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INTRODUCAO

A bvactéria Xanthomonas campestris &€ uma das cinco
espécies do género Xanthomonas, o gqual consiste, na sua
maioria, de 1linhagens fitopatogénicas, aerobicas, méveis,
Gram—-negativas e pigmentadas (Daniels, 1989). E o agente
causador de doengas em diversos vegetais como: podridao
negra em cruciferas, queima comum do feijao, mancha foliar
do &lgodaso, guelma foliar bsacteriana do arroz, mancha
bacteriana do tomate e plimentao, gueima bacteriana de

cereais, cancro citrico, entre outras (Agrios, 1988).

Uma vez qQue os patdgenos bacterianos se propagam bem
em climas quentes € Umidos, é de grande importéncia para a
agricultura dos tropicoe o desenvolvimento de eistemss de
controle que evitem ou reduzam as perdas econbmicas com as
colheitas. A preocupagao doe investigadores em erradicar ou
controlar as doengas de origem bacteriana os tem conduzido a
resquisar a presenca de agentes gque possuam algum tipo de
agao antibacteriana especifica. 0] estudo da
bacteriocinogenia - ou a capacidade de produzir toxinas
bacterianas ou bacteriocinas - tem demonstrado que estas
pogsuem ag¢gao inibitdéris ou sac letais para microrganismos

relacionados (Tagg et al., 1876).



As bacteriocinas formam um grupo bastante heterogéneo
quanto a sua composigao gquimica e modo de agao. Possuem
geralmente um componente proteico e agao bactericida, com
eepecificidade biolégica restrita, caracteristica Dbésica
usada para diferenciar bacteriocinas de outros antibidticos.
Podem afeter a sintese proteica, s estabilidade do DNA, o
fluxo de energia e a integridade da membrana plasmética
{(Vidaver, 1983). A produgao de bacteriocinas é, na maloria
das vezes, controlada por plasmidios. Entretanto, existem
casog em que sao 08 genes cromossomais que determinam sua

produgao (Tagg et al., 1976; Vidaver, 1983).

Poucas bacteriocinas de bactérias fitopatogénicas
tém sido estudadas, tampouco caracterizadas. Dentre os
géneros para o8 gquals se tem registro de produgac de
bacteriocinas estsao Corynebacterium, Pseudomonas,
Xanthomonas, Erwinia, e Agrobacterium, sendo que apenas para
os dois nitimos o meodo de &agao destas substéncias foil

elucidado.

A aplicagao prética de linhagens bacteriocinogénicas
como sgentes de controle de fitopatégencs é ainda bastante
incipiente, tendo apenas como exemplo bem sucedido, Jj& usado
na agricultura comercial, © controle da galha de diversas
plantas pela linhagem X-84 de Agrobacterium radiobacter,

vendida comercialmente (Schroth & Hancock, 1881).



Este trabalho teve como objetivos mselecionar
linhagens de Xanthomonas campestris produtoras de
bacteriocinae, caracteriza-lgs biologicamente e avaliar o
potencial destas linhagens para protegao de plantas de

tomate em ensalios in vivo.



Capritulo 1

DETECCAOO E CARACTERIZACAO DA
PRODUCAO DE BACTERIOCINAS

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1 Hist6rico e definicao

0 estudo de bacteriocinas data da década de 20,
quandeo Gratia observou a inibicao do crescimento de
Escherichia colil p pela linhagem de E. coli V. Observagoes
semelhantes foram reslizadas com outras linhagens de E.
coli, e &8 psubsténcia inibitdérla fol denominada colicina

(Gratia, 1925; Gratia & Fredericg, 1946).

0 antagonieme entre 1linhagens bacterisnas folil
verificado e estudado para diversos outros géneros e
espécies de bactérias e, em 1853, Jacob et al. propuseram O
termo bacteriocina para definir substéncias proteicaes do
tipo colicina, caracterizadas por bioesintese letal,
atividade intraespecifica, e adsore¢as a receptores

egpecificos (Tagg et al., 1976). Desde entao, a detecgseo e



caracterizagao de uma ampla variedade de inibidores tém
demonstrado qQue relativamente poucas eubsténcias,
especialmente aquelas produzidas por bactérias Gram-
positivas (Tagg et al., 1876), assim como o composto
especifico nao proteico agrocina 84, pfoduzida por
Agrobacterium radliobacter linhagem 84 (Kerr, 1880), Be
adequam ao molde cléssico proposto para as colicinas. Tals
produtos bacteriancs inibitérios incluem antibiéticos
"classicos” de baixo pesc molecular, enzimas, bacteriéfagos
defectivose, bacteriocinas, saesim como produtos metabélicos,
incluindo per6xido de hidrogénic (Daeschel, 18839}, amdnia
(Rogul & Carr, 1872), e Acidos 1latico, férmico e acético
(Hentges, 1967). Ainda, a geral falta de caracterizageao
quimica faz com que haja sobreposigao das divisoes dentro
deste eepectro de subsitbéncias, tornando dificil a distingao
daquelas que podem realmente ser chamadas de bacteriocinas.
Atualmente nao h&, portanto, uma definigao precisa e aceita
universalmente para asg bacteriocinas, o0 que, Begundc alguns
auntores, seria ilue6rio (Tagg et al1., 1978; Vidaver, 1983).
Alguns investigadores preferem designar substinciase
incompletamente caracterizadas como compostos “semelhantes”
a bacteriocinas (Ivanovics, 1962; Gross & Vidaver, 1978;
Kurita et al., 1988), reservando o termo bacteriocina para
Ber aplicado a substéncias que preencham pelc menos dois
critérios: (1) presenga de uma porgaoc proteica
biologicamente ativa; e (2) meodo de &agao bactericida (Tegg

et al., 1976). Por outro lado, cerca de 100 bacterioccilnas ja



caracterizadas, que divergem bastante quimicamente, té&m como
propriedade primaria a especificidade biclégica restrita

(Vidaver, 1983).

A produg¢so de bacteriocinss J& fol observada para
mais de 30 géneros de bactéries, incluindo muitos patdgenos
de rplantas (Vidaver, 1876), e um sistema uniforme para
nomenclatura das bacteriocinas nao existe (Vidaver, 1983).
O nomes geralmente derivam do género ou eepécie produtora
{Bradley, 1967), usando-se &a raiz do nome do género ou
espécie seguido do sufixo "cina” e ainda & designagac da
linhagem, gquando houver. Degsa forma, siringacina 4-A
designa a bacteriocina produzida pela linhagem 4-A de

Peeudomonas syringae pv. syringae.

Dentro de uma espécle, linhagens originadas de
diferentes locais e ambientes podem, coletivamente, produzir
de poucas a mulitas bacteriocinas. Por exemplo, muitos
patovares de Pseudomonas syringae produzem diferentes
substénclas 1inibitérias, embora linhagem ou espécie-
especificas (Vidaver et al., 1972; Vidaver & Buckner, 1978).
Alnda, linhagens individusais podem produzir varias
bacteriocinas diferentes (Fett et al., 1987; Gross &

Vidaver, 1878).



1.1.2 Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas

As espécies de Corynebacterium compreendem o maior
grupo de fitopatégenos Gram-positivos. Cada espécie €
geralmente hospedeira-especifica e a maioria causa doengas
de sintomatologia distinta. Nelson e Semeniuk (1964 )
descreveram a produgao de bacteriocina por C. insidiosum e
C. michliganense e & 8sensaibilidade de c¢csda uma dessas
eepécies com relagao & bacteriocinas da outra, sendo um
niimero limitado de outras espécies insensiveis. Tal
antagoniemo interespecifico é comum para bacteriocinas
produzidas por géneroe Gram-positivos (Tagg et al., 1976). O
primeiro registro de tipasgem por bacteriocinas de eapécies
de Corynebacterium fitopatogénicas fol feito por Echandi
(1976), que diferenciou 96% das linhagens de C. michiganense
utilizadas com base na sensibilidade &a bacteriocinas.
Bacteriocinas de espécies de Corynebacterium fitopatogénicas
também foram caracterizadas por Groess e Vidaver (19789), e um
esquema de tipagem para diferenciar linhagene e esgpécies,
baseado nos padroes de produgac e sensibilidade a estas
substéncias, foi proposto. Corinebactérias patogénicas para
animais também produzem, comumente, bacteriocinas (Tagg et
al., 19768). Por exemplo, Gibson e Colman (1873)
desenvolveram um esquema de tipagem para C. diphtheriae, no

qual 94% de todas as linhagens produziram bacteriocina.



A produgao de bacteriocinas pelo género Clostridium
tem sido registrada tanto para espécies patogénicas como
para nao patogénicas, gendo que aguelas melhor
caracterizadas sao as bacteriocinas de (. botulinum e C.
perfringens (Tagg et al., 19768). Garnler e Cole (1886)
egtudaram &a produgao da bacterioccina N5 de Clostridium
perfringens BP6K-N5 através do isolamento e clonagem de
genes plasmidiais responséveies por sua produgao. 08 sutores
visaram o desenvolvimento de um sistema de vetor para
facilitar estudos genéticos posteriores com espécies de
Clostridium, wuma vez que este género estd bem pouco
caracterizado a nivel genético. Recentemente, dois tipoe de
bacteriocinas foram caracterizados em Clostridium
perfringens. Aparentemente, essas duas bacteriocinas, SN-a e
SN-b, desenvolveram-se a partir da mesma origem, pois
apresentam propriedades comuns, sendo que a atividade de SN-
a parece ser gradualmente substituida pela de SN-b durante o

creascimento da bactéria (Higa et al., 1891).

Linhagens de muitas espécies de Baclillus tém se
mostrado produtoras de substé&ncias antibiéticas. A mais
extensivamente estudada e me lhor caracterizada das
bacteriocinas dag espécies de Bacillus sao aguelas
produzldas por B. megaterium, as megacinas. Varias
rublicagoes tratando da caracterizagao de megacinas J& foram
sumarizadae em revisoes (Ivanovics, 1962; Reeves, 1965; Tagg

et &al., 1976). A megacina parece ter multas das



caracteristicas que a enguadram no conceito “clasesico” de
bacteriocinas, incluindo a produgac por biossintese letal,
restrito espectro de atividade e composigac proﬁeica.
Especificamente, Bacillus megaterium produz uma variedade de
megacinas pertencentes a trés grupos principais, A, Be C. A
classificagao de megacinas nestes grupos tem e£ido baseada na
inducibilidade, modo de agcao e espectro de atividade
(Holland & Roberts, 1864). A produgao de uma nova
bacteriocina, megacina BII, fol detectada recentemente em
linhagens mesofilicas de B. megaterium e associada ao
plasmidio pSE203 presente nestas linhagens (Stahl, 198%).
Este plasmidio foi mapeado com endonucleases e nenhuma
gimilaridade com plasmidios da megacina A fol evidenciada.
Ainda, megacina BIl exibiu espectro de atividade mais amplo
que outras megacinas anteriormente estudadas, inibindo
algumas linhagens de E. coli e B. astearothermophilus. De
particular interesse para patologistas de lnvertebrados €& a
bacteriocina produzida por Baclllus thuringiensis. Favret e
Yousten (1989) demonstraram atividade antibacteriana de
Bacillus thuringliensis subsp. thuringiensis (HD-2) contra
cerca de 86% das linhagens de B. thuringiensis testadas e
contra algumas outras espécies Gram-positivas, mas nsaso

contrae Gram-negativas.

Un estudo interessante foi desenvolvido por Gilmore
et al. (1990) sobre o mecanismo de liberacsao da

hemolisina/bacteriocina (uma citolieina) de Enterococcus



faecalis, que encontrou analoglia com o siptema estabelecido

para ¢ transporte da alfa-hemolisina de E. coll.

As especies de Propionibacterium lédticas sao usadas
na fermentagao de laticinios como culturas "iniciadoras”,
produzindo a aparéncia e aroma caracteristicos doe queijos
tipo Suico. Microgard, um produto do leite desnatado tipo A
pasteurizado, fermentado por Propionibacterium shermanili,
tem efeitos antagonisticos contra bactérias Gram-negativas €
algumas leveduras e bolores, mas nao contra bactérias Gram-
positivas. Este produto fol aprovado pela FDA (Food & Drug
Administration) e esté sendc usado comc preservativo em
requeijao (Daeschel, 1989). Lyon e Glatz (1991) isolaram uma
substéncia inbitéris produzida pela linhagem P127 de
Propionibacterium thoenii, designeda propionicina PLG-1, de
natureza proteica e com atividade bactericida contra um
amplo espectro de microrganismos, como bactérias Gram-

negativas, fungos e leveduras.

Ae bactérias do &cido latlico, que compreendem os
géneroé Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus
(Streptococcus do grupo N) e Leuconostoc, nao sao apenas
responsévels por atributos UGnicos de certos élimentos, nao
obtidos s&através de outros métodos de procegsamento, mas
estao também envolvidos na preservagao destes pela produgad
de 4dcidos  mediante a fermentagao de carboidratos.

Entretanto, tem sido verificado gue as bactérias l&tlcas sac
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capazes de produzir outros inibidorese além de &cidos
orghnicoe, antagonisticog psara outros microrganiemos e
rroduzidos em quantidades menores. Estas substéncias
incluem: peréxido _de hidrogénio, diascetil, bacteriocinas e
produtos de reagoes secundArias (Daeschel, 1989). A
bacteriocinogenias dentrc deste grupo de bactérias tem sido
objeto de muita pesquisa recentemente, uma vez Qque a
habilidade destas bacteriocinas de iniblr muitos patdgenos
bacterianos presentes nos alimentoe as torna atraentes como

potenciais agentes de preservagao alimentar.

Dentro do género Lactobacillus, Barefoot e
Klaenhammer (1983) observaram que 63% das linhagens de L.
acidophilus examinadas produziam bacteriocinas. 0 agente
inibitério, designado lactacina B, foi isolado da linhagem
N2 de L. acidophilus e caracterizado. Muriana e Klaenhammer
(1987) forneceram evidéncia direta para o envolvimento de
determinantes plaemidialse na produgao e imunidade A
lactacina F, produzida por L. acidophilus B88. Esta
bacteriocina fol posteriormente isolada de L. acidophilus
11088, purificada e caracterizada, sendo sua eseguéncia de
aminoécidos parcialmente identificada {Muriana &
Klaenhammer, 1891). Através da utilizagao de uma sonds
deduzida a partir da regiao N-terminal da esequéncia de
aminoécidoe da lactacina F, o gene estrutural para sua
produgac fol clonado € a reglso contendo o gene sequenciada

(Muriana & Klsenhammer, 1881a). Upreti & Hinsdill (1875)
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confirmaram &a produgao de uma bacteriocina, designada
lactocina 27, por L. helveticus LP27, com easpectro de agao
restrito, inibindo 1linhagens de L. acidophilus e L.
helveticus , e de natureza proteica. Ainda dentro da eepécie
de L. helveticus, Joerger e Klaenhammer (1886) purificaram e
caracterizaeram helveticina J, produzida pela linhagem 481,
fornecendo evidéncias para a localizagac cromossSmica dos
genee para produgaoc e imunidede. Linhagens de L. plantarum
foram testadas para a produgac de bacteriocina e uma
substéncia inibitéria, plantacina B, foi detectada na
linhagem NCDO1193 e exibiu atividade contra outras linhagens
de L. plantarum, L. mesenteroides 8015 e P. damnosus 1832
(West & Warner, 1888). Outra bacteriocina detectada e
caracterizada no género Lactobacillus é &a lactocina 8,
produzida por I. sake linhagem L45, cuja produgaoc foi
associada ac plasmidio pCIM1 e sua sequéncia de aminoécidos

determinada (Mortvedt & Nes, 1980; Mortvedt et al., 1981).

O género Pedliococcus tem importéncia comercial na
fermentagaoc de vegetais e carnes, e tem sido assunto de
muitos estudos recentes com relagao a sua capacidade de
produzir bacteriocinas. Fleming et &l. (1975) compararsm
propriedades inibitérias de culturase de Pediococcus, de
varlas fontes, contra bactérias do écido léatico assocladas
com a fermentagao de prepinos em conserva e contra outras
bactérias e leveduras. Os autores observaram um retardamento

da produgac de Acido por L. plantarum WSO, gquando eesta
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linhagem era 1inoculada em meio contendo suco de pepino
Juntamente com FP. cerevisiae ¥BB-61. Mals tarde, a produgao
de bacteriocina por Pediococcus pentosaceus, pedloclna A,
fol asscociasda com DNA plasmidial (Daeschel & Klaenhammer,
1985). Recentemente, a relagao entre produgao de
bacteriocina e DNA plasmidial em Pediococcus acidilactici
PACl1 (pediocina PA-1) e P. acidilactici H {(pediocina AcH),
foi registrada por Gonzalez e Kunka (1987) e Ray et al.
(1989), respectivamente. Spelhaug e Harlander {1889)
avaliaram & habilidade de linhagens de  Pediococcus
pentosaceus e Lactococcus lactis de inibir numerosos

patdgenoe presentes em alimentos.

Estudos com o género Lactococcus (ou grupo N do
género Streptococcus) tém demonstrado basicamente a produgao
de duas substéncias, diplococcina e nisina. Eata Gltima tem
amplo espectro de atividade e tem sido usada em fermentagoes
laticas e como conservante alimentar. Estudos extensivos tém
fornecido dados bésicos sobre sua sintese, estrutura quimica
e modo de agao (Daeschel, 1988). Recentemente, Buckman et
&l. (1988) anslisaram a estrutura, expressao e evolugao do
gene que codifica o precursor da nisina, a partir da
clonagem do DNA de Streptococcus lactis ATCC 11454. A
produgao da bacteriocina de Streptococcus lIactis subsp.
cremoris 346, denominada diplococcina, fol wverificada e
caracterizada por Davey e Richardson (1981), & demonstrou-

se, vposteriormente, gque & esgpecificada por um Ppleemidio
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conjugativo de 54 megadaltona (Davey, 1984). Scherwitz-
Harmon e MWMcKay (1987) usaram tecnices de clonagem para
localizar segmentos do DNA do plasmidio pNPZ2 que incluiam os
genes para produgao de bacteriocina. Em Lactococcus lactis
subgp. cremoris 9B4, dois fragmentos do plasmidioc pP9B4-6
clonados se mostraram responséveis pela produgao e imunidsde
48 bacteriocinas desta linhagem (Belkum et &l., 1989). Essas
duas reglioes foram, a seguir, sequencliladas e evidenciaram
que os "open reading frames"” (ou pontos iniciaie do quadro
de leitura) encontrados nestes fragmentos estavam envolvidos
na producao e imunidade & bacteriocina, e eram transcritos

como um 88 opercon (Belkum et &l1., 1991).

