaram gluconato e malonato e
hidrolisaram o Tween 80. Quanto & producio de nitrito
a partir de nitrato, de indol, de urease, e as provas
de VM e VP e utilizagdo de aspargina como iinica fonte

de carbono e nitrogénio, os resultados obtidos foram

‘negativos.
Comportamento variavel foi observado para as
provas de producdo de tirosinase, lecitinase, "pearly

layer" e hidrolise do amido.
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1.2. Nas provas de atividade oxidativa sobre carboi-
dratos e poliéicoois, os resultados foram constante-
mente positivos para arabinose, celobiose, galactose,
glicose, manose, sacarose e xilose. Nao foi demonstra
da atividade oxidativa sobre adonitol, o metil D gli-
cose, inositol, inulina, rafinose, salicina e sorbi-
tol.

No que diz respeito ao amido, frutose, glicerol,
lactose, maltose, manitol, melebiose, melezitose e

trealose, foram observados resultados variaveis.

1.3. A anilise dos resultados bioquimicos nao permi-
tiu a caracterizacdo segura dos diferentes patotipos

estudados.

. Caracteristicas sorolfgicas

2.1. As 31 amostras dos 15 patotipos de Xanthomonas
campestris (Pammel) Dowson foram enquadrados em 9 so-
rotipos, a saber:
Sorotipo 1 - ca-(134,903 e s/n).
Sorotipo 2 - ci-(130 e s/n).
Sorotipo 3 - cu-(2173); gl-(2L76) e sp-(s/n).
Sorotipo 4 - cu-(s/n); es-(568); ve-(76,734,791,
792,793,804 ,818,833) e vi-(2008}.
Sorotipo 5 - di-(140) e ve-(2201).
Sorotipo 6 - g1-(2209); he-(2170); ma- (1772 e
2216) e vi-{(2009).
Sorotipo 7 - mh-(975).
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Sorotipo 8 - mi-(2097) e ph-(2099).

Sorotipo 9 - ri-(113 e 779).

2.2. Para os patotipos campestris, citri, malvacearum
e ricini, foram observadas relagOes soroldgicas entre
as amostras de cada um deles. A menos que o estudo
com maior nimero de amostras possa comprovar o contra
rio, acreditamos que a metodologia por nos wutilizada

possa ser util na caracterizacao destes patotipos.

2.3, Para 0s patotipos cucurbitae, glycines,
vegieatoria € vitians observou-se¢ que as amostras es-
tavam distribuidas em dois sorotipos para cada um de-

les.

2.4. De modo geral os resultados dos estudos sorologi
cos permitem-nos concluir que:

a) amostras pertencentes a um mesmo patotipo po-
dem se relacionar sorologicamente e

b) amostras pertencentes a diferentes patotipos

podem integrar um mesmo sorotipo.

Producdo de bacteriocinas

3.1. Entre 31 amostras estudades, 13 (41,9%) foram ca
pazes de produzir bacteriocinas. Estas, distribuidas
entre os patotipos citri, glycines, hederae,
mangi feraeindicae, manihotis, phaseolt, ricint,
vesicatoria e vitians, tiveram as suas bacteriocinas

incluidas em 8 tipos, com base no seu espectro de
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atividade, a saber:

Tipo 1 ativa contra cu-(s/n) e mi-(2097).

Tipo 2 - ativa contra mi-(2097).

Tipo 3 - ativa contra ve-(734).

Tipo 4 - ativa contra di-(140) e ve-(804 e 833).
Tipo 5 - ativa contra gl-(2209) e vi-(2009).

Tipo 6 - ativa contra ve-(804 e 833) e vi~(2009).

Tipo 7 - ativa contra ri-(779).

Tipo 8 - ativa contra ve-(804).

3.2. Nao produziram bacteriocinas as amostras perten-
centes aos patotipos campestris, cucurbitae,
dieffenbachiae, esculenti e uma amostra, sp-s/n, 1iso

lada de soja perene.

3.3. A produgao de bacteriocinas pode§ser considerada
de utilidade na caracterizacao de amostras pertencen-

tes a um mesmo patotipo e sorotipo.

3.4. Com excecao do observado para 08 patotipos
malvacearum € ricini, nao houve relacao entre patoti-

pos, sorotipos e producao de bacteriocinas.

Sensibilidade a drogas

4.1. O comportamento das amostras dos diferentes pato
tipos de Xanthomonas campestris {Pammel) Dowson, fren
te a drogas, foi variavel, observando-se, entretanto,
que todas as amostras foram bastante sensiveis a poli

mixina, gentamicina e tetraciclina, o que poderia in-



dicar uma possivel utilizacdo destes antibidticos pa-

ra caracterizacao do género.

4.2. Para a sﬁlfadiazina e os demais antibidticos, as
concentragoes inibitdrias minimas observadas foram
igualmente baixas, encontrando-se todavia, em alguns
casos, niveis de resisténcia elevados, sugerindo para
algumas amostras, em relacdo a algumas drogas, a exis

téncia de mutacgdo ou eventualmente fatores R.

4.3. A utilizagao de drogas anti-bacterianas para a
elaboragaoc de meios seletivos € inviavel, pelo menos
com relagao aquelas por nds estudadas, em virtude da
sensibilidade que os microrganismos apresentaram para

as mesmas.

4.4. 0 conhecimento da sensibilidade a drogas de amos
tras pertencentes a mesmo patotipo € sorotipo, e que
produzam o mesmo tipo de bacteriocina, pode ser even-

tualmente Otil na caracterizagao das mesmas.

4.5. Nao foram observadas relacoes definidas entre pa
totipos, sorotipos, produgdo de bacteriocinas e sensi

bilidade a drogas.
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