Outro grupe do género Streptococcus bastante
investigado com relagao & bacteriocinogenia, &€ o grupo dos
estreptococos orais, principalmente a espécie Streptococcus
mutans, principal agente etioldégico responsével pelas céries
dentais que afetam o homem. Bacteriocinaes produzidas por &S.
mutans Bao de considerédvel interesse, uma vez que estes
inibidores podem eliminar linhagens de S. mutans da placa
dental, sem afetar outras bactérias da microflora oral
normal, ¢ que poderia ocorrer com a aplicagao de
antibibdéticos. Parrot et al. (1990) demonstraram gque
bacteriocinas produzidas por 5. wmutans saoc ativas contra
outras linhagens da mesma espécie ou contra outras bactérias
Gram-positivas orais, mas nao exibem atividade inibitéria

rara a maioria das bactérias Gram-negativas, e sugeriram o
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envolvimento do DNA cromosedSmico na produgao das mutacinas
estudadas. TIkeda et al. (1985} registraram uma redugao
sgignificativa de <caries em animais de  laboratério
alimentados c¢om dieta suplementada com bacteriocina de 5.
mutans C3603. 0O papel das mutacinas na determinacao da
ecologia da placa dental In vive também fol discutido por
Hamada ét al. (1986). Antagonismo in vitro por estreptococos
orais, registrado por Tzannetis et al. (1881), foi
constatado para cerca de vinte linhagens de estafilococos
isolados das cavidades cocral e nasal de homens sadics,
sugerindo importante papel protetor para o8 primeiros,
inibinde ou restringindo a <colonizagao da boca por
Staphylococcus aureus nasais. Kurita e Hirasawa (13988)
caracterizaram spubstlBncias antibacterianas produzidas pelsa
linhagem 32K de 5. mutans como gendo lipidicas, designando-
as mutalipocinas. Entretanto, a caracterizagao genética da
produgac de mutacinas tem sido pouco documentada. Através da
utilizagao do transposon Tnfl6, o gene aseoclado com a
producac de mutacina II em 5. mutans UA96 fol inativado e

isolado por Caufield et al. (1980).
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1.1.3 Bacteriocinas de bacterias Gram-negativase

As collicinass foram as primeiras bacteriocinas a
serem detectadas e estudadas em detalhe, e sao hoje o grupo
mais extensivamente investigado. Sao produzidas por
diferentes espécies da familia FEnterobacteriaceae, divididas
em grupos com base no seu receptor alvo na célula sensivel e
geralmente codificadas por genes plasmidiaie. Os modos de
agao e sistemas de imunidade desta2 bacteriocinas foram
determinados ao nivel molecular, e uma grande guantidade de
informagac est& disponivel com relagao & sua arqultetura
funcional (Ivanovics, 1962; Reeves, 1865; Konisky, 1982).
Dentre estas estac a8 colicinas A, El, E2Z, E3, Ia, Ib, K, L,
M, cloacina DF13 e pesaticina Al12Z2 (Konisky, 1882). Ohsumi e
Imahori (1874) investigaram o mecanismo de agao da colicina
E3 num sistema iIin vitro, e sugeriram o envolvimento de um
fator que aumenta a inativagao de ribossomos por E3. Um
mecanismo de regulagac temporal da expressac do operon gque
inclui o gene para colicina El1 (cea) e o gene kil, cujo
produto lisa as células de E. coli, fol proposto através de
estudos com genes fundidos cea-lac Z (Salles et al., 1987).
A colicina EB-J e s8ua proteina de imunlidade foram
caracterizadas com relagao &a suas atividedes e genes
estruturais, sendo que as anélises de sBequéncia nucleotidica
do operon da colicina EB8 mostraram que esta & altamente
homéloga a E2 (Toba et al., 1888). Cutro estudo que trata da

regulagao de operon de colicina fol realizado por Gherea et
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al. (1888), que forneceram evidéncia genética para a
existéncia de um repressor gque modula a expressaoc de
colicina D no plasmidio ColD-CAZ23. Verschoor et a&l. (1889)
investigaram &a expressao e liberagao da proteina de
imunidade & cloacine DF13, através da clonagem do gene para
esta proteina sob o controle de um promotor forte e
induzivel. Dentro desta familja, antagonismo do tipo
bacteriocina fol também registrado entre isolados clinicos
de Yersinia enterocolitica por Cafferkey et al. (1889), com
o intuito de identificar potenciais linhagens produtoras e
indicadoras para um possivel sistema de tipagem de linhagens
desta espécie. James (1988), visando também o0 uso em
esquemas de tipagem com fins epidemliolégicos, identificou
uma nova klebicina produzida por Klebsiella pneumoniae,

klebicina B, e clonou o gene responsavel por sua produgao.

O género Rhizobium tem sido também bastante
investigado quanto & bacterlioclnogenia. A ocorréncia de
bacteriocinas neste género fol pela primeira vez regilstrada
por Roslycky (1967) para as espécies K. meliloti, K.
trifolii. R. phaseoli, K. leguminosarum, R. Japonicum e R.
Iupini. Schwinghamer et al. (1973) forneceram informagao
sobre a natureza fisica e quimica da bacteriocina 37,
produzida por uma linhagem de KA. trifolii, que se assemelha
a fagos. Mais tarde, algumas  caracteristicas de
bacteriocinas “menores” de R. trifolii foram examinadas,

que tornaram evidente a ocorréncie de pelo menoeg dois tipos
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de bacteriocinas, ou eubetancias semelhantes, dentro desta
espécie (Schwinghamer, 1875). Caracteristicas eemelhantes
foram observadas para bacteriocinae dlalizéveis de K.
Japonicum (Groes & Vidaver, 1978). J& Hirsch (1878)
classificou ae bacteriocinas produzidas por 897 1isolados de
R. leguminosarum em "pequenas” e "médias” e associou a

produ¢ao destas a plasmidios distintos e incompativeis.

O grupo das bactérias Gram-negativas incluil os
géneros fitopatogénicos de malor expressao aue 8ao:
Agrobacterium, Erwinia, FPseudomonas e Xanthomonas. Poucas
bacteriocinae produzidas por estes géneros tém sido

descobertas e caracterizadas.

Dentro do génerc Agrobacterium, a produgao de
bacteriocinas fol verificada para as espécies de A.
tumefaciens (SBtonier, 1860; Moore, 1879:; Hendson et al.,
1983) e A. radiobacter linhagem 84 (Kerr & Htay, 1874). A
bacteriocina produzida por esta 0ltima, denominaeda agrocina
84, tem sido objeto de extensa investiga¢ao noe Ultimos
vinte anos, sendo sua natureza quimica e modo de acao
elucidados (Roberts et al., 1977), e sua elevada eficécia no
controle biolégico da galha comprovada por  vérios
pesqulieadoree em diversoe paises (Moore, 1877; Ellles et al,
1979; Moore & Warren, 13879; Kerr, 19880). Ellis et al. (1979)
demonstraram gque a produgao de agrocina 84 era codificada

pPor um plasmidio, mais tarde denominado pAgKB4, transferivel
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por mobilizagao para outrae linhagens de Agrobacterium.
Slota e Farrand (1982) isolsaram este pldsmidio e construiram
seu mapa de restrigao, visando posterior melhoramento do
sistema de controle baseado na produgao de agrocina 84
através de manipulagao genética. Outros estudos sobre a base
genética da produgao e imunidade & mgrocina 84 se seguiram
no meesmo intuito (Farrand et al., 1985; Ryder et al., 1987),
sendo, inclusive, & transferéncla, estabilidade e expressac
de pAgKB4 em R.melilotji investigada (Hendson & Thomson,
1986). Engler et al. (1975) verificaram que a caracteristica
de seneiblillidade & agrocina 84 era determinada pela presenga

dos plasmidios Ti nas linhagens de A. tumefaciens.

No género ZErwinia, linhagens produtoras de
bacteriocinas foram observadas para as espécles de BE.
carotovora, E.chrysanthemi, E. herbicola, E. egalicis, E.
uredovora, E. quercina, dentre outras (Vidaver, 1976; Biagi,
1982). Echandi e Moyer (1979) analisaram &a produgao,
propriedades e morfologia de bacteriocinas de K,
chrysanthemi, sendo as 18 linhagens estudadas divididas em
cincc grupos com base na sensibilidade a bacteriocinas de
trés linhagens produtoras distintas. Resultados obtidos por
Itoh et al. (19Bl), implicam a carotovoricina Er, produzidas
por E. carctovora linhagem Er, como ativadorae de fosfollipase
A nas células sensiveis. Por outro lado, Expert e Tousssint
(1985) sugerem um possivel efeito pleiotrbrico sobre a

patogenicidade em linheagens mutantee de K. chrysanthemi
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resistentes a bacteriocina, supondo a existéncia de um sitio
comum na membrana das células sensiveis aoc gqual pudessem se
ligar diferentes bacteriocinas, assim como uma proteina
envolvida na fitopatogenicidasde e gue, no caso, 8eris

regulada por ferro.

Dentre as pseudomonas fitopatogénicas, Vidaver et
al. (1872) eanalisaram a produgac de bacteriocinas por P.
syringae, P. glycinea e P. phaseoclicola, e propuseram um
esquema de tipagem que permitiu diferenciar as duas Gltimas
espécies de P. syringase. Este esquema fol melhorado mais
tarde por Vidaver e Buckner (1878), dgque apresentaram
evidéncias para novos grupos de bacteriocinas. A produgao de
bacteriocina no tecido da planta pela linhagem PSW-1 de P.
syringae foi verificada por Smidt e Vidaver (1982), gque
discutem as interagoes entre duas linhagens desta espécie
que infectam feijao. Cuppels et al. (1878) 1isclaram e
caracterizaram uma bacteriocina produzida pela linhagem Bl
de P. solanacearum K60, sugerindo sua utilidade em esquemas
de tipagem para linhagens dests espécie e como potencial
agente de controle bioléogico. A capacidade
bacteriocinogénica dentro deste género fol demonstrada
também para a espécie P. fluorescens linhagem BC8 (Gallardo
et al., 1989), cepraz de inibir in vitro a linhagem 37T de PF.

solanacearum.
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Dentre as pseudomonas patogénicas para animais, a
maloria dog estudos tem s8ido desenvolvida com piocinas de P.
aeruginosa. Shinomiyva e Ina (1989), através da comparagso
genética entre o bacteriéfago PS17 e a plocina RZ de F.
aeruginosa PAO, concluem que o genes da bainha de PS17
devem ser homélogos aos genes para piocina tipo R. Pilocinas
do tipo S, proteinas menores que aquelas do tipo R
semelhantes a bacteriéfagos e male relacionadas a colicinas
(Uratani & Hoehino, 1984), tém eido investigadas por varios
pesquisadores. Watanabe e Saito {1980) analisaram a
toxicidade de piocina SZ para células de mamiferos normais e
tumorais e &a presenga de sitios de ligagao para esta
bacteriocina na membrana celular. Ainda, BSeo e Galloway
(1990) purificaram ¢ complexo da piocina S2 da linhagem PAO1
de P. aeruginosa, e determinaram a atividade de DNase da

proteins S2.

Poucos estudos tém sido relatados tratando da
produgao de bacteriocinas pelo género Xanthomonas. Yano
(1976) verificou a produgao de bacteriocinas para varios
patovares de X. campestris, e fatores que podem afetar a
produgao destas substlncias foram investigados por Biagi
(1982) para vérias espécies de Xanthomonas. Fett et al.
{1987) detectaram e caracterizaram bacterioccinas produzidas
por 16 linhagens de X. campestris pv. glycines, que se
mostraram inibitorias também para X. campestris pv. phaseoll

e X. campestris pv. vesicatoria. Atividade inibitéria de
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linhagens de X. campestris pv. citri foi verificada
principalmente contra linhagens dos patovares manihotis e
paséif]orae (Rosato & Daniels, comunicagao pessoal). A
bacteriocina de uma das linhagens, Ci2223, foi snalisada e
denominada citricina, eendo o8 genes para sua producao
associados a um plaaemidio transferivel pers o pv. campestris
em alta frequéncia. Mals recentemente, um estudo da
diversidade de 26 linhagens de X. campestris pv. oryzae
guanto a DNA plasmidial, gendbmico e produgao de
bacteriocinas, levou Xu e Gonzalez (1991) a identificarem

cinco subgrupos pars estas linhagens.
1.1.4 Composicao quimica

A diversidade gquanto & composigao quimica das
bacteriocinas confirma a heterogeneidade deste grupo de
substanciae. Dentre &ae bacteriocinas de natureza proteica
estao as megaclinas (Ivanovics, 1962;. Stahl, 1988), turicina
(Favret & Yousten, 1988), pediocinas PA-1 (Gonzalez & Kunka,
1987) e AcH (Ray et al., 1889), nisina (Buckman et al.,
1988), diplococcina (Davey & Richardson, 1981),
bacteriocinas de Lactococcus lactis subsp. cremoris 9B4
(Belkum et al., 1989), de Propionibacterium thoenii (Lyon &
Glatz, 1991), de espécies de Corynebacterium (Gross &
Vidaver, 1878}, mutacina 1II (Caufield et al., 1990),
colicinas El e D (Salles et al., 1887; Ghersa et al., 1988,

regpectivamente), bacterioccinas de Xanthomonas campestris
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(Fett et al., 1987), piocinas (Cuppele et &al., 1978;
Watanabe & Saito, 1880). As bacteriocinas proteicas podem
ocorrer sob a forma de grandes agregados moleculares, como
aqQueles observados para helveticina J (Joerger &
Klaenhammer, 19B68), lactocina § (Mortvedt et al., 1891),
lactacina F (Muriana & Klaenhammer, 1891}, lactacina B
(Barefoot & Klaenhammer, 1983), ou ainda, complexadas a
outras protelnas, como a klebicina B (James, 1988), priocina
S2 (Seo & Galloway, 1990), as colicinas EB8 (Toba et al.,
1988), E2 e E3 e cloacina DF13 ({(Konisky, 1882), que sao
secretadas assocladas & suas proteinas de imunidade, ou a
hemolisina/bacteriocina de Enterococcus faecalis (Gilmore et
al., 1990), que coneiste de duas protelnas, o precursor
litico instivo e um componente ativador. As bacteriocinas
podem ainda ser encontradas como proteinas complexadas a
carboidratos, lipidios e/ou DNA. Como exemplos podemos citar
a plantacina B {(West & Warner, 1988), lactocina 27 (Upreti &
Hinsdill, 1974), bacteriocinas produzidas por Rhizobium
trifolii (Schwinghamer, 1875), e também por Streptococcus
mutans (Parrot et al., 1988). Substlncias inibitérias
bastante divergentee quanto & composigac quimica Bao a
agrocina 84 (Roberts et al., 1977), que €& um anélogo
estrutural do nuclecotideo adenina, e as mutalipocinas, de
natureza lipidica, observadas por Kurita e Hirasawa (1888)

para Streptococcus mutans linhagem 32K.



Devido & relagaoc sorolégica ocasional entre
bacteriocinas e bacteritfagos, muitos investigadores
acreditam que estas substé8ncies podem ter evoluido a partir
deetes virus (Konisky, 1982; Shinomiyva & Ina, 1889). Estudos
desenvolvidos com microscopia eletrdnica tém demonstrado que
muitas bacteriocinas sao semelhantes a componentes virais ou
bacteri6éfagos inteiros. Esta semelhanga foi observada para
bacteriocinas de Rhizobium trifolii (Schwinghamer et al.,
1973), carotovericina Er (Itoh et al., 1878), bacteriocilnas
das linhagens Ech25 e Ech23 de E. chrysanthemi (Echandi &
Moyer, 1979), siringacinse W-1 (Smidt & Vidaver, 1982),
fluocina BCB (Bustamante et al., 1989) e plocinas tipo R de
Pseudomonas seruginosa (Shinomiya & 1Ina, 1989). Uma
classificagac de Bradley (1967) divide as bacteriocinas em
dole grandes grupos, baseada na diversidade destas
substlncias. No primeiro grupo colocou as bacteriocinas de
baixo peso molecular, e, no segundo grupo, incluiu agquelas
de alto peso molecular semelhantes a bacteriéfagos. Apesar
dessas semelhangas morfolégicas observadasg a0 microscédpio
eletrdnico, e outras como estabilidade e especificidade,
bacteriocinas e bacteriéfagos sac considerados entidades
distintas, uma vez gque os TMiltimos saoc capazes de se auto-
replicar em organismoeg susceptiveis e as bacteriocinas nao

(Bradley, 1957; Tagg et al., 1976).

0O tamanho das bactericcinas varis muito também, com

pesoe moleculares de cerca de 1lkDa (agrocina) a 200kDa para

24



as de baixo peso molecular, até squelas de dimensoces

semelhantes as de um bacteriéfago.

1.1.5 Modo de ag¢ao

Ums hip&tese amplamente aceita socbre o modo de agao
das bacteriocinas sugere Que a interagao de uma bacteriocina
com a célula sensivel ocorre em dois estAgios (Mayr-Harting
et al., 1972; Tagg et al., 1976). 0O primeiro estagio
corresponde a adeorgao fisica rapids, normalmente
irreversivel, a receptores especificos na superficie celular
da bactéria sensivel. Este é seguido pelo desenvolvimento de
alteragcoes patoldégicas irreversiveis que levam, geralmente,
4 morte celular. Enguanto o primeiroc estégio ocorre em
células em descanso ou mesmo mortas, o segunde é dependente

de energia.

Embora em muitos casos a adsorg¢ao de bacteriocinas
seja altamente especifica a bactérias sensiveis (Ivanovics,
1962; Mayr-Harting et al., 1972; Tagg et al., 1976),
resultados obtidos ©por varios investigadores sugerem
fortemente que uma adsorgao nao-especifica a bactérias
resistentes (asgeo nao-letal) possa ocorrer (Hamada et al.,
1986; Upreti & Hinedill, 1874; Gonzalez & Kunka, 1987;
Barefoot & Klaenhammer, 1883). Esta ligacac nao-letal pode
refletir que a especificidade da agao das bacteriocinae naeo

& inteiramente dependente da presengsa de receptores
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particulares nas celulas sensiveis, ou ainda, podem refletir
uma s&alta atividade de superficie de algumas bacteriocinas
capazeg de adsorver nao especificamente a varlias bactérias

{Tagg et al., 1976).

Sob um ponto de vista geral, os receptores podem
fornecer um meio através do qual as bacteriocinas superam a
barreira da membrana externa, alcangando seus alvos
celulares e acarretando a morte da cé&lula. 0Os alvos
biogquimicos primarice de vAriee bacteriocinas tém sido
identificados e saoc bastante divergentes. A colicina E3 e a
cloacina DFi3 esaoc enzimas com atividade de RNaee,
danificando o RNA 16S da subunidade ribossomal 30S. A agao
in wvivo destas bacteriocinas envolve certamente a
penetragao de toda ou parte da molécula satravés dss
membranag bacterianas, permitindo assim a intera¢ac direta
da toxina com o8 ribossomos (Ohsumi & Imshori, 1874;
Konieky, 18982). As collicinas EZ e EB exibem atividade de
endonuclease nao especifica sobre o DNA (Konisky, 1982; Toba
et al., 1988, resgpectivamente). As colicinas A, El, lIa, Ib e
K formam canais na membrana citoplasmédtica da célula
sensivel permelveis s iona, causando a perda de potéseio e
magnésio celulares e a conseguente morte da célula. A
colicina M leva & inibigao da sintese de mureina e hidrélise
desta, causando lise celular, © que sgugere que o seu alvo
devem ser as enzimas envolvidas na formagao das

peptideoglicanae, localizadas na superficie externa ds
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membrana interna {Konisky, 1982). A estafilococcina 1580 age
primariamente na membrana citoplasmética, proveocando ums
despolarizagao que culmina numa réapida inibigcac da sintese
macromolecular e transporte ativo, e na deplegaoc do ATP
celular. A butiricina e & piocina R1l, semelhante a fagos,
atuvam inibindo a sintese de DNA, RNA e proteina, reduzem os
niveis de ATP e induzem um efluxo de potéssio celular, sendo
a membrana citoplasmética o provavel alvo priméArio destas
bacteriocinas (Konisky, 1882). As plocinas S2 e AP41 exercem
atividade de endonuclease scbre o DNA (Seo & Galloway, 1880;
Konisky, 1982). As megacinas A, assim como a turicina
{(Favret & Yousten, 1988), +tém atividade de fosfolipase,
atuando na membrana citoplasmética esem provocar a lise
celular, aumentando a permeabillidade e causandoc a aparéncia
de células “"fantaemas” (Ivanovice, 1962; Ozakl et al.., 1966;
Konisky, 1982). J4 as megacinas B tém atividade de natureza
desconhecida, embora as megacinas BI e BII pare¢am atuar
como proteinas de membrana (Rilfors et al., 1878), e as
megacinas € exercem sua ag¢ac ativando a DNase em células
sensiveis (Holland, 1965). A lactocina 27 atua primariamente
inibindo a eintese proteica (Upreti & Hinsdill, 18974), e a
mutacina MT3791 inibe a sintese de DNA, RNA e proteina
simultaneamente (Hamada et &al., 1986)}. A carotovoricina Er
causa ativagac da fosfolipase A, existente na forma latente
nas cé&lulas normais, provocando a degradagao dos
fosfolipidios da membrana e a 1lise da bactéria sensivel

(Itoh et al., 1881). A sgrocina B84 age especificamente
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inibindo a sintese de DNA (Dae et al., 1978), o que também
foi sugerido para uma agrocina produzida pela linhagem D286

de A. tumefaciens (Hendson et al., 1983).

1.1.6 Determinantes genéticos

Geralmente o DNA plasmidial estd implicado na
produgao de bactericcinas. Entretanto, os plasmidios
bacteriocinogénicos podem determinar nao apenas a composigao
quimica das bacteriocinas, mas também a regula¢aso de sua
bioassintese, sua liberagao da célula, e imuanidade da
bactéria produtora, assim como, em alguns cascos, a Bsua
prépria transferéncia para outras linhagens por conidugagao
(Tageg et al., 1976). Dentre os8 plasmidios envolvidos na
prdducao de bacteriocinas, os fatores colicinogénicos saoc os
melhor estudados, sendo os genes para produgaco € imunidade &
bacteriocina de muiteos Jj& sequenciados e os mecanismos de
regulagao da expresgsaoc génica elucidados. Ghersa et al.
(1988) analisaram a organizagao transcricional dos genes
colicinogénicos no plasmidio Col D-CA2Z3, e encontraram que a
expressac destes era modulada por um repressor codificado
relo mesmo transcrito. A relagao entre os sistemss de
regulagao SOS8 e a indugeo dos genes para a colicina El foi
esclarecida por Salles et &l. (1987), através de fusoes do
gene da colicina El e o gene lac-Z para quantificagao da
gintese de colicina, que verificaram que &apenas a indugao

rersistente da resposta S0S levaria & expressao dos genes
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colicinogénicoe letais parsa as células produtoras. Toba et
al. (1988) investigaram os genes para colicina E8 a nivel
molecular, sequenciando parte do seu operon e constatando a
homologia deste com o operon da colicina E2. A organizagaco
estrutural, expressao fenotipica e sequenciamento tém sido
também amplamente registrados para genee bacteriocinogénicos
rlasmidiais de bactériss do é&cido latico (Harmon & McKay,
1887; Belkum et al., 1989; Belkum et al., 1991; Muriana &
Klaenhammer, 1981). O envolvimento de plasmidiocs na produgao
de bacteriocinas foi ainda verificado para diplococcina
(Davey, 1984), lactacina F (Muriana & Klaenhammer, 1987),
lactocina S (Mortvedt & Nese, 1990), pediocinas A (Daeschel &
Klaenhammer, 1985), PA-1 (Gonzalez & Kunka, 1987), AcH (Ray
et al., 1988), klebicina B (James, 1988), bacteriocina BCNb
de Clogstridium perfringens {(Garnier & Cole, 1986), megacina
BII (Stahl, 1989), +turicina (Favret & Yousten, 198889),
agrocina B4 (Ellis et al., 1979), agrocina D286 (Hendeon et
al., 1983), bacteriocinas de Rhizobium leguminosarum
(Birsch, 1878), citricina (Rosato & Daniels, comunicacao
pessoal). Entretanto, em salgumas bactérlas saoc os genes
cromoseomsaie que codificam para a produgac de bacteriocinas,
como observado para a fluocina BCB de Pseudomonas
fluorescens (Bustamante et al., 1989), piocinas R1, R2 e 82
(Konisky, 1982; Shinomiya & Ina, 1989; Seo & Galloway, 1880;
respectivamente), mutacinas (Parrot et al., 1880; Caufield

et al., 1990), helveticina J (Joerger & Klaenhammer, 1986),
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bacteriocinas de X. c. pv. glycines (Fett et al., 1987) e de

X. e. pv. oryzae (Xu & Gonzalez, 1991).

Uma propriedade necessaria para assegurar a
sobrevivéncia dos organismos produtores de bacteriocina € a
presenga de imunidade especifica &4 bacteriocina homéloga.
Imunidade & ©bacteriocina ¢é diferente de resisténcia a
bacteriocina, sendo que a tltima & determinads pela perda do
receptor especifico para uma bacteriocina particular, e a
imunidade resulta da sintese de uma substéncia capaz de
reprimir a atividade da bacteriocina homéloga (Tagg et al.,
1976). Os mecanismos de Iimunidade de algumas bacteriocinas
jJa& estao determinados a nivel molecular, como para as
colicinas E2 e E3 e para a cloacina DF13 (Konisky, 1982).
Estas bacteriocinas interagem, durante a sintese, com suas
proteinas de imunidade formando complexos inativos. Assim, o
organismo produtor é protegido da ag¢ac da bacteriocina
endégena € mantém & capacidade de sintese continua até a
liberagao do complexo noc meio. A imunidade da bacteriocina
exbgena, sugerem alguns pesquisadores, resultaria da
neutralizagao de tal bactericcina por proteina de imunidade
intracelular livre. Verschoor et al. (1989) verificaram que
o mecanismo de transporte da proteina de imunidade &
cloacina DF13 é& dependente de uma proteina de liberagao de
bacteriocina (BRP) e identificaram a regiac C-terminal da
proteina de imunidade como sendo fundamental na sua fun¢ao

protetora. Estudos de caracterizagao da colicina E8-J e sua
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proteina de imunidade, revelaram qgue E8 consiste também de
um complexo de duas proteinas, sendo qQue uma delas exibe
atividade de DNase inibida pela outra proteina. Geralmente
oe genes que codificam para imunidade estao contidos no
mesmo plasmidio portador do gene egtrutural da bacteriocina
(Rvder et al., 1987; Ray et al., 1989; Mortvedt & Nes,
1890). Podem ainda estar orgenizados estruturalmente
préoximos aos genes para produgao de bacteriocina e para lise
da célula, mas B8Berem transecritos como operons distintos
{Gherea et al., 1988; James, 188B8), ou também, podem estar
contidoe no mesmo operon que contém (o} gene para
bactericecina, e serem transcritos a partir do mesmo promotor

(Belkum et al., 1991).

A Bensibilidade & bacteriocina, geralmente
decorrente da presenca de receptores na puperficie da cé&lula
sensivel, & codificada por genes cromossomals (Mayr-Harting
et al., 1972; Tage et al., 1976). No caso da agrocina 8B4, a
sensibilidade & conferida pela presenca do plasmidic Ti na
linhagem sensivel (Engler et al., 1975). Evidéncias
fornecidas recentemente 8sugerem que a senelbilidade a
agrocina 84 deve estar relacionada A habilidade de linhagens
seneiveis de catabolizar uma classe de opinas chamadas
agrocinopinaas, e que estas geriam os substratos legitimos
para o sistema de transporte codificado pelo locus
agrocinopina-agrecina 84 no plasmidio Ti (Haymen & Farrand,

1988). A resisténcia a bacteriocinas pode resultar da perda
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dos receptores eepecificos, ou, no caso da agrocina B4, do
plasmidio Ti. Outros mecanismos de resisténclia, ou
insensibilidade, sao discutidos por Sahl et &l. (1987) para
a estafilococcina peptidica Pep 5, como: (1) a produgao de
uma protease por Baclllus subtilis W23 que cliva & Pepb em
fragmentos com atividade bactericida bastante reduzida; (2)
a inablilidade de Pepb de alcangar o seu alvo celular no caso
de bactérias Gram-negetivas, uma vez que a substéncila nao €&
capaz de penetrar através da membrana externa, e (3)
potencial de membrana muito baixo através da membrana
citoplasmatica de células eucariéticas, o gque nao permitiria
a2 formagao de canais transmembranals por Pepb. Estes
mecanismos de inseneibilidade  seriam, provavelmente,
consequénciae de sistemas nao relacionados primariamente com

bacteriocinogenia.

1.1.7 Fatores que afetam a producao

A produgac de bacteriocinas é fortemente afetada
pelas condigoes de incubagao dos organismos produtoree,
sendo que as condigoes 6timas de produgaso para cada caso
devem ser determinadas empiricamente (Mayr-Harting et al.,

1972; Tagg et al., 1978; Vidaver, 1883).

Em vArios casos, a produgaoc significativa de
bactericcinas 86 fol detectada em meioc s86lido (Echandi,

1976; Tagg et al., 1976; Gross & Vidaver, 1978; Stahl,
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1989), sendo que alguns pesqulsadores obtiveram maiores
titulos da substéBncia aumentando-se a concentragao do &gar,
ou seja, a viscosidade do meio, ou a profundidade do agaer na

placa teste (Vidaver et al., 1972; Echandi & Moyer, 1979).

Componentes particulares do meio podem também
influenciar a produgac de bacteriocinas. Schwinghamer (1975)
verificou uma maior produgao de bacteriocinas de K. trifeoiiil
quando extrato de levedura era adilicionado ®s0 melo. Este

mesmo efeito fol observado por Rogers (1972) para linhagens
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de S. mutans. A influéncia da composicaoc do melio na producao'

de bacteriocinas também foi constatada por outros
investigadores (Groes & Vidaver, 1978; 1979; Favret &

Yousten, 1989; Biswas et a&l., 1881).

Ontras variAveis que interferem com os niveis de
prrodugac de bacteriocinas eao a temperatura de 1incubagao
(Vidaver et al., 1972; Echandi, 1976; Cuppels et al., 1978;
Gross & Vidaver, 1978; 1879; Echandi & Moyer, 1879; Fett et
al., 1987; Stahl, 1989; Cafferkey et al., 1989; Biswas et
al., 1981), ©pH (Davey & Richardson 1881; Muriana &
Klaenhammer, 1987; Biswas et al., 1991), fase de crescimento
{ Schwinghamer, 1875; Davey & Richardson ,1881; Kurita &
Hirasawa, 1988; Favret & Yousten, 1989; Mortvedt & Nes,
1990; Mortvedt et al., 1991; Higa et al., 18981; Biswaszs et
al., 1991) e guantidade de inoculo (Vidaver et al., 1972:

Echandi, 1976; Biswas et &l., 1881).



A produgap de algumas bacteriocinas pode ser
aumentada através da utllizagao de agentes de indu¢ao, sendo
os tratamentos com 1luz ultravioleta ou mitomicina C os
métodos mais empregados (Mayr-Harting et al., 1872; Tagg et
al., 1976). Cuppels et al. (1878) obtiveram malor titulc da
bacteriocina produzida por Pseudomonas solanacearum K60 apés
uma curta exposi¢gao A& luz ultravioleta, mae nec com o
emprego de agentes quimicoe como mitomicina C, cloranfenicol
ou trimetoprim. J& ambos os tratamentos com luz UV e
mitomicina C de duas linhagens de ZKrwinia chrysanthemi
aumentaram & produgao de bacteriocinas (Echandi & Moyer,
1979). Entretanto, em alguns casos, tals agentes parecem nao
ter efelto indutor (Vidaver et al., 1872; Schwinghamer,
1975; Echandi, 1976; Gross & Vidaver, 1978; Davey &
Richardscn, 1981; Fett et al., 1987; Higa et &l1., 1891).
Zink et al. (1985) realizaram um estudo molecular a respeito
da indugao de ©pectina 1liase e carctovoricina em K.
carotovora subsp. carotovora, utilizando-se luz uv,
mitomicina C e &Acido nalidixico. Através de experimentos de
clonagem e mutagénese, os autores demonstraram gue um
produto funcional do gene rec A de E. carotovora subsp.
carotovora era requerido na 1indugeo de pectina lisse e
carotovoricina neste organismo. Constataram também a
conservacao do gene rec A entre as entercbactérias, com
experimentos de complementagao em F. c¢oli, e sugeriram a

hipbtese de que a pectina liase e & carctovoricina fossem
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reguladas pelo produto do gene rec A de maneira similar a
indu¢ao das fungoes 505 em E. coli . A regula¢ao da sintese
de bacteriocina através de um promotor 8S0S, ou seja, que
responde a danocs causados no DNA, j& foi confirmada para as

colicinas (Ebina et al., 1882).

1.1.8 Papel ecolégico

Atravée das observagoes de Iinteragoes in vitro,
parece razoh&vel assumir que as bacteriocinas desempenham
importante papel na regulagao da dinfmica de populagoes em
vairios ecossistemas bacterlanos, embora isto tenha raramente
sido demonstrado de manelra evidente. Uma possivel base para
este papel regulador é a ocorréncia universal destas
substéincias e a sobrevivéncia a pressoes evolutivas de
maneira coneistente, sugerindo que devam preencher alguma
funcao vitel (Teagg et al., 1976). Indubitavelmente, muitas
bactérias sao capazes de deslocar ou suprimir o crescimento
de cutras residentes na mesma microbiota, seja por antibiose

ou competlgao.

Evidéncias de supressac do crescimento mediada por
substancias inlbitériass foram fornecidas por Fleming et al.
(1975), qQue registraram inilbigaoc do crescimento da linhagem
WSO de Lactobacillus plantarum durante oeg dois primeiros
dias de incubagao em sucos de pepino, e o consequente

retardamento na produgao de Acido., guando esta era inoculads
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Juntamente com uma linhagem de Pediococcus cerevisae com
atividade inibitoria em placa. Isolados neo inibitérios de
Pediococcus nao tiveram efeito aprecidvel no crescimento e
produgao de &cido por L. plantarum WSO. Em experimentos
realizadoa por Smidt e Vidaver (1982), wuma linhagem
bacteriocinogénica de P. syringae pv.‘syringae efetivamente
guprimiu uma linhagem patogénica sensivel 4 bacteriocina em
tecidoe de feljao em determinadas concentragoes celulares.
Nao ocorreu supressao do crescimento quando um mutante das
linhagens sensiveis resistente & bacterlocina fol utilizado.
Entretanto, pode eger que a produgao de bacteriocina nos
tecidos da planta seja necessAria mas nac suficiente, por si
s, para controlar o patbgeno. Por exemplo, a transferéncia
do plasmidio que determina a produgso de agrocinae 84 em A.
radiobacter para uma linhagem nac bacteriocinogénica foi
insuficliente para efetuar um controle da galha equivalente
agquele obtidc com & linhagem 84, sugerindo gque um fator
adicional era necessério (Ellis et al., 1879). Outros
exemplos sac 08 estudos com a8 bacteriocinas produzidas por
S. mutans, que podem, potencialmente, determinar a ecologisa
da placa dental, eliminando linhagens de 5. mutans, agentes
cariogénlicos, sem afetar consideravelmente outras bactérias
da microflora normal. Ikeda et al. (1985) observaram uma
taxa de redugao significativa na incidéncia de céries em
ratoe e homem atravése da utlilizagao de uma bacteriocina
purificada de §. mutans C3603. O antagonismo verificado in

vitro entre linhagens de estreptococos orals
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bacteriocinogénicos e linhagens de estafilococos de origem
nasal e oral de humanos sadios, levou Tzannetis et al.
(1991) a concluirem que os estreptococos oraie, via Buas
bacteriocinas, podem desempenhar um papel protetor,
restringindo o eetabelecimento massivo e a colonizegao da
boca por Staphylococcus aureus de origem nasal. Uma vantagem
seletiva via biossintese letal de bacteriocina foi sugerida
para & colicina El, cujo mecanismo se baseia no confrole
temporal da indugaoc da colicina através de um promotor S50S,
que permite que apenas uma pegquena parte da populagao de
célulase, portadoras de altas taxase de danos no DNA e gque nao
sobreviveriam de gualquer forma, sejam induzidas (Salles et
al., 1987). Esta taxa de produgao num ambiente natural ja
seria suflciente para assegurar vantagem seletiva sobre a

populagao sensivel.

O interesse na aplicagao de microrganismos c¢como
inastrumentos profilaticos e terapéuticos tem sido
recentemente retomado, apde o advento da era do antibiético,
uma vez gue esta pode ser uma estratégla ecologicamente mais
valida para controle de patégenos do que o uso dos
antibidticos, o8 quais apresentam efeltos destrutivos mais

amplos sobre a microbiota residente (Tagg et al., 1976).
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1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Linhagens bacterianas utilizadas

Tabela 1 - Relagao das linhagens bacterianas e plasmidios

utilizados , suas caracteristicas e referéncias.

Linhagens Caracteristicas Fonte ou

ou hospedeiro referencia

X.campestris

pv. campestris

Sm referencia NRRL-P 1459 Sar Lanza ¢ RKosato
(1986)

Cm referencia NRRL-B 1439 Car "

420 NRRL~B 1459 Smri:Tnd Lanza @ Rosalo
(1991)

247 Brassica oleracea (couvel Raodeigues Metos

I.B.;Campinasi&F

pv. vesicatoria

310, BE2, 401, Cepsicur annuun (pisentao) "
411, 415, 450 . S
462, 464, 467 .

=17 Kicotiana tabacun (tahaco} "
a8, 420, 463, Lycopersicuw escelenton (toaate) "
479, 484, 418 . g
454, 457, 459 Lycopersicum esculentym . "

comp provéve] hospedeirg



Linhagens

Caracterfsticas

ou hospedeiro

Fonte ou

referéncia

({contin.)

id

pv. glycines
F3EF, 327

pv. melonis
o8

pv. passifiorae
i4a8

fPpv. citri
221, 256

pv. cucurbitae
319

pva. pelargonii
266

pv. Cassavae
270, 272

pv. manihotis
221
289

pv. phaseall
559
558

pv. carotae
Ehb, TET

Glycine max {soja)

desconhecido

Passiflora sp. (maracujé)

Litrus reticulatal{larania pera)

destonhecido

Geraniun praterse (gerinio)

Nanihot esculepta (mandioca)

desconhecido

Narikel esculenta

desconbhecido

Fhaseolus yulgaris [feijap}

Daucus carotae {cenoura)

Rodrigues Melog

I. EBEogCampinasgbr.



Linhagens

Caracterfsticas

ou hospedeiro

Fonte ou

referéncia

(contin.?}

40

pv. cerealis

248

pv. malvacearum
Loe

pv.e cordrae
510, G511

Pvae. Ficinig

KA

e

pv. viegasil
575, 576

pv. fragarrae
g9. 0

pv. undulosa

E. coll

HE1GL

D767

Wi 40L&

Trifeliuz aestivun (trevo)

Gossypium hirsutun (algodao}

Cordia goeldiana {freijo}

Riciwis conunis (mamonaj

Pachystachys lotea {camarao)

Fragariz hib. (morango)

Trifoliu aestivun

Trifolive turgidum

recAl3, rpst20{5e" ),

proAZ,ara-14,lacyl

rech, met

Fic 114 lac::Tnd

Rodriguess; beto

YuBog Campinas S,

Boser & Rout Land-
Pussailx (1949)
Fluerreay e @l
{19773

Sansone i el af.

(12d2)



Linhagens

ou hospedeiro

Caracteristicas

431

Fonte ou
referéncia

{contin.)

E. coli
JMi01 supEthi{lac-proAB)F’
Pseudomonas elodea
R.leguminosarum subsp.
phaseoli CIAT8?9 sensivel a acidez,
Al e¥n

B. subtilis SBR202

B. thuringiensis var.

kurstaki HD-1, HD-73

Messing (1979)

ATCC 31461

Grahem et al.
(19820)
Iizuka,T.;

Sapporo, Japao.

plasmfdios
pMRS , Tnh (Rp7) Robinson et al.
(1979)
pREK2013 nid(Ter) , Lemos,V.F.jUNESP;
replicon ColEl dJaboticabal (8F.
ColEl Tn3 (Rp7) Coelho,A. sURFJ3;RJ
pRE2013 Tra*Hob*Xa", "helper"®, Figurski e
replicon ColEl Helinski (1979)
pREZ073 V Tra*Mob*Sp, "helper”, Leong et al.

replicon ColEl

(L982)




1.2.2 Meios de cultura

MEIO COMPLETC NYG

Peptona = et e i i eaee 5,0g
Extratc de levedura .............. 3,0g
Glicerol 00 @ LLiiieeaa..- 20,0ml
Agua destilada e 7 = 5 = T 100Cml

MEI1O COMPLETO YM

Extrato de malte ... ... . ....... 3,0g
Extrato de levedura ........ PR 3,0g
Peptona = i iiie i 3,0g
SacABY08E 0000 i e aeseeenes 10,0g
Agua destilada qg8pP. .............. 1000ml

MEIO COMPLETO 523

SACATOBE = i et e e seeannn 10,0g
Caseina hidrolisada .............. 8.0g
Extrato de levedura .............. 4,0g
KzHPO4 (anidro)  .............. 2,0g
Mg80a 7H20 L. 0,38

Agua destilada 4G8pP. ....c.iiinnaen 1000mi

pPH 7,2

pH 7,2

pH 7.2
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MEIO COMPLETO LB (Luria Bertani)

Triptona = ... eeeen.n 10,0g
Extrato de levedura .............. 5,08
NRaCl i 5,08
Agua destilada Le 1= « 1000ml

MEIO PARA DETECCAG DE ATIVIDADE DE DNase

Triptona = L. .ii.iieaena. 20,0g
NaCl el 5,08
Bacto DNA = e, 2,0g
Agua destilada gep. ....... PP 1000ml

METIO PARA DETECCAO DE NATUREZA LIPIDICA

Peptona = i i e i 10,0g
NaCl = i 5,01
CaClz . 2H20 = ... ie.... C,1g
Agua destlilada g8p. .......ccennean. 1000ml

Adicionar Tween 20 eesterilizado a 1%.

pH 7,2

pH 6,0

Para a obtencao de meio s86lido, o agar fol adicionado a

1,5%, e para o meio semi-s6lido, a 0,75%.

Os antibidticos foram utilizados em meio sélido, gquando

cloranfenicol 50ug/ml, espectinomicina

necesgsirio, nas seguintes concentragoee: canamicina Z25ug/ml,

100ug/ml,
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estreptomicina 100ug/ml. Quando utilizados em meioc liguido,
os antibidéticos tiveram suas concentragoes reduzidas &

metade.

1.2_.3 Verificacaoc de linhagens produtoras de bacteriocina

Dezenove linhagens de Xanthomonas campegtris pv.
vesicatoria (tabela 1) e &a 1linhagem 333 de Xanthomonas
campestrise pv. glycines {inicialmente tida como sendo também
do pv. vesicatoria), foram testadas entre sl para a produgao
de bacterliocina utilizando-se a técnica empregada por
Vidaver et al. (1972). © tempo de incubagac pars o ensaio
das linhagene produtoras fol padronizado em 24 horas, em
meio NYG s6lido a 28eC. As linhagens a serem testadas como
indicadorae foram crescidas durante a noite, em meio NYG
liquido, a 28=C sob agitagaoc constante. Aquela que
evidenciou maior halo de inibigeo foi utilizada nos
experimentos posteriores. A medida do halo de inibigac é
dada pela distAncia da margem da colonia produtors & margem
externa do halo, onde se inicia o crescimentc da linhagem

sensivel.



1.2.4 Caracterizagap da linhagem produtora

1.2.4.1 Influénclia do meilo de cultura e tempo de

Incuba¢ac na producaoc de bacteriocina

A linhagem produtora foi inoculada em trés
diferentes meios de cultura, NYG, YM e 523, e cultivada em
diferentes tempos de incubag¢soc, 24, 48 e T2 horas, com ©
intuito de ®se avaliar a influéncia destas vari&veis na
produgac da bacteriocina. A temperatura de incubagao
permaneceu constante, 282C, e os halos de inibi¢ao foram
visualizadoe através da técnica utilizada por Vidaver et al.

(1872).

1.2.4.2 Espectro de a¢ac inibiltéria

A linhsagem bacterioclinogénica identificada foil
testada contra cutros patovares de X. campestris, asgim como
contra outras espécies -e géneroe (tabela 1), a fim de se
determinar o espectro de inibigao de sua bacteriocina. A

metodologia fol seguida como descrito no item 1.2.3.
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1.2.4.3 Secreg¢aoc no melo de cultura

A detecgao da atividade de bacteriocina no
meio de cultura fol realizada centrifugando-se 1,5ml de
cultura liquida da linhagem produtora., cultivada dur&nte a8
nolte & 28oC 8sob agitagao constante, a 12.000g por 2
minutos. Uma aliguota de 10ul fol depositada sobre placas
contendo meio NYG s6lido e esperou-se secar por cerca de 30
minutose. A linhagem indicadora cresecida por 24 horas foi
entao adicionada a Bml de meic semi-s6llido fundido, o qual
fol despejado sobre s2 placas, como descrito por Vidaver et

&l. (1972), sendo a leitura dos resultados felta apés 24

horas.
1.2.4.4 Curva de crescimento e titulagao da produgao
Para este experimento utilizou-ese um mutante
egponténeo dsa linhagem produtoera, registente a8

estreptomicina, obtido neste trabslhc. A linhagem produtora
foi cultivada em meio NYG liquido acrescido do antibiético,

a 28°C sob constante agitagao.

A partir de um pré-indculo de Bml de meio,
cultivado 24 horas, foi feito um indculo a 10% em 40ml de
meio NYG liquido contidos em erlenmeyers de 125ml para uma

DO (densidade 6ticeleoc inicisel de 0,1. Essa cultura foil

cultivada por 36 horas, nas condigoes descrites escima, e
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durante este tempo foram retiradas aliguotas de 2ml, com
repeticao, em intervalos de 3 horas nas primeiras 12 horas e
6 horas nas 24 horas restantes. A leitura ds densidade 4tica
destas alliquotas foi realizada em um comprimento de onda de
600nm. Aes aligquotas coletadas foram também plagueadas em
diluigoes apropriadas em meio NYG s86lido contendo Sm e
incubadas a 28°C para posterior contagem do namero de

células viaveils.

Para a titulagao da produgao de bhacteriocina,
seguiu-—-se 0 mesmo procedimento descrito acima, mas
utilizaram-se os meios NYG e YM para o cultivo da linhagem
produtora. Foram coletadas aliquotas de 4 ml para leitura do
pH, sendo uma pequena fragao utilizada para a centrifugagao
e posterior diluig¢ao do sobrenadante em série de 1/2. As
vérias dilui¢oes de cada coleta foram testadas contra a
linhagem seneivel como consta no item 1.2.4.4. A atividade
da bacteriocina fol expresssa em UA (unidades
arbitrérias)/ml, como sendo & reciproca da mais alta
diluigaoc para a qual ge detectou atividade contre a linhagem

indicadors.



1.2.4.5 Perfil plasmidial

A purificag¢ao de DNA plasmidial da linhagem
produtora foi realizada mediante a lise alcalina de Birnboim
e Doly (1978), com algumas modificagoes descritas por
Maniatis et al. (18982). Para caracterizagao do padrso de
restricac, o8 plasmidios da 1linhagem bacteriocinogénica
foram digeridos com as enzimas de restrigeo EcoRI, BamHI,
HindIII, Sall e Sau3A. As digestoes foram realizadas a 37<C
durante 3 horas de acordo com Maniatie et a&l. (198B9) ou
conforme instrugoes do fabricante. O DNA plasmidial intacto
e digerido, ressuspendido em TE e adicionado de tampao de
amostra, fol submetido a uma eletroforese em gel de agarose
0.7% e tampao TEB, a uma voltagem de cerca de 5V/cm de gel,
e corado em solugao contendo brometc de etidic para
posterior visualizagao das bandas plasmidiais em
transiluminador de luz ultra-violeta. A metodologia descrita
acima, assim como as solugoes utilizadas, seguiram
instrugoes segundo Maniatlis et al. (1988). O tamanho dos
fragmentos do(s) plasmidio(e) presente(s) na linhagem
produtora digerido(s) com BamHI foi estimado através de um
programa de microcomputador para calculo de peso molecular
(PM) de DNA desenvolvido por Leite, A. (comunicacgao

pessoal).
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1.2.5 Purificagao parcial da bacteriocina

A linhagem bacteriocinogénica foi inoculada em 250ml
de meio NYG liquido e cultivada durante a noite a 28<C. A
cultura foi, a segulr, centrifugada a 5.600g por 10 minutos
a 4°C, e o sobrenadante transferido para um erlenmeyer para

proceder & purificagao.

1.2.5.1 Filtragao em membrana
Uma frag¢aoc do sobrenadante foi submetida a
filtracac em membrana AMICON PM10 com peso molecular de
exclusao de 10.000 daltons (D), como uma prévia estimativa

do tamanho da bacteriocina.

1.2.5.2 Fraclonamento com sulfato de amdnia

O sobrenadante foi fracionado através da
precipitacaoc com sulfato de ambénia primeiresmente nas
saturagoes de O a 2b%, 25 a H0% e HD a 80X%. As fra¢oes foram
centrifugadas por 10 minutos a 15.300g a 4°C, ressuspendidas
em PBS (tampao fosfato 50mM/NaCl 150mM) pH 7.4 e dialisadas,
também a 4 ©C, em sacos de diédlise com peso mclecular de
exclusao de 12.000D contra o mesmo tampao. A prepara¢ho dos
sacog de diédlise seguiu a metodologia descrita por Maniatis

et a&l. (1989). A atividade ©biologica das fragoes nas

49



50

diluic . de 1/1, 1/5 e 1/10, foi testada contra a linhagem

sensivel como descrito no ftem 1.2.4.4.

1.2.5.3 Cromatografia em coluna

Ap6s s precipitagao, centrifugeceao e diélise,
o sobrenadante concentrado em 5ml de PBS foi submetido a
cromatografia de exclusso em Sepharose 4B, equilibrsda com
tampao PBS pH 7,4. Este mesmo tampac foi wutilizado na
eluigao. A absorbéncia das fracoes foil lida em
espectrofotémetro Beckman Modelo DU-65 no comprimento de
onda de 2B80nm. A atividade inibitéria das fragoes foi
testada e aguelas que exibiram atividade biolégicae foram
entao reunidas e precipitadae com 50 a BOX de satura¢eo do
sulfato de ambnia e, apdHs centrifugeceo e dillise, o
material obtido foi recromatografado em Sepharose 4B.
Novamente, aqQuelas frag¢oes com atividade biclégica foram
reunidas, dialisadas contra PBS e concentradas com
polietilencglicol (PEG) . O wvolume f£final foi filtrado em
membrana millipore com poros de 0,22um de diametro a fim de
se egterilizar a smostra para testes posteriores. O material
assim obtido fol considerado como bacteriocina parcialmente

purificada.



1.2.8 Caracterizagao da bacteriocina

1.2.6.1 Teste para atividade fdgica

A possivel capacidade de reprodugao da
substéncia investigeda foil testada com o© intuito de se
descartar, ou nao, a possibilidade deata ser um
bacterisfago. Uma peguena fragaoc de meio semi-sblido foil
retirada com uma micropipeta do halo de inibigao na placa
contendo a linhagem produtora e a sobre-camada da linhagem
sensivel. Esta fragao de &gar foi colocada em 2ml de meio
523 liquido, aoc qual adicionaram-se 200ul de cloroférmio. A
mistura fol agitada intensamente em agitador automético e
deixada decantar por 5 a 10 minutos para a separagaco entre o
cloroférmio e o meio de cultura. Cerca de 0,5ml do meio foi
adicionado a 5ml de meio 523 semi—séiido fundido contendo
0,iml de uma cultura da linhagem sensivel, cultivada durante
a noite, e despejado sobre uma placa com meio 523 edlido. Os

resultados foram lidos 24 horas depois.

1.2.6.2 Sensibilidade enzimdtica

Os ensaios para se analisar a sensibilidade da
bacteriocina a enzimas foram realizados com amostras de
bacteriocina "bruta’”, ou seja, o sobrenadante da cultura da
linhagem produtora, e de bacteriocina parcialmente

purificada. Alliguotas de 100ul de ambap ase amostras foram
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submetidas a tratamento com as enzimase protease (300ug/ml),
tripsina (300ug/ml), RNase (1.000ug/ml), e DNase (150ug/ml),
a 37°C por 90 minutos e entac testadas em placa contra a
linhagem s&ensivel como consta no 1item 1.2.4.4. Foram
realizados testes controle a fim de se confirmar a atividade
das enzimas. A atividade da protease e da tripeina foi
testada em meio contendc leite molico a 1%. A atividade das
enzimas DNase e RNase fol verificada em meio adicionado de
Bacto DNA (Difco 3231) e RNA de levedura (Jeffries et al.,
1957), respectivamente, sendo que o8 helos de degradacao
foram evidenciados através da revelagao com HC1 1N. As
placas foram incubadas a 37°C durante a noite e o8
resultados analisados. Tratamentos das amostras de
bacteriocina com as enzimas foram também realizados com

incubagao de 16 horas a 37<C.

1.2.6.3 Termosensibilidade

Os ensaios com temperatura foram levados a
cabo apenas com amostras de Dbacteriocina “bruta’. As
temperaturas de incubagao foram de 372C (60 minutos), 42<C
(60 minutog), B65cC (15 e 30 minutos), 802C (30 minutos) e
100=C (15 minutos). Aliquotas de 100ul da bacteriocina
"bruta” foram incubadas em banho-maria nas temperaturas e

tempos especificados acima. A atividade inibitdria das
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amostrag apds cos tratamentos fol testada como descrito no

item 1.2.4.4. e os resultados analisados 24 horas depois.

1.2.6.4 Capacidade antigénica

A capacidade da bacteriocina de induzir a
formagao de anticorpos foi verificada mediante a inoculagao
de dois coelhos Jovens com &aliguotae de Dbacteriocina
parcialmente purificada. OB coelhos foram inicialmente
inoculadeoe com adjuvante Freund completo nos ganglios
poplitecs das patas traseiras. Apds 3 semanas, foram
novamente inoculados com adjuvante Freund incompleto. Um més
depois realizou-se a sangria de prove para se verificar o
titulo do antiseoroc. Este foi titulado através da reagao de
neutralizagao da atividade bacteriocinogénica do
sobrenadante da cultura produtora, "bruto” e parcialmente
purificado. 0 antissoroc foi diluldo em PBS pH 7,4 em Bérie
de 1/2 e 10ul de cada diluigao foram incubados com © mesmo
volume da amostra de bactericcina por 1 hora a 37oC. A
seguir, a mistura foi testada para satividade biolégicve
contra a linhasgem sensivel de maneira descrita no ifitem
1.2.4.4. O antissoro foi titulado também através do teste de
dupla difusao em &gar (Ouchterlony, 1850), no qual a reagao
antigeno-anticorpo evidencia uma linha de precipitagac no
&gar. Posteriormente, outra imunizagao foi realizada através

da inoculagao sub-cutBnes em varios pontos do doreso do
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animal, sem & utilizagap de adjuvante. Seis dias depois, o

antissoro fol titulado de manelra anéloga & descrita acima.

1.2.6.5 Efeito na célula sensivel

1.2.6.5.a) Atividade bactericida - a partir de
um pré-indculo da linhagem sensivel cultivado durante a
noite, 4ml de meio NYG e 2ml de meio NYG acrescido de Z2ml de
sobrenadante da cultura produtora, centrifugado e filtrado
em filtroe millipore, foram inoculados para uma concentragao
final de 108céls./ml. Logo apdés o in6culo, as amostras foram
diluidas e plaqueadas em meio NYG sélido, e entao incubadas
por 90 minutos a 28°C sob agitagao, quando foram novamente
diluidas e plagqueadas. Apé6s 48 horas de incubagac das placas
em estufa a 28°C, procedeu-se &4 contagem do numero de

células viaveis nos tempos zero e 90 minutos.

1.2.6.5.b) Visualizacao ao M.E. - a linhagem
sensivel foil cultivada durante a noite a 282C com agitagao,
diluida para as concentragoes finais de 103, 1082 e 1010
céls./ml e adicionadas de socobrenadante esterilizado da
cultura produtora na propor¢ac de 1:1. Foram utilizados
controles para cada diluigao, ou seja, sem & adigao de
bacteriocina “bruta’”. As amostras foram entac incubadas, nas
mesmas condigoes de temperstura e &agitagao, sendo as

aliquotas retiradas apdés 30, 80 e 180 minutos, depoegitadas
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sobre telas de cobre previamente cobertas com filme parlddio
e coradas com PTA (&cido fosfotingstico) a 1% pH 7,0 por 1
minuto. Depols de secas, as telas foram examinadas ao
microescépio eletrbfnico de transmissao Zeiss Modelo EM-8, sob
aumentos de 9.460x e 27.777x. As fotomicrografias
eletrdnicag foram feitas em filme Kodalite (Kodsk) e

ampliadas em papel fotogr&afico Kodak F3.

1.2.7 Conjugacao

Foram realizadas conjugac¢oes, segundo o método de
Turner et al. (1884), com algumas modificagoes, entre a
linhagem bprodutora de bacteriocina e cada wuma das trés
receptoras de X. campestris pv. campestris: Sm referéncia,
Cm referéncia e 420 contendo o transposon TndS no genoma (Sm™
e Km*)}, linhagens estas desprovidas de plasmidio‘(tabela 1).
As conjugagoes foram realizadas com e sem o plasmidio
"helper"” pRKZ2073, utilizadoe para a mobilizagcao do(s}
prlasmidio(s) da linhagem produtora de bacteriocina. As
linhagene doadora e receptora foram cultivadas durante a
noite s 282C com agitagao e amostras de 0,5ml de cada uma
das culturas foram misturadas, centrifugadas a 12.000g por 1
minuto e depositadas sobre filtros de papel celofane
esterilizados com cerca de 2cm de di&metro na superficie de
uma placa contendo melc NYG s86lido. Apo6s incubagao de 24

horas, os filtros foram lavados em 3ml de salina 0,9%, sendo
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a8 diluig¢pere realizadas a partir deste volume e plaqueadas
em meio NYG s6lido contendo os antibidticos apropriados. A
selecaoc fol feita apenas contra &a linhagem receptore
parental, uma vez gque nao se conhecem marcadores para ofs)
rlaemidio(s) da linhagem selvagem produtora de bacteriocina.
As colonias 1soladas obtidas do plaqueamento em meios
seletivos foram transferidas para placas mestra e testadas
para a produgao de bacteriocina em meio NYG sem antibisdtico,

como descrito no item 1.2.3.

1.2.8 Mutagénese da linhagem produtora
1.2.8.1 Transposon

Com a& finalidade de se marcar o gene
responsvel pela produgao de bacteriocinae, para posterior
localizagcao deste gene e futuroes experimentos de clonagem e
complementagao, foram realizadas conjugacoes entre a
linhagem produtora e diferentes linhagens de E. coli (tabela
1) portadoras de transposon: WR6016 F"TS114lac::Tnbd; DS250
(ColE1::Tn3); C600 (pRK2013::Tnl0) e HB101 (pMR5::TnA). Os
cruzamentos foram efetuados com dois diferentes mutantes
espontineos da linhagem produtora, resistentes a 5Sm e Sp,
segundo o método de Turner et al. (1984) modificado. As
culturas receptora e doadora, cultivadas em meio de cultura

liquide NYG e LB respectivamente, foram centrifugades por 2
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minutos em wum tUYnico tubo de microcentrifuga em duas
proporg¢oes diferentes para cada cruzamento (1:1 e 2:1,
receptora:doadora). Para o cruzamento da linhagem
bacteriocinogénica com s linhagem portador‘a do transposon
Tn3, utilizou-se o plasmidio pRK2013 para mobilizagao do
plasmidio ColEl, uma vez gque este nao é conjugativo. As
células das linhagene doadors e receptora foram lavadas em
salina 0,9% e suspensas em cerca de 60ul desta. Este volume
foi entao depoesitado sobre filtros millipore esterilizados
em placas contendo meio NYG s86lido sem antibiético. Estas
foram incubadas durante a nolte em estufa a 282C. Os filtros
foram lavados em ealina 0,9%, como cons8te no item 1.2.7.
Procedeu-se entso &4 diluig¢ao das células em suspensao de
cada cruzamento e plaqueamento em meio NYG sélido contendo
os antibidéticos necessArios para a contra-selegsao dos

parentails.

1.2.8.2 Tratamento com NTG

A linhagem produtora fol tratada com O
mutagénico quimico N-metil-N -nitro-N-nitrosoguanidina (NTQG)
com o intuito de se obter um mutante bac— (deficiente para a
produg¢ao de bacteriocina), segundo & metodologia descrita
por Adelberg et al. (1965) modificada. O tampao tris-maleico
(TM) pH 7,2, foli adaptado para o tratamento de Xanthomonas,
tendo na sua composSig¢eo o meio minime MP1 (Sow & Demsain,

1978) sem sais fosfato. A linhagem produtora Sm*» foi
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cultivada durante & noite a 28°C com agitagao constante e

entao distribuida para tratamento em diferentes tempos com
NTG. Aligquotas de 1ml da cultura foram centrifugsdsas,
lavadas em tampac TM uma vez e suspensas em lml deste mesmo
tampaa. A este volume, foram adlcionados 5ml do tampac TM e
NTG para uma concentragao final de 100ug/ml. As células
foram, a seguir, tratadas com o nmutagénico & temperstura
ambiente € sgsob sasgitagao suave nos tempos: 0O, 15, 30 e 45
minutos. Em seguida, 1lml do tampao contendo ms8 células
tratadas foi centrifugado, sendo o eobrenadante descartado.
As ceélulas foram entao lavadas uma vez em salina 0,9%,
suspensas neeta, diluidas e plagqueadas em meio NYG s6lido
contendo Sm. Este procedimento foi repetido intmeras vezes,
sendo  que todas as colonias isoladas obtidas dos
plaqueamentos foram transferidas pare placas mestra contendo
meio NYG 86lido e 8Sm, e posteriormente testadas para
stividade inibitéria contra a linhagem sensivel em placas de

NYG B6lido sem antibibtico.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Identificagao de linhagens produtoras de bacteriocina

Apenas a linhagem de X. campestris pv. glycines
utilizada, 333, mostrou ser produtora frente As indicadoras
testadas . Dentre as 2C linhagens testadas, 10 mostraram-se
senaivels & bacterioclina de linhagem 333 (tabela 2), sendo 8
delas isoladae de pimentao. As outras 10 linhagene gue nao
exibiram sensibllidade & linhagem bacteriocinogénice foram:

310, 333, 408, 418, 420, 457, 460, 463, 466 e 479.

A linhagem 411 foil escolhida comoc indicadora & ser
utilizada nos testea posteriores por ser mais sensivel

(figura 1).

Tabela 2 — Linhagene sensiveis & linhagem bacteriocinogénica

333 e tamanho dos halos de inibigao (ecm).

A e —— —— v — — S — 'y — T — — — Al o L o b o e B e e o o S o e M o e e o e R o e o ke iy . el g e bkl e e

Linhagem Linhagens sensivels
produt. 317 332 401 411 415 456 459 462 467 484

333 0.1 0.3 0.4 0.5 0.3 0.2 0.1 0.4 0.2 0.1%



Figura 1 -

Halo de inibicao evidenciando a produgao de

bacteriocina pela linhagem 333 frente &

indicadora 411.
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1.3.2 Caeracterizacyy da linhagem produtora

1.3.2.1 Influéncia do meio de cultura e tempo de

Incubagac na produg¢ac de bacteriocina

A tabela 3 mostra as medidas do halo de

inibicac da 1linhegem sensivel 411, wvariando-se o tempo de

incubacao da linhagem produtora e o meio de cultivo desta.

Tabela 3 - Produgac de bacteriocina pela linhagem 333 de X.
campestris pv. glycines em diferentes tempos de
incubagao e meioe de cultura. A medida do tamanho

do halo & dada em cm como & média entre 6 valores

e, i T . ST Y. T T, TR e Mt S W e e S e Tt e e S e . . . T A e g P . . S S e o e g e S e b e

Tempo (hs) 24 48 T2
Meios de cultura
NYG 0,58 0,58 0,81
Y™ 0,48 0,36 0,73
523 0,40 0,386 0,46

A tabela 3 mostra que os halos de inibigao

apresentaram~-ge maiores no meio NYG. Cabe descrever gue os

halos formados so redor da colonia produtora crescida nos
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meios YM e 523 naso apresentavam limite bem definido e eram
opacos, ou seja, houve um ligeiro crescimento da linhagem
sensivel 411 dentro da zona de inibigao (dados nao
mostrados). Tempoe de incubagao maiores que 24 horas nao
alteraram muito a produgao da bacteriocina em meio sélido, o
que fol evidenciado por aumentos muito pequencs nos tamanhos
dos halos (tebela 3). Ainda, a visuwualizacso destes era
dificultada nos meios YM e 523 com 48 e 72 horas de
incubagaso, uma vez que o cresacimento da linhagem sensivel na
zona de inibigao era mais intenso e og limlites ainda menos
definidos. Até mesmo no meio NYG, s8pHs 72 horap de
incubagao, o limite do halo de inibigac tornou-se mal
definido. O meio RYG e o tempo de incubagao de 24 horas
foram entao as condigoes utilizadas nos ensaios posteriores,

por proplciarem melhor visualizag¢ao dos resultados obtidos.

1.3.2.2 Espectro de agao biolbgica

A tabels 4 mostra a sBensibilidade de varios
patovares de X. campestris e de outras espécies, como P.
elodea, E. coli, B. thuringiensis, F. subtilis e K.

leguminosarum, & linhagem bacteriocinogénica 333.
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Tabela 4- Sensibilidade de outros patovares de X. campestris

e de outras espécies bacteriasnas & linhagem 333

produtora de bacteriocina.

—— . ——— —————— = — Tt T ke g . i gy o ¥ o e ok S e R B e M B e i W e e W o e o g o e o = — T — —— — A ——

X. campestris pv.
melonis
passiflorae

citri

curcubitae
pelargonii

casgavae

manihotis

£glycines

phaseoli

carotae

cerealis

malvacearum

cordiae

viegasii

68
148
221
256
318
266
270
272
321
327
558
557
366
367
548
559
510
511
575
576

+/-

+/-

+/-
+/-



Indicadoras Sensiblilidade

a 333 {cont.)

s — i —— ————— —— — T ———— T~ ————— T— A ————— —— — Y T ——— o . — T — . Tt T T s o ] e S o e e P e . o

fragariae 89 +
90 -
ricini 313 -

undulosa 578 -

579 -
campestris 472 +
247 +

FPeeudomonas elodea -

Escherichia coli HB101 -

JM101 ~
EDB7687 -
B. thuringiensis HD-1 -
HD-73 -
B. spubtilis SB202 -
R. leguminosarum CIAT8Y99 +

e . A e — . —— —— . — T ——— o —— T — T T — T —— —— T T— " —— " T T T T, T ], T i {1 it T il Y i

(-) insensivel; (+/-) halo reduzido, <lmm; (+) sensivel,
com halo >1lmm.

Os reesultados cbgervados na tabela 4 evidenciam um
espectro de agso biclégica restrito para & bacteriocina da
linhagem 333 de X. campestris pv. glycines, sendo apenas
alguns outros patovares de X. campestris e a linhagem de K.

leguminosarum biovar. phaseolil senslveis & agso inibitéria.



1.3.2.3 Secregac no meio de cultura

A formagao de halo de inibigao da linhagem 411
sensivel frente ao sobrenadante da cultura da linhagem
produtora 333, sugeriu a presenga da bacteriocina no
sobrenadante € , portanto, a secregao do produto noc meio de
cultura. Quando o sobrenadante foi testado contra 18 outros
patovares de X. campestris (listados na tabela 4), este
mostrou atividade apenas contra 4 patovares (dadoeg nao

mostrados).

1.3.2.4 Curva de crescimento e titulagao da produgac

A figura 2 ilustra a produgao de bacteriocina
durante o crescimentc em melo ligquido NYG. O grafico mostra
que a atividade da bacteriocina presente no sobrenadante da
cultura produtora acompanha inicislmente o c¢rescimento da
bactéria, mes atinge o seu méximo, ou seja, 3.200UA/ml,
gquando a densidade 6tica da cultura estA na fase descendente

da curva.

Nao foram observadas diferencas quanto &
atividade da bacteriocina quando a linhagem foi crescida em
meio liquido YM (dados nao mostrados). O pH da cultura
variou de cerca de 7,0 para o tempo zero de crescimento, até
7,83 (YM) e 8,62 (NYG) para o tempo 30 horas, mostrando a

estabilidade de bacteriocina em pH alcalino.
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Figura 2 -Crescimento da bactéria e produgao de bacteriocina
pela linhagem 333 de X. campestris ©pv. glycines
em meio NYG liquido. A: absorbédncia; UA: unidades

arbitrarias.



1.3.2.5 Perfil plasmidial

A figura 3 ilustra o perfil plasmidial da
linhagem 333 {canaleta 7), evidenciando & presenga de 4
plasmidicos nesta. A banda mais superior correespconde,
provavelmente, a material degradado durante a purificagao
plasmidial. O peso molecular total dos plasmidios da
linhagem 333 fol estimado em cerca de 24,62kb (kilobaee)
através da soma dos pesos moleculares dos fragmentos
resultantes da digestao destes plasmidios com a enzima de
restricao BamHI, calculados por comparagac com & migragao
doe fragmentos do DNA do fago lambda digerido com HindIll.
Entretanto, os dois plasmidios menores, de pesos
moleculares de 1,752 e 1,165kb, também estimados por
comparagao com O padrac, parecem nao apresentar sitios de
restrigao para nenhuma das enzimaes utilizadas (2 a §), com

digestao parcial apenas com Sau3A (6}.
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Figura 3 —

Perfil de plasmidios da 1innhagem 333 € padrao de
regtrigao. 1 e 8: DNA do fago N digerido com
HindIII, padrao de PM; 2 a 7: DNA plaamidial
da linhagem 333 digerido com EcoRI, BamHI,

HindIII, Sall, Sau3A, € intacto, respectivamente.



1.3.3 Purificagap parcial da bacteriocina

A purificageoc e caracterizagac da bactericcina foram
efetuadog com o s8obrenadante do meioc de cultura. Um dos
primeirose passos fol & estimstiva preliminar do peso
molecular (PM), felta satravés da filtragao em membrana
AMICON PM10 e de membranas de didlise com peso molecular de
exclusao ("cut off") de 12.000D. No primeiro caso, foi
observado que a bacteriocina era retida na membrana, desde
que nao foil detectada atividade inibitéria no filtrado,
indicando um PM maior gue 10.000D. No esegundo caso,
ocbeservou-ge que a atividade inibit6ria era mantida no volume

dializado, permitinde estimar o PM como superior a 12.000D.

0 fracionamento preliminar do sobrenadante com sulfato
de ambnia indicou a saturagao de 50 a BO0X como a mais
apropriada para precipitar o sobrenadante, pois a fragao
precipitada com esta saturagao do sal exibiu maior atividade

inibitéria contra a linhagem sensivel 411.

O gréafico conastruido a partir da absorbéncia a Z80nm
das fragoes reesultantes da cromatogrefia em coluna de
Sepharose 4B, evidenciou baixa concentragao de proteinas,
mesmo nos picos de shsorbéAncia entre as fragoes de niumero 41
até 92 (figura 4). A atividade biolégica foi entao testada
para as fragoes, sendo que aquelas de numero 60 até 100

exibiram atividade inibitéris contra a linhagem eensivel 411
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(figura 4). A recromatografia em Sepharose 4B, evidenciou um
tnico pico de absorbBncia ao redor da fragao de numero BC e
atividade para as fragoes de nimero 69, quando a A ainda era

zero, até a de niumero B4, quando a A era 0,146 (figura 5).
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Figura 4 — Absorbancia (280nm) e atividade de bacteriocina

das fragoes resultantes da cromatografia em

coluna de Sepharose 4B.
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1.3.4 Caracterizacya, da bacteriocina

1.3.4.1 Atividade fégica

Desde que fagos podem produzlir placae de lise
e formar 2zonas de inibigac semelhantes &aquelass produzidas
por bacteriocinas, foli realizado um teste a fim de se
averiguar a atividade fagice. O que se verificou fol & nao
formagao de placas de lise na camada de células sensiveis,
indicando que a bacteriocina da linhagem 333 nao é caepaz de

Be reproduzir nas células sensiveis.

1.3.4.2 Sensibilldade enzimdtica

A tabela 5 mostra os resultados obtidos com os
tratamentos das amostras de  bacteriocina  "bruta” e
parcialmente purificada, utilizando as enzimas protease,
tripsina, RNase e DNase com tempos de incubagao de 80

minutoe e 16 horas.



Tabela 5 — Atividade das amostras de bacteriocina apogs os
tratamentos com as enzimaes protease, tripsina,
RNase e DNase com 90 minutos € 16 horas de

incubagac a 37<C.

——— e ——— . T — T — " S AT —— o T — T o T T U — i T " S W T A " T i S — T —l— " —— " T————

Tratamentos Protease Tripsina RNase DNase

Bacteriocina 90min 16hs 90min 16hs 90min 16hs 90min l6hs

—— - —— i —————— ——— — . — T, o o . TP T o M — . W g e T o e T Ao i T — i T . . W e it S T o ke

"bruta + - + + + + + +
parcialmente
purificada + - + + + + + +/-

- e A o Bk e e o S B o T A . o o T i AR, T A . . T " T T T T T 2 T Mo b 27 e o e s

Os tratamentos com as enzimas realizados com
90 minutoe de incubagao nao eliminaram a atividade biolégica
das amostras de bacteriocina “bruta” ou parcialmente
purificada (tabela 5H), que apresentaram halos de inibigao
similares =aos das amostras nao tratadas. Entretanto, os
tratamentos com protease cuja incubagac foi de 16 horas
eliminaram a atividade biolégica tanto da amostra de
bacteriocina "bruta” como da parcialmente purificada. Ainda,
a amostra de bacteriocina purificada gquando tratada com

DNase por 16 horas, teve sua atividade biolégica reduzida.



1.3.4.3 Termosensibillidade

08 tratamentes nas temperaturas de 37eC e 42o(

nao tiveram qualquer efeito sobre a atividade blologica da

bacteriocina. Entretanto, a incubagao das amostras de
bactericcina "bruta" a 65°C (30 min.), 802oC (30 min.) e
100oC (15 min.), eliminaram a atividade inlbitéria desta

sobre a linhagem sensivel 411.

1.3.4.4 Capacidade antigénica

Ambos os testes de titulagao do antiassoro
preparado de coelho, contra a bacteriocina da linhagem 333
de X. campestiris pv. glycin'es, o teste de dupla difusao em
agar e o teste de neutralizagao da atividade
bacteriocinogénica, exibiram o titulo de 1:1, tanto na
reagao com ¢ antigeno parcialmente purificado como com © nao
purificado. A imunizagao através de inoculagao sub-cuténea

nao resultou no aumento do titulo.

1.3.4.5 Efeito na célula sensivel

Como foi descrito em Materiais e Métodos (item
1.2.6.6), o experimento com 90 minutos de incubagao da

linhagem 411 com &a bacteriocina, evidenciou um efeito
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bactericida desta sobre a celuyla sensivel, uma vez que T76%
dag células fslharam em formar coclonies, guando comparadas

com o tratamento controle sem bacteriocina.

Ainda, o halo de inibigaoc translicido
visualizado em meio NYG sélide confirme a2 agec bactericida

da bacteriocina sobre a linhagem 411.

As células tratadas e nao tratadas da linhagem
411 foram examinadas ao ME para se verificar possiveis
alteracoes citolégicas causadas pela bacteriocina da
linhagem 333 de X. campestris pv. glycines. Apés 90 minutoe
de tratamento com a bacteriocina, as células sensiveis
pareciam estar males agrupadas gquando comparadas com as
cé€lulas dos tratamentos controle, com uma grande quantidade
de depdsito acumulado ao redor das células e grumos escuros
no seu interior (figuras 6 e 7). Entretanto nao se ocbservou
lise das células sensiveis, mesmo ap6te 180 minutos de

incubagac.
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Figura 6 — Micrografias eletrbnicas de células sensiveis
tratadas com a bacteriocina ‘“bruta'. A e B:

células tratadas apdée 90 min (aumentos 43.516x e

125.997x, respectivamente).



.

Figura 7 — Micrografias eletrOnicas de células sensiveis nao

tratadas. A: células nao tratadas apés 90 min.

(aumento 41.624x). B: células nao tratadas apdse

180 min. (aumento 122.219x).
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1.3.5 Conjugagao

Foram isoladas 580 colonias does cruzamentos da
linhagem 333 com &a receptora Sm referéncia, 2.170 dos
cruzamentoe com & linhagem Cm referéncia e 800 colonias do
cruzamento com & linhagem 420 (Em*/Sm*), a8 quais foram
testadas para a produgao de bacteriocina. Nao foi detectado
sequer um transconjugante positivo para o caréter
bactericcinogénico em qualquer dos cruzamentos. A utilizagao
do plasmidio pRKZ2073 para mobiliza¢ao dos plasmidlios nativos

da linhagem 333 nao alterou os resultados.

1.3.6 Mutagénese da linhagem produtora

1.3.6.1 Transposon

A conjugagao da linhagem produtora com a
linhagem de K. coli portadora do transposon Tnb foi
realizada entre 8 a 10 vezes, em experimentos independentes,
sendo gque o crescimento nas placas de selegao consistia de
coleonias muito pequenas visualizadas ap6s 4 dias de
incubaceo, e que nao se desenvolviam quando transferidas
para placas mestra contendo os antibiéticos Sm e Km, ou Sp e
Km, dependendo da linhagem 333 mutante utilizada. Também nao

se obtiveram transconjugantes mediante as conjugagoes
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realizadas com as outras 3 linhagene de K. coli portadoras

doe transposons TnA, T™n3 e Tnilo.

1.3.6.2 Tratamento com NTG

Un total de 4.000 colonias foi isolado dos
tratamentos com o mutagénico guimico NTG, as qusies, apds
traneferéncia para placas mestra, foram testadas gquanto a

capacidade de produzir bacteriocina. Nenhum mutante bac— foi

detectado.
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1.4 DISCUSSAO

1.4.1 Detecgap e caracterizagao biolégica da 1linhagem

produtora de bacteriocina

A inteng¢ao inicisl deste trabalho era detectar
linhagene produtoras de bacteriocina dentro do patovar
vesicatoria, considerando sua importéncia futura na solugao
doeg problemas relacionados &a doengag nas plantacoes
comerciais de tomate. Asgeim, todas as linheagens do pv.
vesicatoria obtides do Instituto Biolé6gico foram testadas
entre s8i para a produgac de bacteriocinas. Verificou-se,
entao, qQue apenas a linhagem 333, tida a principio como
sendo também do pv. veslcatoria, produzia bacteriocina capaz
de inibir outras linhagens deste patovar. Entretanto,
descobriu-se posteriormente gque a linhagem 333 pertencia ao
pv. glycines. Desde que o objetivo inicial do trabalho havia
sido alcang¢ado, ou seja, detectar uma agao inibitéria contra
linhagens do pv. vesicatoria, procedeu-se &4 caracterizagao
da linhagem bacteriocinogénica 333. A  produgao de
bacteriocinas inibitérias contra isoledos de um outro
patovar nao € incomum, e mesmo em Xanthomonas campestris ha

registros similares (Fett et al., 1987).

A linhagem 333 mostrou ser imune & prépria

bacteriocina. Isto tem s8ido comumente observado para



bactérias produtoras de bacteriocina, que possuem,
Juntamente com o gene estrutural para a bacteriocina, o gene
que confere imunidade &a esta atravée de um mecanismo
egpecifico (Tage et &l., 1976; Konisky, 1882; Ryder et al.,
1987; Ghersa et al., 1988; James, 1988; Ray et al., 1889;

Belkum et al., 1891; Mortvedt & Nes, 1980).

A composigao do meio afetou tanto o tamanho (tabela 3)
como a transparéncia das zonas de inibigao, indicando o meio
NYG como o mais apropriado dentre os testados. Considerando
que o glicerol & o Gnico componente do meio NYG Que nao esté
presente no meio ¥M, podemos sugerir que este composto tenha
algum efeito positivo na produgao de bacteriocina pelsa
linhagem 333, sendo utilizado, direta ou indiretamente, na
sua via biossintética, ou, ainda, estabilizandc melhor as
moléculae de bacteriocina liberadas para o melo. Axelrood et
al. (1988) também sugeriram o envolvimemto do glicerol na
biossintese de um antibiético por linhagens de E. carotovora
subsp. betavasculorum, guando verificou que a adigao de
glicercl &80 meio s6lido aumentava a ©produgao desse
antibiético. Diferengas na produgso de bacteriocinas em
funcao do meio de cultura utilizado ja& foram registradas por
varios resgquiesadores pars diferentes bactérias
(Schwinghamer, 1975; Groess & Vidaver, 1979; Biagi, 1882;
Biswas et al., 1991). Por outro lado, tempoe de incubagao da
linhagem produtora maiores qQue 24 horas nao tiveram efeito

acentuado sobre a produgac em meio s6lido (tabela 3).
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A bacteriocina da linhagem 333 exibiu um espectro
inibitorjoc restrito (tabela 4). Esta caracteristica &
utilizada por muitos investigadores como um dos critérios
para claesgificar substéncias inibitérias como bacteriocinas
(Vidaver, 1883). Entretanto, apesar da atividade
intraespecifica de bacteriocinae ser uma caracteristica
comum para muitas espécies bacterianas, entre as bactérias
Gram-positivas o antagoniemo ¢ geralmente interespecifico
(Reeves, 1965; Fleming et al., 1975; Tagg et al., 1976;
Gross & Vidaver, 1978; Parrot et al., 1880; Tzannetis et
al., 1991), tendo s8ido observado também para algumas
bactériase Gram-negativas, como Rhizobium (Gross & Vidaver,
1978), Erwinia (Echandi & Moyer, 1879), PFPseudomonas, £E.
coli, Serratia, entre outras (Reeves, 1865). 0 mesmo agente
roderias atuar nestas bactérias nao relacionadas, mas por
diferentes mecanismos. Alternativamente, um mesmoc componente
estrutural poderia ser sensivel, ou mais de um agente

inibitério poderia estar envolvido.

0O sobrenadante da cultura 333 exibiu atividade
inibitéria contra a linhagem sensivel 411. Cerca de 78% dos
outroes patovares testados nao se mostraram sensiveis ao
sobrenadante, evidencliando que a 1inibigaoc verificada pare &

linhagem 411 era devida & presenga da bacteriocina e nao de

um outro composto inibitério inespecifico gue pudesse estar
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presente no sobrenadante da cultura produtora, resultante do

metabolismo desta.

A presenga da bacteriocina no sobrenadante da cultura
em fase exponencial tardia, sem & necessidade de indugso e
lise das células, pode sugerir que esta s8seja liberads
naturalmente no meio através de um mecanismo especifico,

como ocorre com a cloacina DF13 (De Graaf & Oudega, 1986).

O grafico da figura 2 mostra que, embeora a
bacteriocina Ja& eBtedJa sendo produzida na fase inicial do
crescimento da bactéria, o nivel méximo de atividade
detectado no meio de cultura ocorre guando a densidade 6tica
desta esté decrescendo. Isto pode, possivelmente, ser devido
ao fato das célulae estarem em proceesso de degrada¢ao
celular e lise, liberando portanto mais bacteriocina no meio
de cultura. Alternativamente, estes dados poderiam indicar
que a bacteriocina resulta deo metabolismo secundario da
linhagem 333. Davey e Richardson {1581} encontraram
resultados esemelhantes para diplococcina, cujo titulo
alcangou seu maximo quando as células entraram na fase
esatacionéaria. Estes resultados contrasteam com aqueles
obtidos, por exemplo, por Favret e Yousten (1989), que
verificaram gue o titulo da bacteriocina produzidas por 5.
thuringiensis HD-Z em meio liguido comega a decair a partir
de 18 horas de incubagao, quando & bactériea se encontra

ainda na fase de crescimento exponenclial tardlia. Estes
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resultados tambep foram obtidos por Schwinghamer (1975) para

bacteriocinas produzidas por Rhizobium trifolii.

1.4.2 Caracterlzacao parcial da bacteriocina

Os passos iniciais do processo de purificagao da
bacteriocina evidenciaram um PM para esta superior a
12.000D. Por outro ladoc, a necessidade de elevada
concentragao de esulfato de &ambnia para precipitar a

bacteriocina sugere um baixo peso molecular para o composto.

A absorbéincia a 280nm e & atividade de bacteriocina
dag fracoes resgultantes recromatografia em coluna de
Sepharose 4B (figura 5), ilustram uma faixa de atividade
para as fragoes ligeiramente deslocade do pico de absorgao a
280nm. Uma observagao realizada gquanto -és amostrae de
bacteriocina parcialmente purificada, foli a de que estas
apresentavam igual atividade, 3.200UA/ml, & do sobrenadante
"bruto” da cultura (dados nao mostrados). Provavelmente,
parte da atividade bioldgica do sobrenadante estava ge
rerdendo durante as pasgagens pela coluna de Sepharose, e a
utilizacao de colunas DEAE e/ou Sephadex talvez fosese
apropriada, como realizado por outroa investigadores para
purificagac de bacteriocinas (Herschman & Helinski, 1967;

Joerger & Klaenhammer, 1986; Higa et al., 1991).



A natureza proteica da bacteriocina da linhagem 333 ¢
sugerida, uma vez que a incubagao de amostras "brutas” ou
parclialmente purificadas por 186 horas com protease eliminou
a atividade blolégica destas. Entretanto, a necessidade de
um longo tempo de incuba¢ao para que a bacteriocina sejs
degradada ou insativada, pode indicar a sua complexacao . &
algumes cutra molécula que dificulte a agao da protease. Esta
hip6tese €é reforgada pela observagac de que a faixa de
atividade biolégica dae fragoes resultantes da cromatografia
estd um pouco deslocada do pico de absorg¢ao a8 280nm {(figura
5), comprimento de onda absorvido por proteinas. A
associacaoc de um componente proteico com outras moléculas
como carboidrato, lipidio ou DNA jé& fol verificada para
varias bacteriocinas como a plantacina B (West & Warner,
1988}, lactocina 27 (Upreti & Hinedill, 1975}, colicina A
(Barry et al., 1865}, dentre cutras. A redu¢so da atividade
bioclégica da amostra de bacteriocina purificada quando
tratada com DNase por 16 horas poderia ser explicada pela
presen¢a de proteases contaminantes que, embora em
concentragoes infimas, durante um tempo de incubagao
prolongado poderiam degradar algumas moléculas de
bacteriocina. Entretanto, nao se pode descartar
definitivamente a posslbllidade da inativagao parcisl com
DNase se dever & ©presenga de fregmentos de DNA da
bacteriocina digerida ainda com atividade inibito6ria. A
natureza proteica de bacteriocinas de X. campestris também

foi verificada por Fett et al. (1887) para linhagens do pv.
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glycines. Kates autores verificaram que uma das
bacteriocinas produzidas por duas linhagens de X. campesiris
pv. glycines era sensivel a DNage. Bacteriocinas produzidas
por Rhizobium trifolii também foram identificadas como
contende DNA em sua compogicao (Schwinghamer et al., 1873;

Schwinghamer, 1975).

A incubagao de amostras de bacteriocina "bruta” em
diferentes temperaturas evidenciou que a bacteriocina da
linhagem 333 de X. campestris pv. glycines & termolébil,
desde que o8 tratamentoes a 65°C, 80°C e 100°C eliminaram a
atividade inibitéria desta sobre a linhagem sensivel 411.
Fett et a&l. (1987) também detectaram inativagao bioldgica de
bacteriocinas produzidas por algumas linhagens de X.
campestris pv. glycines s 752C por 30 minutos. A eliminagao
da atividade inibitéria de bacteriocinas nesta mesema faixa
de temperatura foli wverificada também para linhagens de
Peeudomcocnas fltopatogénicas (Vidaver et al., 1972), de R.
trifolii (Schwinghamer et a&l., 1973; Schwinghamer, 1975), de
P. thoenii (Lyon & QGlatz, 18891) e de B. megaterium

(Ivanovics, 18962}.

Foi observado que a eptabilidade de emostras de
bacteriocina "bruta” da linhagem 333 a 4°C & de pelo menos 2
meges (dados nao mostrados). Esta establlidade pode ser
devida & preesenga de determinados compostosg no melio de

cultura que protegem ag moléculas de bacteriocina. Davey e



Richardson (1881) encontraram que a diplococcina purificada
ou parcialmente purificads de S. cremoris ers estével a -
75°C por até 3 meses, € a 4°C e temperatura ambiente, por
uma semana e 4 horas respectivamente. Entretanto, obtiveram
protegao total da substéncia através da adigao de meioc de

cultura completo &8 amostras puras.

0 experimento para atividade fagica sugeriu fortemente
que a inibigaoc da 1linhagem sensivel 411 nac se deve a
bacteriéfagos, uma wvez que nhao se detectou atividade de
reprodu¢ac nas células sensiveis. Schwinghamer et al.
(1972), através de um experimentoc semelhante, identificaram
o agente responsivel pela inibi¢ao das células sensiveis
como bacteriocina baseados primariamente na auséncia desta
fungao reprodutiva. Ainda, a diluig¢eo de &amostras da
substéncia inibitéris produzida pels linhagem 333 de X.
campestris pv. glycines até a extingaoc de sua atividade,
resultou em zZonas de inibigac reduzidas mas sem o
aparecimento de placas de lise. Ksta mesma observagao levou
os pesquisadores Davey e Richardson (1981) e Favret e
Yousten (1989) a excluirem a atividade fagice como sendo o
agente responsédvel pela inibigao de células sensiveis de 5.

cremoris e B. thuringiensis, respectivamente.

A imunizagao de coelhos com a bacteriocina
parcialmente purificada resultou em titulos baixos do

sntiesoro contra este antigenc (1:1). Isto pode pugerir ums
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baixa capacidade da bacteriocina de induzir resposta imune.
Alem disso, a concentragac da bacteriocina nae amcoastras era
bastante baixa, como ilustram os gr&ficos de absorgao a
280nm das fracoes resultantes da cromatografia em coluna de
Serharose 4B, mesmo apds & concentragao destas com sulfato
de aménia. Ja Ivanovice (1962) relata um titulo crescente do
anticorpo para a megacina da linhagem 216 de FB. megaterium
durante o curso da imunizagao, e uma neutralizagac da agsao

bactericida por um soro de titulo elevado.

A contagem do numero de células da linhagem sensivel
apds incubagao desta com o0 sobrenadante esterilizado da
cultura produtora de bacteriocina, evidenciou a agso
bactericida desta substéncia sobre a célula eensivel.
Considerando que estes resultados foram obtidos apde 80
minutos de incubagao e que nao se obeervou lise celular ao
microacHpio eletrbnico, mesmo apdSs 1B0 minutos de tratamento
das célulae sensiveis com bacteriocina (figura 6), podemos
supor que esta tenha inicialmente um efeito bactericida,
tornando & célula sensivel inviével. Entretanto, o efeito
bacteriolitico a longo prazo da bacteriocina é nitido guando
se observa o0 halo de inibigao +translticido da linhagem
sensivel ao redor da coldédnia produtora. Ainda, a densidade
6tica da culture da linhagem sensivel 411 apbés 30 horas de
crescimento na presenca de bacteriocina, ¢é bem inferior
adquelsa encontrada para & cultura desta linhagem crescida na

auséncia da bacteriocinas (resultados ilustrados no capitulo
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2). A viesualizagao wo ME de células tratadas com
bactericcina por um tempo mailor que 180 minutos,
possivelmente evidenciaria a lise destas. Resultados
similares foram encontrados para & lactacina B por Barefoot
e Klaenhammer (1983), que demonstraram a ag¢ao bactericida
desta, com redugac da wviabilidade da populacao de células
sensiveis de 87% em 30 minutos de tratamento, mas sem efeito
bacterioclitico, uma vesz que as denasidades 6ticas
permaneceram estévels durante o experimento. Também Lyon e
Glatz (1991) verificaram o efeito bactericida da
propionicina PLG-1 sobre as células sensivels sem a detecgao
de lise celular. Favret e Yousten (1988}, por outro lado,
observaram ao ME a lise das células sensiveis & turicina
apbs 210 minutos de tratamento, sendo precedida por
alteracoes citolégices como &a formagac de eeptos e o

enrugamento da superficie celular.

1.4.3 Genética da produgao da bacteriocina

Infelizmente, nao se obteve sBequer um transconjugante
positivo para a produgac de bacteriocina dos cruzamentos
realizados entre a linhagem produtora 333 e as linhagens de
X. campestris pv. campestries Cm referéncia, Sm referéncia e
420, utilizadas Como receptoras em cruzamentos
independentes. Nem mesmo a utilizacgao do plasmidio

mobilizador pRK2073 alterou os resultados obtidos. Dessa
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forma, nao foi possivel correlacionar, através dos
experimentos de conjugag¢ac, gqualquer dos 4 plasmidiose
presentes na linhagem 333 de X. campestris pv. glycines
(figura 3, canaleta 7) com a capacidade de produzir
bacteriocina nesta linhagem. Uma das explicacoces para o=
resultados encontrados eeria o fato do gene que codifica
para & produgao de Dbacteriocina nasc se encontrar em
plasmidio, mas sim no cromossomo da bactéria. A codificagao
da produgao da bacteriocinas por genes cromossomais fol
sugerida para linhagens de X. campestris pv. glycines por
Fett et al. (1987). Entretanto, para a linhagem 223 de X. c.
pv. citri, sac o8 genes plesmidiais os responséveis pela
produgao da bacteriocina (Rosato & Daniels, comunicag¢ao
pessoal). A presenga dos genes para producac de bacteriocina
pela linhagem 333 em um plasmidio nao conjugativo seria
outra possivel explicagao para os resultados obtidos, ou
ainda, a conjugagao ocorreria, mae numa frequéncia neo
detectada com a amostragem realizada. Sistemas de restrigao
incompativeis eseria outra possibilidade para a nao obtencao
de transconjugantes, ou ainda, a prépria bacteriocins
inibiria o crescimento das células receptoras sensiveis
durante o cruzamento. Esta sensibilidade & bacterioccina ds
linhagem 333 fol verificada posteriormente apenas para a
linhagem 420 usada comoc receptora. Ray et al. (1889), ao
realizarem cruzamentos entre linhagens produtoras de
bacteriocina e esensiveis a esta, utilizaram condigoes nas

quais a produgao de bacteriocina era impedids.



A utilizagao de traneposons para a mutagénese da
linhagem produtora também nao obteve é€xito, e, portanto, nao
fol poesivel determinar se o0 gene para a produgao de
bacteriocina esté& localizado no cromosomo ou em algum dos

rlasmidicos presentes na linhagem 333.

Foram utilizados os transposons Tn3, TnlC, TnA e Tnb,
inseridoe respectivamente nos plasmidios ColEl, pRK2013,
PMRS e F't8 lac. A nao obtengao de transconjugasntes mediante
as conjugagoes reslizadas com as diferentes linhagene de E.
coll portadoras de transposon, pode indicar que a
tranapoeicao de gqualquer dos transposons naoc ocorreu em
frequéncia detectéavel. Ainda, existe &a possibilidade de
degradagao dos vetores pelo sistema de restricao da célula
receptora de Xanthomonas, a gual teria que ocorrer antes do
evento de transposi¢ap do transposon para o© DNA de X.
campestris v. glycines; ou mesmo, a existéncia de um
mecanismo de exclusao de superficie, gque impediris a entrada
de DNA estranho na célula receptora. Turner et al. (1884)
também nao obtiveram transconjugantes Kmr em cruzamentos
triparentais entre wvetores com Tnb e X. campestris pv.
campestris, utilizando plesmidios mobilizadores. Resultados
simlilarese foram encontrados por De Feyter et al. (1890) para
X. campestris pv. malvacearum, utilizando pLAFR3::Tnb5 como
vetor. A mesma linhagem de E. coli contendo o Tnd utilizada

neste estudo fol empregada com éxito por Leanzae (1991) parae
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obtencas de mutantes de viscosidade da goma xantana em X.
campestris pv. campestris, o que indica que o Tnd5 é capaz de
ge transpor em X. campestris, e que esta expressa o fendétipo

Km* .

Os tratamentos com o mutagénico gquimico NTG viearam &
obtengao de um mutante bac— para sua utilizagao em
experimentos de clonagem e complementagac postericres.
Entretanto, nenhum mutante bac—- fol detectado num total de
4 .000 colonias testadas, isoladas de tratamentos
independentes. Estes resultados indicam a nao ocorréncia de
mutagaoc do gene bac em frequéncia detectavel. Consilderande o
elevado nitmero de colonias testadas, poderiamcs supor que
uma mutagao no gene gque codifica para a produgao de
bacteriocina, ou nas sues regloes reguladoras, fosse letal
para & célula, nao sendo possivel a detecgaoc do fenbdtipo
bac-. Uma outra possibillidade a ser considerada seria o fato
de pelo menos dols genes estarem envolvideos na sintese de
bacteriocina, de maneira que o fenétipo bac— resultasse de
mutagao em mais de um deles, evento que ocorreria numa
frequéncia mais baixa. Poderiamos c¢onsiderar ainda a
possibilidade do gene para produgao de bacteriocina estar
localizado em um dos plasmidios e este possuir alto numero
de coHpias, © que seria plausivel desde gue o8 plasmidios
presentes na linhagem 333 sao de baixo PM. Assim, mesmo gue

ocorresse mutagao no gene bac em uma das coHtplas de um dos
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plasmldios, as outras coOplas apresentariam o gene selvagem &

codificariam para a produgsao.
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Capienzlo =2

AVAIL.ITACAO DO POTENCIAY. DA
LINHAGEM BACTERIOCINOGENICA
PARA PROTECAO DE PLANTAS DK
TOMA'THE

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.1 Introdugao ao controle biologico

Embora o controle biolégico de patégenos de plantas
ocorra naturalmente, e & a principal razao das doengae nao
serem geralmente catastréficas, na mailoria dos casos nao héa
conhecimento suficiente para explicar como este controle
ocorre na natureza, ou como os vArios fatores bidticos e
sbidéticos podem ser manipulados para ese efetuar o controle
econdmico de um patdgeno (Schroth & Hancock, 1981:; Vidaver,

1983).

Uma revisao feita por Moore e Warren (1879) relata
estudos que reforgam & 1idéia da existéncia de defesas

naturais contra os patégenos, como o asumento da incidéncia



da galha apos a fumigagao do solo, sugerindo & erradicagao
dos inimigoe naturais de A. tumefaciens; também a redugao da
incidéncia da galha em pléntulas de cerejs usando fungos nao
identificados isolados de raizes de cerejeira; ou a produgao
in wvitro de potentes antibibébticos contra espécies de
Agrobacterium por espécies de Penicillium, Aspergillus,

Trichoderma e Bacillus, isoladas de raizes de plantas.

A imensa dificuldade em isolar, delinear e entender os
varios fatores qQue influenciam as atividades microbianas ao
redor dos sistemas radiculares e nas euperficlies das
plantas, tem impedidoc o desenvolvimento de praticas de
controle biclégicc com finalidade comercisl. Entretanto,
epta geral falta de é&xito nao fem diminuido o interesse dos
pesquisadores, que véem nesta Aarea uma alternativa para o
alto cueto do desenvolvimento de agentes quimicos para o
controle de patdgencs, e para a falta de resisténcia de
plantacoes a muitas doengas. Scroth e Hancock {(1981) chamam
a atengao para a complexidade das interagoes entre o
patdogeno e o agente de controle, apontando a influéncia e
regulagac do comportamento do patdégeno por microrganismos
associados e fatores abidticos, comc oes sais do solo,
umidade, gases, temperatura e pH, que variam de local para
local. Ainda, © metabolismce da ralz, absorgcao e exudatos

influenciariam todos estes fatores (Moore & Warren 1879).
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A bactéria patogénica pode interagir com o agente de
controle de diferentes maneiras: parasitismo, no caso de
bacteritéfagos; antibiose, definida como uma interagao entre
organismos onde uma substéncia produzida por um organismo
tem um efelto prejudicial sobre o outro, e gue incluiria
substéncias como bacteriocinas, antibiéticos e outros
compostos inespecificos; e competicao, intera¢ao entre dois
organismos na disputa por fatores como espago, nutrientes,
etc. Schroth e Hancock (1981) incluem as bacteriocinas,
Juntamente com os bacteritfagos, na classe dos parasitas.
Entretanto, estes mecanismos podem estar interligados, sendo
que as substéncias inibitérias podem determinar qual
microrganismo ganha ascendéncia gquando compete com outros

por um nicho ecoldgico especifico.

A indugao de protecac contra infecgao bacterisna em
plantas tem sido demonstrada por vérios pesguisadores.
Lovrekovich e Farkas (1965) protegeram folhas de tabaco da
queima através do tratamento deatas com Pseudomonas tabaci
mortas pelo calor. Wrather et al. (1973) e McIntyre et al.
(1973) obtiveram prote¢ao contra a queima de pera e magsa
através da wutilizagao de bactérias nao patcgénicas e
sonicados bacterianos, de bactérias virulentas e
avirulentas, e sugeriram a indugac de resisténcia na planta,
via produgao de wuma substéncia inibitéria do tipo

fitoalexina, como responsével pelos resultados encontrsados.
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2.1.2 As bacteriocinas e o controle biologico

0O controle biolégico da galha da coroa causada por
Agrobacterium tumefaciens € o exemplo que se destaca de um
antagonista Que controlou efetivamente e economicamente uma
importante doenga de plantas. Este controle foi inicialmente
sugerido por New e Kerr (1972), gque obtiveram 100% de
controle mergulhando as raizes de plantulas de péssego em
uma suspensao de células de A. radiobacter B84, antee de
planté-las em solo infestado com um isolado do patégeno A.
tumefaciens. Pouco depois, Kerr (187Z) tratou eementes de
péssego com a linhagem 84 de A. radiobacter antes de plantéa-
las em solo contendo o patdégeno. Trés meses mais tarde, 31%
das plantas de sementes inoculadas com a linhagem 84 exibiam
galhas, comparadoc com 79% para o tratamento nao inoculado.
Avaliando os resultados obtidos com inoculagoes de sementes
e/ou raizes com a linhagem 84, Htay e Kerr (1874) sugeriram
ambos o8 métodos de inoculagac para obtengao de maior
prote¢ao nas plantagoes comerciais contra 8 galha da coroa.
0O controle nestes casos foi obtido através da inoculagao
prévia com a linhagem neo patogénica. Se as plantas fosasem
inoculadas com o patégeno e © agente de controle
simulteaneamente, & maioria doe sintomas da doenga era
prevenida. 0O controle decrescia gquandoc o patdgenc era
inoculado primeiro; por exemplo, se a linhagem 84 fosse

adicionada &as ferides 2 horas apdHs & incculasgad com o
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patogeno, ocorria formagao de galhas nas pléntulas de
tomate.. As gsalhas aumentavam em tamanho & medida que &
aplicagao da linhagem 84 era retardads, € as galhas nao eram
detectadas quande & linhagem 84 era adicionada primeiro

(Htay & Kerr, 1874).

0O efeito inibitério da linhagem K~-84 contra linhagens
patogénicas de Agrobascterium foli atribuido A produgac da
bacteriocina agrocina B4 (Kerr & Htay, 1974; Kerr, 1980).
Presumivelmente, &apenas aquelas linhagens sensiveis &
bacteriocina eram inibidas ‘em campo. Verificou-se,
posteriormente, <que esta substéncia é um &anAleocgo do
nucleotideo adenina com duas eubstituigoes e vérias

caracteristicas tdnicas (Roberts et al., 1977).

A eficécia da linhagem K-84 no controle da galha tem
sido confirmada através de experimentos de campo em vérios
paises, como Canadé, Fran¢a, Grécia, Hungria, Italia, Nova
Zeléndia, Africa do Sul e Estados Unidos, sendo J& vendida
comercialmente nestes trés ultimos paises (Kerr, 1980).
Quando os experimentos sob condigoes de campo utilizaram
solos infestados naturalmente, o nivel de controle foi 100%

ou quase isso (Dhanvantari, 1976; Moore, 1877).

0 potencial para protegaoc de doengas em plantas contra
infecgoes bacterisnas através de substlnciss inibitdSrisase tem

sido avaliado para ocutras bactérias além da linhagem K-84 de



A. radiobacter. Smidt e Vidaver (1982) demonstraram a
produgao de siringacina W-1 em tecidos de feijso
evidenciando &a 1nibigao do crescimento de uma linhagem
sensivel pela linhagem bacteriocinogénica Ps W-1 de
Pgseudomonas syringae. Entretanto, a concentra¢so da linhagem
produtora tinha que ser cerca de 100 vezes maior que a da
linhagem sensivel. Além disso, o8 autores recuperaram a
atividade de e@iringacina W-1 dos tecidos infectados da

planta, assim como particulas da substéncia posteriormente

visualizadae ao microscépio eletrdénico.

Axelrood et al. (1988) observaram uma completa
correlagaoc entre a produgac de antibidético por KErwinia
carotovora subsp. betavasculorum in vitro e a inibigao de
iinhagens competidoras de E. carotovora subsp. carotovora em
tecidos de batata. Os investigadores verificaram que
linhagense de K. carotovora subsp. carctovora resistentes ao
antibiético nao eram inibidas na planta ou in vitro, e que
mutantes isogénicoe de K. carotovora subsp. betavasculorum
negativoe para a produgao do antibidético nao inibism as

linhagens seneiveis nas infecgoes do tubérculo.

A hebilidsde da linhagem BC8 de Pseudomonas
fluorescens de proteger pléntulas de batata contra a murcha
bacteriana induzida por P. solanacearum, foi investigada por
Bustamante e Ciampi (19839). Estes obtiveram ums reducac de

90% da manifestagao da murcha bacteriana e sugeriram =&
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produgao da bacteriocina fluocina BCB c¢omo provéavel
mecanismo respbnsével pela protegao, J& que em epstudos In
vitro foi demonstrado gque esta bacteriocina inibe o

crescimento de P. solanascearum (Bustamante et al., 1989).

2.1.3 Dificuldades relacionadas ao controle biolégico

Embora o controle bhioldégico da galha da coroa seja
amplamente praticado,tém havido registros de que © controle
satisfatoério nao é sempre obtido (Vidaver, 1976; Moore &
Warren, 1979; Kerr, 1980; Schroth & Hancock, 1981). Varias
podem ser &as razoes para o insucesso no controle bioldgico.
Algumae linhagens de A. tumefaciens 8ao resistentes a
agrocina B4 e nao podem ser controladas pela linhagem K-84
em niveis de aplicagac padrao, o que explica porque a galha
em plantas comop parreira, macieira e alguns outros
hospedeiros nao é passivel de controle (Kerr et &l., 1990).
Alconero (1980) encontrou uma alta propor¢ao de isclados de
Agrobacterium que induziam tumor em pessegueiros da Carolina
do Sul (36%) e Tennessee (24%) resistente A linhagem K-84.
Verificou também que era necessdria uma proporgac de 3:1 ou
10:1 da linhagem K-84 para o patdégeno para controle adegquado
das culturas ligeiramente sensiveis, e que estas
representavam cerca de 10% do total de isolados patogénicos
encontrados nos estados de Maryland, Carolina do Sul e

Tennessee.



Em cultura, os patogenos podem sofrer mutagao
egponténea para reslesténclia a agrocina 84 (Cooksey & Moore,
1882), mas se isto constitui ou nao um fator importante no

campe ainda nao foi estabelecido.

Umn problema mais perigoso &, provavelmente, o©
apareclmento de linhagene resistentes a agrocina 84 apés o
uso da linhagem K-84 no campo. Uma situagao deste tipo foil
deacrita na Grécia por Pansgopoulos et al. (1979). Estes
verificaram, em experimentoe de campo, o desenvolvimento de
maitas galhas em pléntulas de péssego inoculadas EOm uma
mistura de 1l:1 da linhagem B84 para o patégeno. Cerca de
16,5% das linhagene isoladae destas galhas eram patogénicas
e produziam agrocina B4. Isto & devido a transferéncia do
plasmidic pAgK84 da 1linhagem K-84 para A. tumefaclens,
conferindo eo ultimo & capacidade de sintetizar agrocina B4
(Ellis et al., 1979; Farrand et al., 1985) e a imunidade a
esta (Ryder et al., 1987). Na Austréalia, nao h& evidéncis
prara queda na eficédcia do controle biolégico através da
utiliza¢ao da linhagem 84, provavelmente devido &ao fato
deste controle ser cerca de 100% efetivo. Considerando que a
transferéncia sd ocorre na presencga de nopalina, mediante a
desrepressac dos genes responséveis pela mobilizagao do
plasmidio pAgKB84, e que esta, por sua vez, estéd presente

apenae no tecido da galha, entac numa situagao onde

102



praticamente nac hé& galhs, nao ocorrerd a transferéncia do

plasmidio (Kerr, 1980).

Outro fator que pode interferir com o sucesst do
controle utilizando &a 1linhagem K-84, é &a ocorréncia de
linhagens patogénicas que produzam outras bacteriocinas,
capazes de inibir a linhagem K-84. Isto foi observado por
Kerr e Htay (1974) para a linhagem 108 de A. tumefaciens,
que produziu uma outra bacteriocina ativa contra a linhagem

K-84.

Uma outra variAvel na eficiéncia da controle biolégico
é a eepécie da planta hoespedeira do patégeno. Moore (1977)
mostrou que uma mistura de 6 linhagens patogénicaes, 2 das
quais eram insensivels & agrocina 84, neo era 1inihida pela
linhagem K-84 em pléntulas de tomate em uma casa de
vegetagao, mas era inibida em pl&ntulas de cereja crescidas
no campo. Aparentemente, a espécie hospedeira influencia &
interagao entre & linhagem K-84 e 0B patdgenos (Moore &

Warren, 1979).

Resultados obtidos por Ellis et al. {(1979) mostraram
também que a produgao de agrocina 84 nao €é o uUnico
requerimento para o controle biologico. Gs autores
descreveram duas linhagens que produziam agrocina 84, mas
que nac eram agentee de controle eficazes, € sugeriram o

lento crescimento noe caules de tomate inoculados como &
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razao para o fracasso destas linhagens em contrclar a galha.
Posteriormente, Shim et al. (1987) reforgaram a observagao
de que a produgao de agrocina 84 por uma linhagem nao sa
torna, automaticamente, um agente de controle eficaz. Estes
resquisadores compararam a eficiéncia em controlar a galha
da coroa de duass linhagens produtoras de agrocina 84 gque
diferiam apenas quantoc A carga cromossbmica, e verificaram
que uma das linhagens, derivada da linhagem (58, era muito
mencs eficiente que a outra, derivada da linhagem K-84.
Conaiderando a capacidade de colonizar as raizes de
pléntulas de améndoa destas duas linhagens, os autores
atribuiram os resultados obtidoe & ineficiénecia ecolébgica da

primeira, derivada da linhagem C58.

2.1.4 0 agente de controle ideal

Una vez gque a transferéncia do plaemidic pAgK84
constitul uma séria smeag¢a ao sucesso do controle bilolégico
da galha da coroa, & manipulagac genética deste wvetor vem
sendo realizada com o intuito de superar este problema. Shim

et al. (1887 obtiveram um mutante parse o© locus de
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transeferéncia deste plasmidioco (Tra—) que, num contexto

genético adegquado, €é wum eficiente agente de controle
biolégico. Também, linhagens de Rhizobium meliloti Jja foram
testades para a manutengaoc e expressao do plasmidio que

codifica para a produgac de agrocina 84, transferldo através



da utilizagao do plasmidio RP4 como mobilizador, wvieando
contornar o problema de transferéncie do pAgKkB4 para
linhagene de A. tumefaclens patogénicas sensiveis &4 agrocinsa

84 (Hendson & Thomson, 1986).

Paralelamente, como muitas agrobactérias sso
resistentes a agrocina 84, seria 1interessante encontrar
novos agentes de biocontrole que pudessem controlar tais
linhagens. Hendson et al. (1983) identificaram 6 linhagens
de A. tumefaciens produtoras de agrocina dentre 18 testadas.
Os autores discutem o potencial de wuma delas, a linhagem
D286, para uso no controle biolégico da galha apontando suas
vantagens sobre a linhagem K-84. Além de ter produgao in
vitro de agrocina comparével & esta 1tltima e de ter perdido
espontaneamente sua patogenicidade, a linhagem D286 tem taxa
de crescimento mais ré&pida e exibe atividade contra
linhagens de A. tumefaciens gque metabolizam nopalina,
octopina e agropina, enquantc que apenas linhagens com
plasmidios Ti para nopalina sac potencialmente sensiveils a
linhagem K-84. Experimentos de campo seriam necessérios parsa
se confirmar o potencial da linhagem D286 como agente de

biocontrole.

Por cutro lado, o grande sucesso da linhagem K-84 de
A. radicobacter no controle da galha da coroa nao deveria
fomentar a idéjia de que um antagonista 1deal existe e que

apernas necessita ser encontrado. Schroth e Hancock (1981)
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chamam a atengao para o fato de que a galha da coros & uma
doenga Unica na qual o patégeno e o antagonista interagem em

um nicho ecolégico relativamente 1solado, enquanto que o
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ciclo de vida da maioria dos patdégenos de ralizes é tal que

suas populagoes 8Bac governadas por interagoes com véarios
componentes da microblota temperadoes pelo ambiente abidtico,
€ Bugerem que o sucesso no controle biol6gico futuro
resultard do usc de antagonistas combinados, gue possam
inibir efetivamente o organismo alvo durante as diferentes
fases do seu ciclo de vida e alteragoes das condigoes
ambientais. Portanto, na selegao de antagonistas potenciais,
a eficAcias nao deveria ser baseada apenas na habilidede de
reduzir os sintomas da doenga do patdgeno principal, mas
também no seu reflexo sobre o crescimento da plants,
controlando, possivelmente, doengas menores que podem ser de

valor econdmico consideravel.

Moore e Warren (1979) apontam uma série de atributos
que devem ser consliderados importantes no controle biolégico
além da esgpecificidade do s&antagonista, gue neo deve ser
muito restrita, poie tornaria sua aplicagac extremamente
limitada. Estes atributos seriam: (1) & persisténcia do
antagonista:; (2) seguran¢a, ou seja, a nao toxicidade para o
consumidor das plantas tratadas; (3} aceitagao estética, o
que implica em aparéncia, odor e caracteristicas de
manipulagao das plantas agradaveis, ou me lhor, nao

alteradas; (4) facil produgac e egtocegem: (5) bemixo custo,



sendo economicamente competitivo com bactericidas menos
seletivose; (6) facil aplicagao e protecao contra dessecagao
ap6e a inoculagac, o que provavelmente se constituiria em um
incoveniente nas condigoes de campo antes da plantagao. Os
autores ressaltam ainda a importéncia da proporgao do agente
de controle 8 ser empregada, um dos fatores responsaveis
pelo éxito do controle da galha com a linhagem X-84 em
muitos casos, e o efeito preventivo deste tipo de controle,
o que significa sua ineficiéncia sobre infecgoes latentes e
a necessidade das praticas sanitarias sapropriadas e manejo

das plantagoes.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Linhagens bacterianas utilizadas

Tabela 6 — RelacfBo das linhagens bacterianae wutilizadas

e hospedeiros de onde foram iscladas.

—— e —— e —— it e i — . T A — e A A o B e A o e e i A o e A oy e Y e b W . = i P o 1 e S e ek . oy e o e o

— e o — T —— —— . — o T o, o o A Tk P e o T e S e, e B e i T e ol e k. o e e . M A W e . . e B e e o e

X. campestris pv.

vesicatoria

401, 411, 4686 Capsicum anuum (pimentfo)

479 Lycopersicum esculentum
{(tomate)

&lycines

333 Glycine max (soja)

manihotis

289 Manihot esculenta
{mandioce)

- ——— —— = T — . — o — T T T ——— o Y — " o T—— ——— — T — " — " e . o . it o S

* Provenientes do Instituto Bioldgico de Campinas, SeclBo de
Bactérias Fitopatogéniceas.

Para determinados experimentos foram utilizadas
linhagens com mutagao esponténea para resisténcia a
antibidticos, obtidas neste trabalho: 3338mx, 3338p~,

411Spr, ZBB8Sm*r e 4795mr.



2.2.2 Melos de cultura

MEIO COMPLETO NYG

Peptona = i ieeaa.. 5,0
Extrato de levedura .............. 3,0g
Glicerol = 000 @ Liiieeiiaioann 20,0ml
Agua destilada a@BpP. ....00no.e..... 1000ml pH 7,2

Para obtencao de meio s6lido, o dgar fol adlcionado a

Os antibidticos foram utilizados em meio s6lido,
quando neceggario, nasg geguintes concentracoes:
espectinomicina 100ug/ml e estreptomicina 100ug/ml. Quando
utilizados em meilo liquido, os antibidticos tiveram suas

concentracoes reduzidas A& metade.

0 meio de cultura utilizado para germinacao das
sementes de tomate cv. Petomech foli o meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) a 50%, sem a adicao de sacarose, 1inositol e
horménios (&cido indol acético e &cido giberélico)}. Neste

caso, 0 &gar foli adicionado s O,7H%.
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2.2.3 Competicao 1in vitro entre a linhagem produtora de

bacteriocina e a linhagem sensivel

Para este experimento foram utilizados mutantes
esponténeos | da linhagem 333 produtora de bacteriocina,
resistente & Sm, e da linhagem 411 sensivel a esta,
reaist.ente a Sp. As linhagens foram cultivadas em meio NYG
liquido acrescido do antibidtico apropriado, a 282C sob

constante agitagsao.

Foi =analisado o© comportamento destas linhagens
cultivadas individualmente e de maneira combinada em duas

proporcoese diferentes, 1:1 e 2:1 (sBensivel:produtora).

Os8 pré-inéculoe das linhagens, cultivados por 24 horas
em 5ml de meio, foram padronizados para uma DO (densidade
6tica)ecos igual a 1,0. A partir dos pré-infculos foram
efetuados os inéculos em 40ml de meio NYG liquido contidos
em erlenmeyers de 125ml para uma DO inicial de 0,1, nas
devidas proporgoes descritas acima para cada tratamento. As
culturas, individuais ou combinadas, foram entac incubadas
por 36 horas nas condicoes Jé& descritas, e durante este
tempo foram ‘retiradas aliquotas de 2ml, com repetigao, em
intervalos de 3 horas nas primeiras 12 horas e 6 horas nas
24 horae restantes. A leitura da absorbéncia (A) destas
aliquotas foi realizada em um comprimento de onda de 600nm,

contra um branco contendo o mesmo meio utilizado para o
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cultivo da linhagem. As aliquotas coletadas foram também
plagueadas em diluicoes aprorriadas em meio NYG s6lido
contendo Sm ou Sp e incubadas a 28°C para posterior contagem

do numero de células viévels.

Ainda, foram realizados experimentos controle de
competicao entre a linhagem 333 produtora de bacteriocina e
a linhagem 479, insensivel &4 bacteriocina em placa, e entre
a linhagem 411 seneivel e a linhagem 289, que nao produz
bacteriocina em placa contra a linhagem 411. Os mutantes
esponténeos 333Spr e 4788m* foram utilizados, no primeiro
caso, e os mutantes 411Spr e 28895m*, no segundo caeso. O
procedimento foi seguido exatamente como deascrito acima, &
excecao de gqgue ae linhagens foram combinadas apenas na

proporgaoc de 1:1.

A partir das leituras de A (600nm) e contasgem do
nimero de células viédveis resultantes dos plaqueamentos em
meioes seletivos, foram construidos gréficoe para efeito de

comparacao entre os tratamentos.
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2.2.4 Inibicao in vitro da linhagem sensivel & bacteriocina

utilizando o sobrenadante da cultura produtora

A curva de crescimentc da linhagem 411 foi acompanhada
em 5 tratamentos diferentes: em meio NYG liquido apenas, em
meioc NYG acrescido de &Agua destilada esterilizada, na
proporcac de 1:1, e em meio NYG ascrescido do sobrenadante
esterilizado da cultura produtora em 3 diferentes proporcoes
(1:1, 3:1 e 7:1, meio NYG:sobrenadante). O sobrenadante da
cultura produtora, apés centrifugagao, foli esterilizado
através de filtracao em filtros millipore 0,22um, e teve sua
atividade inibitéria contra a linhagem 411 confirmada antes

de se dar inicic a este experimento.

A partir do pré-inéculo da linhagem 411, cultivado em
30ml de meio NYG por 24 horae, foram efetuados os indculos
para os 5 tratamentos em um volume total de 40ml contidos em
erlenmeyvers de 12Z6ml para uma A (600nm) inicial de O,1.
Essas culturas foram incubadas por 30 horas a 2B°C com
agitacao constante, e, durante este tempo, foram retiradas
aliquotas de 2ml, com repeticac, em intervalos de 3 horas. A
leitura da abeorbéncis destas aliguotas fol também realizada
a 600nm, como no item anterior, contra um branco contendo o
meio NYG. As aliquotas coletadas foram também plaqueadas em
diluicoes apropriadas em meio NYG s6lido e incubadas a 28<C

para posterior contegem do nimero de células vidveils.
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Também neste caso, foi resalizado um experimento .

controle de inibicac utilizando a linhagem 4795m* insensivel
4 bacteriocina. O procedimento seguido foi o mesmo descrito
acima, A excecao de que 0 meio NYG acrescido do sobrenadante
esteriiizado da cultura produtora foi utilizado apenas na
proporcao de 1:1, e as culturas foram incubadas por 36
horas, sendo as aliquotas para leitura da A e plagueamento
retiradas em intervalos de 3 horas nas primeiras 12 horas e

de B horas nas 24 horas restantes.

2.2.5 Inibicao dos sintomas de patogenicldade em plantas de

tomate pela linhagem 333 bacteriocinogénica
2.2.5.1 Teste em sementes

As esementes utilizadas foram do cultivar
Petomech (Petoeeed Co., Inc., California, EUA). Eatas foram

previamente desinfectadas como descrito a seguir:

- lavagem em &gua esterilizada adicionada de detergente, 1x
por 2 a 3 minutoes com agitacao

- lavagens em frascos com Agus esterilizada, 8 a 10x por Z
minutos com agitacao

- banho em dgua sanitaria a 40%, 10 minutos com agitacao

-~ lavagens em frascos com 4gua esterilizada, 5x por 2

minutos-
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As sementes foram submetidas a tratamentos com
as linhagens 333 produtora de bacteriocina; 411, 401 e 466,
isoladas de pimentao mas que desenvolven eintomas em
pléntulas ("seedlings”) de tomate cov. Petomech; 289,
avirulenta para “"seedlings” de tomate cv. Petomech e gque nao
inibe as linhagens patogénicas utilizadss Iin vitro; e tembém
com o sobrenadante esterilizado da cultura
bacteriocinogénica incubada por cerca de 18 horas. Cabe
salientar Que as linhagens 401 e 411 eram sensiveis a
linhagem 333, engquanto que a linhagem 466 nao 0 era, sendo
esta, portanto, utilizada como controle neste caso. Os
tratamentos dasg sementes com estas linhagens, assim como com
o sobrenadante, foram realizados iscladamente e de maneira
combinada. Esta Gltima consistiu do tratamento das sementes
com & linhagem 333 (bacteriocinogénica), ou com a 288
(controle), ou ainda com 0 scobrenadante, durante 1 hora e,
em seguida, com uma das linhagens patogénicas por mais 1
hora, e vice-verea. Portanto, foram realizados 24

tratamentos sumarizados abaixo:

1) 333 7) 333+401 13) 289+401 18) Bac+401
2) 289 8) 333+411 14) 288+411 20) Bac+41ll
3) Bac 9) 333+466 15) 2B9+466 21) Bac+466
4) 401 10) 4014333 18) 401+289 22) 401+Bac
5) 411 11) 411+333 17) 411+289 23) 411+4Bac

6) 466" 12) 466+333 18) 466+28% 24) 466+Bac
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As linhagens foram cultivadas em 40ml de meioc
_NYG liquido durante a noite, a 28cC sob agitsgeo constante.
As absorbéncias (600nm) das culturas foram entao
radronizadas. Trinta sementes de tomate previamente
desinfectadas foram mergulhadas na cultura de células, em
cada um dos tratamentos especificados acima, contida em
rlacas de Petri durante 1 hora, e a seguir transferidas para
papel de filtro esterilizado, onde permaneceram por cerca de
5 minutos, antes de serem colocadas nas férmas pléasticas
contendo o meio de germinacao. No caso dos tratamentos
combinados, as sementes foram transferidas do papel de
filtro para a segunda cultura, tratadas por mais 1 hors,
novamente secas e ent8o colocadas nas férmas plésticas. As
linhagens dos tratamentos combinados foram utilizadas na

proporcao de 1:1.

Ap6s o2 tratamentos, as sementes foram
depositadas em férmas pléstices previamente autoclavadas
contendo meio de germinacac MS a BOX. A sdres de germinacsao
para cada eemente foi de 1,69cm2. Estas fdrmas foram
colocadas em caixas plédsticas desinfectedas com &gua
sanitdria e &lcool e entaso vedadas com MAGIPACK. Cerca de
20ml de agua estéril foram depositados no fundo das calxas a
fim de se manter & umidade adequada. Estas foram, a seguir,
introduzidas em sacos plésticos, uma vez que o MAGIPACK

permite a evaporacao da &gua contida nas caixas, tornandoe o
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ambiente ressecado e interferindo com o desenvolvimento dos

sintomas.

Ae caixas contendo as sementes tratadas foram
incubadas em cémara de germinacao a 28°2C com periodo de 8
horae de escuro, e os resultados analisedos de 8 a 10 dias

depois.

2.2.5.2 Teste em “seedlings"”

Este experimento foi efetuado mediante a
incculacaoc dass linhagens bacterlocinogénicse e patogénicas,
agsim como dos controles, em "seedlings’” com 3 a 5 dias de

desenvolvimento.

Cerca de 20 sementes de tomate cv. Petomech
previamente deesinfectadas, como descrito anteriormente,
foram depositadas em placas de Petri estéreis contendo melo
de germinaceo MS (Murashige & Skoog, 1962) a b0OX. Estas
placas foram colocadas em caixas plasticas desinfectadas com
agua sanitdria e dlcool, vedadas com MAGIPACK e incubadas em
c8mara de germinacac a 25¢C, com periodo de escuro de 8

horas por 3 a 5 dias.

As inoculaecoes foram entao realizadas a partir

de culturas em placa mediante o ferimento da porcaco mediana
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do hipocoHtilo, utilizando-ee agulhas ntGmero 7 acopladag a um
cabo para manuselo adequado. Ae linhagens a serem inoculadas
foram repicadas 24 horas antes e incubadas em estufa a 28<C.
Os tratamentos foram realizadoe com as linhagens 333
(bacteriocinogénica e avirulenta para os "seedlings” de
tomate); 288 (avirulenta e que nac inibe as linhagens
patogénicas em placa); e as linhagens 401, 411 e 466
patogénicas, sendo as Z primeiras sensiveis & bacteriocina
da linhagem 333 em placa. Os "seedlings” foram inoculados
com estas linhagens isoladamente e de maneira combinada.
Nesta tiltima, a linhagem patogénica, 401, 411 ou 466, foi
inoculada 24 horas apbHs o indculo da linhagem
bacteriocinogénica 333 ou da iinhagem avirulenta controle

289.

As placas contendo os "seediings” inoculados
foram novamente colocadas nas caixas pléasticas, sendo que
cerca de 20ml de &gua esterilizada foram depositados no
fundo de cada caixa. As caixas, novamente vedadas com
MAGIPACK, foram introduzidas em sacos pléasticos & fim de se
preservar a umidade e incubadas na cé@mara de germinaecso a

28cC por maies 5 dise, quando os resulteados forem analisados.
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2.2.5.3 Teste em hipocdtilos

Visando a simplificacac da metodologia para
anslisar o efeito da linhagem 333 sobre o8 sintomas
desenvolvidos pelas linhagens patogénicas, foram realizados
experimentos inoculando-se a linhagem bact* e /ou a linhagem
patogénica, eassim como o8 controles, em segmentos de

hipocétilos de tomate cv. Petomech.

Os "seedlings"” foram obtidos de maneira andloga
a4 descrita no item anterior, e, quande estavam com cerca de
5 dias de desenvolvimento, tiveram seus hipocbdétiloe cortados

em segmentos de aproximadamente lom.

As linhagene a serem incculadas noes hipocédtilos
foram cultivadas em 30ml de meio NYG liquido durante a
noite, a 28°C e sob agitacao constante. As absorbéncias das
culturas (600nm) foram, a eeguir, padronizadas. Os
tratamentos com as linhagens 333; 28B9; e as patogénicas 401,
411 e 466 foram realizados isoladamente ou de maneira
combinada. Neste ultimo, a linhagem 333 ocu a 289 foi
inoculada simultaneamente com uma das linhagens patogénicas
na proporcaoc de 1:1, ou estas foram inoculadas 18 horas apés
o indculo da linhagem 333 ou da 288. Quando as linhagens
patogénicas foram incculadas depois, estes foram cultivedas
por 16 a 18 horas e tiveram suas absorbidncias novamente

padronizadas de acordo com a A da cultura produtora
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inoculada previamente. Cerca de 10ul da cultura patogénica

foram depoesitadecs sobre os hipocdtilos j& inoculados.

Os hipocétilos tratados foram transferidos
para placas de Petri contendo &gar-~dgua a 1,5%. Foram
colocadog 15 hipocétilos de cada tratamento por placa, com
repeticao. As plecas de Petri foram, a seguir, colocadas na
cé@mara de germinaceo a 28°C e os resultados analisados 4 e 7

dias depois.

Z2.2.5.4 Andlise Estatistica

Os resultados obtlidos dos tratamentos com as
sementes, "seedlings” e  hipocdtilos foram analieados
estatisticamente. Com a finalidade de normalizaclo, as
porcentagens de  individuos doentes encontrados foram
transformadas em valor angular (=arco senc {:), sendo p a

prroporcdo de individuos doentes.

Para comparaclo entre og véarioe tratamentos,
utilizou-se anédlise de variéncis simples, determinando-se a
diferenca minima significativa (DMS) pelo teste de Tukey, &

nivel de 5% de probabilidade (Pimentel Gomes, 1876).

O resultados das snalises estéc indicados nas

figuras através de letras minusculas, sendo que 08 valores
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seguidos pelas mesmae letras nfo diferem significativamente

entre si.



2.3 RESULTADOS

2.3.1 CompeticBo in wvitro entre a linhagem produtora de

bacteriocina e a linhagem sensivel

Este experimento fol realizado com o intuito de Be
analisar o efeito da Ilinhagem bacteriocinogénica gsobre o
crescimento da linhagem senesivel quando ambas eslo inoculadas

Juntas.

A figurs 8 ilustra a variaclo da absorbéncia (600nm)
durante o crescimento das linhagene 3338mr produtora de
bacteriocina e 411Spr seneivel, cultivadas 1isoladamente e
combinadas nas proporcoes 1:1 e 1:2 (produtora:sensivel), e
a figura 8 mostra a variagBo no numero de células vidveis
destas linhagens nas mesmas condigoes. 0O gréafico da figura 8
mostra que a absorbidnica das culturas mistas no tempo 36
horas € bem inferior &4 A das culturas individuais das
linhageng 333 e 411, embora 8 queda da A com relacBo &
cultura 411 sensivel se dé em maior escala do que em relacho
& cultura 333. A variagclBo do numero de células viéveis das
culturas em funcgéo dd tempo de crescimento (figura &)
demonstra que ambas as linhagens tiveram o numero de células
viaveis reduzido quando cultivadas Jjuntas, sendo gque se
congsiderarmos o tempo 36 horas, por exemplo, a reduclo €

maies drastica pare a linhagem sensivel 411.
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Absorbancls {800nm}
161

1 ) 1 i ) 1 ] 1 3 b1 } n
0O
3

6 g 12 1B 18 21 24 27 30 38 36 39
Tempo (h}

——3388Sm —+ 4118p ¥ 833 x 411 (111) —B-333 x 411 (1:2)

Figura B - Variacfo da absorb&ncia (600nm) durante o

crescimento das linhagens 333Smr e 411Spr,

cultivadas isoladamente e combinadas nas

proporcoes 1:1 e 1:2 (produtora:sensivel}.
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Figura 9 - Variaclo do nimero de células viadveis durante o
crescimento das linhagens 333Sm*» e 411i5pr,
cultivadas isoladamente e combinadas nas
proporcoes 1:1 e 1:2 (produtora:sensivel). No

eixo x: 1.0F+x = 10=



Foram realizados experimentos controle a fim de se
verificar se a redugho do numero de células viAvels da
linhagem 411 se deveu & inibiclo pela bacteriocina da
linhagem 333 ou simplesmente & competicfo entre as duas
linhagens. Para isto &8 linhagem 479Smr, insensivel A&
bacteriocina em placa, foi cultivada iscladamente e em
cultura mista com &a linhagem 3338p* (na proporcdo 1:1). A
variac8o da A e do nimerc de células viaveis em funcéo do
tempo de crescimento é ilustrada nas figuras 10 e 11,
respectivamente. A figura 10 mostra que a absorbéncia final
da cultura mista ¢ bem inferior a4 A da cultura 4785mr
crescida isoladamente e pouco inferior 4 da cultura 333Spr,
ilustrando uma inibiclo da linhagem 478 guando cultivada
juntamente com a linhagem 333, semelhante &quela verificada
para & linhagem 411 sensivel & bacteriocina. O grafico da
figura 11 confirma essa Iinibiclo, evidenciando também a
reducBo do numero de célulag vidveils da prépria linhagem
bacteriocinogénica 333 em cultura mista. Entretanto,
observou-se gque a inibiclo foi maie acentuada para a

linhagem 479.
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Absorbancis {600nm)
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——479Sm —+-3338p % 479Sm x 3338p (1:1)

Figura 10 - Variac8o da abeorbéncia (600nm) durante o
cresclimento das linhagens 333Spr e 4785mr,

cultivadas isoladamente e combinadas na

proporcho 1:1 .
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Figura 11 - Variac8oc do numero de células vigveis durante o
crescimento das linhagens 3338pr e 4798mr,
cultivadas iscladamente e combinadas na

proporglo 1:1. No eixo x: 1.0E+x = 10,



Ainda como controle, a linhagem 289Smr, que nfo tem
atividadei inibit6éria eobre a linhagem 411 em placa, foi
cultivada isoladamente e em cultura mista com a linhagem
411Sp* na proporclo 1:1. As figures 12 e 13 mostram,
regpectivamente, a variac8o da A e do nimero de células
viaveis destas culturaes em funclo do tempo de crescimento. O
grafico da figura 12 mostra que o valor de absorbancia final
da cultura mieta é praticamente o mesmo que aguele observado
para a cultura da linhagem 411S5p* crescida isoladamente, e
pouco inferior & A final obgservada para a cultura 288Smr. O
ntmero final de células vidveis da linhagem 411 ndo se
alterou muito guando esta fol cultivada Juntamente com a
linhagem 289Sm*. Por ocutro lado, se consgiderarmos os valores
obtidos no tempo 36 horas, a linhagem 289 teve a populacho
de células vidveis bastante reduzida quando em cultura

mipgta.
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Absorbancla (800nm}
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—— 280Sm- —+— 411Sp ¥ 2805m x 411Sp (1:1)

Figura 12 - Variacl8o da absorbéncia (600nm) durante
crescimento das linhagens 2895m*» e 4115pr,

culturas isolada e mista na proporcloc 1:1.
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Figura 13 - Variac8o do niomerc de células vidveis durante o
crescimento das linhagens 289Sm* e 411Spr, em
culturae isoleda e mista na proporclo 1:1. No

eixo x: 1.0E+x = 10w,



2.3.2 Inibic8o In vitro da linhagem Bensivel & bacteriocina

utilizande o sobrenadante da cultura produtora

A linhagem 411 foi cultivada em meio NYG adicionado do
sobrenadante esterilizado da cultura produtora em diferentes
proporcoes, com 8 finslidade de se wverificar o efeito do
sobrenadante com atividade de Dbacterjiocina sobre o

crescimento da linhagem sensivel.

A figura 14 mostra a wvariacho da absorbéncia das
culturas da linhagem 411, incubada em meio NYG adiéionado do
sobrenadante nag Proporcoes 1:1, 3:1 e T:1
(NYG:sobrenadante), em funclo do tempo. O que se verificou
foi uma relaclo inversa entre a quantidade de sobrenadante
adicionado ao meio NYG e a raz&o de crescimento da cultura
sensivel, ou seja, gquantoc mais sobrenadante se adiciona
menor & o crescimento da linhagem sensivel. No caso da
proporcéo 1:1, maior proporc8o de sobrenadante utilizada, a
DO da cultura sensivel permaneceu constante durante todo o
tempo de incubaclo, isto &, a razfio de crescimento fol zero.
Além disso, observou-se que até cerca de 9 horas todas as
proporcoes de sobrenadante utilizadas tiveram o mesmo efeito
sobre a abeorbincia das culturas, e a partir dai houve
crescimente da linhagem com as proporcoes 3:1 e 7:1, mas em
escalas diferentes. A variacBo da A em funcho do tempo de
incubag&o da cultura 411 em meio NYG adicionado de &gua

egterilizada, na propor¢éo 1:1, é semelhante Aguela
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verificada para a cultura sensivel crescida em meic NYG
apenag, havendo uma ligeira reducBoc na A final de 1,414 pars

1,1856.

O gréafico da figura 15, que mostra a variaclBo do
ntmero de células da cultura sensivel durante a incubacg8o em
meio NYG acrescido do sobrenadante nas proporcoes 1:1, 3:1 e
T:1, confirma os resultados visualizados na figura 14, ou
seja, a razfo de crescimento da linhagem sensivel diminui a
medida que se adiciona mals scobrenadante estéril da linhagem

bacteriocinogénica ao meio NYQ.
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Figura 14 - Variaclc da absorbéncia (600nm) durante o

crescimento da linhagem esensivel 411 em meio NYG
apenas e acrescido do sobrenadante estéril nas

proporgoes 1:1, 3:1 e 7:1 (NYG:sobrenadante).
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Figura 15 - Variaclc do numero de células vidvels durante o
crescimento da linhagem sensivel 411 em meio NYG
apenas e acrescido do sobrenadante estéril nas
proporcoes 1:1, 3:1 e 7:1 (NYG:sobrenadante). No

eixo x: 1.0FE+x = 10>



Com o- intuito de se averiguar se a inibicéo da
linhagem sensivel era devida & bacterlocina produzida pelsa
linhagem 333 e presente no sobrenadante da cultura desta,
acompanhou-se © cresclimento da linhagem 479Sm* em meio NYG
com e sem & adic8o do sobrenadante da cultura. bac*, na
proporgcéo 1:1. Esta linhagem foi também inoculada em meio
NYG adicionadc de &gua esterilizada, coms um controle pars a

reducdo na quantidade de nutrientes que ocorre quando sBe

adiciona o sobrenadante ao meio NYG na proporglo 1:1.

As figuras 16 e 17 ilustram, respectivamente, a
variaclic da A e do numero de células durante o crescimento
da linhagem 4795m* em melo NYG apenas e adicionado do
sobrenadante da cultura bac* ou de dgua, na proporcédo 1:1. 0O
grafico da figura 16 demonstra gue s partir de 24 horas ha
uma queda nos valores de A da cultura 479Sm* em meio NYG
adicionadeo do sobrenadante. Entretanto, durante toda a fase
exponencial da curva, o crescimento da linhagem 478Smr em
meio NYG contendo o sobrenadante acompanha o crescimento da
mesma nos tratamentos controle, ou seja, em meio NYG apenas
ou contendo &gua esterilizada. A qQueda na A da cultura
crescida em meio NYG adicionado do sobrenadante néoc se
verifica quando a linhagem é cultivada neste meio adicionado
de 4gua na mesma proporglo. Por outro lado, esta diferenca
nog valores finais de A entre os tretamentos néo €& tho
acentuada quanto &quelas verificada para &a cultura da

linhagem 411 sensivel & bacteriocina.
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A figura 17 mostra também gue a variacac do numero de
células durante o crescimento_da linhagem 4785mr em meio
adicionado do sobrenadante da cultura bac*, acompanha a
variac8o verificada para esta linhagem crescida em meio NYG
apenas. Houve um aumentc do numero de células na fase
exponencial do crescimento em ambos o8 casosg, sendo que
comeca a decair em torno de 20 horas de crescimento em meio
adicionado de eobrenadante e 22 horas em meio NYG apenas.
Entretanto, & diferenga no numeroc final de células vidveis

entre os dois tratamentos & grande, da ordem de 103UFC/ml.
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Figura 16 - Variag8oc da A (600nm) durante o crescimento da
linhagem 4798Sm* em meio NYG apenas e adicionado
de sobrenadante ou é&dgua estéril na proporclo

1:1.
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2.3.3 Inibiclo dos sintomas de patogenicidade em plantas de

tomate pela linhagem 333 bacterlocinogénica

2.3.3.1 Teste em sementes

Como regra gersl, a andlise esptatistica foi
realizada congiderando-se duas classesB de plantas,
analisados de 8 a 10 dias apés o tratamento: sadias e
doentes. Entretanto, a classe dae plantas doentes englobou
agquelas que desenvolveram sintomas bem pronunciados, como =
murcha e o encharcamento e necrose das folhas, sendo que os
"seedlings” se apresentavam caidos, embora o hipocodtilo néo
exibisse sintomas, e também aquelas plantas com sintomas
atenuados, como folhas Umidas com regloes semelhantes a
tumores, ou folhase ligeiramente ressecadas e contorcidas com
pontoe de clorose. Estas NUltimas, embora se apresentassem
eretas como as plantas sadias, foram classificadas como
parcialmente doentes deede gque exibiam a tendénciae a

desenvolver os esintomas € eram menos vigorosas

A figura 1B mostra os resultados obtidos com o
tratamento das sementes do c¢v. Petomech c¢om a linhagem
patogénica 401 isolada e combinada com a linhagem
bacteriocinogénica 333 ou com a linhagem controle 289. O que
se obeervou foli uma redugho ou extincho doe sintomas qQuando
as egementes foram tratadas com a linhagem patogénica 401

combinada com a linhagem 333, sendo esta Gltima aplicada
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antes ou &apése o inéculo da linhagem patogénica. As letras
indicam que os tratamentos nlo diferem significativamente
entre si, portanto o tratamento com a linhagem 333 (c) é
igual ao tratementc 333+401 (bc) e ao tratamento 401+333
(c). Isto néc fol observado quande as sementes foram
tratadas com a linhagem patogénica combinada com a linhagem
289, uma vez que &a totalidade, ou quase, das plantas
desenvolveu sintomas semelhantes aqueles desenvolvidos pela
linhagem 401 gquando inoculada isoladamente. Entretanto, mais
de 60% do tratamento controle com a linhagem 288 desenvolveu
algum tipo de sintoma, como folhas ligeiramente deformadas

com pontos de clorose, sintomas estes bem diferentes

daqueles descritos pars os individuos considerados doentes.

Este efeito poesitivo obtido quando & linhagem
patogénica 401 foi inoculada Jjuntamente com & linhagem 333
nas sementes do cv. Petomech, pode ser visualizado na figura
19 (A), onde oe “"seedlings” do tratamento 401 apresentam-se
caidos e com as folhas totalmente encharcadas, enquanto gue
os "seedlings” dos tratamentos combinados com a linhagem 333
bac*+ sapresentam-se eretos e com vigor. A figura 18 (B)
ilustra o8 resultadoe obtidos com os tratamentos das
sementes com & linhagem patogénica 401 combinada com &
linhagem 288. 08 ‘'seedlings" apresentam-se de maneira

semelhante aqueles tratados apenas com & linhagem 401.
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Figura 18 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,
parcialmente doentes e sadios apés 2 dias de
incubag8o das sementes tratadas em cémara ds
germinac&o a 28°C com 8 horas de escuro. Os

tratamentos estéo egpecificados abaixo das

barras.
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Figura 19 - "Seedlings"” obtidos apds os tratamentos das
sementes com a linhagem patogénica 401 isolada e
combinada com a linhagem 333 bac* (A) e com a
linhagem 289 (B), com 9 dias de incubacéo em
camara de germinacdo a 28°C com 8 horas diarias

de escuro.



0O histograma da figura 20 mostra os resultados
obtides com a inoculaglo dae eementes com a linhagem
péfogénica 411, isoladamente ou em diferentes combinacoes.
As letras indicam que os tratamentos cujas inoculacoes com a
linhagem 411 precederam ou seguiram o inéculo com a linhagem
333 bac* n&éo diferem estatisticamente do tratamento isolado
com a linhagem 333. Como ocorreu com & linhagem 401, este
efeito positivo sobre o8 '"seedlings” n8o fol wverificado
quando a linhagem 289 foi combinada com a linhagem 411
patogénica. Entretanto, o tratamento onde s linhagem 411 foi
inoculada antes que a 289 (ab) néo diferiu
significativamente dos tratamentos controle com a linhagem
333 (b} ou 288 (ab). Também o tratamento isolado com &
linhagem 411 (ab) néo diferiu doe tratamentos com a linhagem

333 (b)) ou 288 (ab).
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Figura 20 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,

parcialmente doentes e sadios apos 9 dias de
incubacloc das sementes tratadas em cdmara de
germinaclo a 28°C com 8 horas de escuro. Us
tratamentos estdo especificados abaixo das

barras.

143



Os resultados obtidos com os tratamentos das
sementes com a linhagem patogénica ‘466 combinada com a
linhagem 333 bac* ou com a linhagem 288 s8oc moetrados na
figura 21. Novamente, os tratamentos cujas inoculacoes com a
linhagem patogénica 466 foram precedidas ou seguidas do
indculo com a linhagem bact nfoc diferiram significativamente
do tratamento isolado com a linhagem 333. J& os tratamentos
com a linhagem patogénica combinada com a linhagem 288 (a)
s80 ilguais a0 tratamento isoclade com a linhagem 468 (a),

onde 100% dog individuos desenvolveu sintomas de doenga.

A aparéncia dos "seedlings” resultantes do
tratamento combinado onde s linhagem patogénica 466 foil
inoculada antes da linhagem bac*+ 333 & mostrada na figura 19

(A).
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Figura 21 — Histograma da porcentagem de individuos doentes,

parcialmente doentee e sadiocs apbe 9 diss de
incubacfo das sementes tratadas em clmara de
germinacho a 28°C com 8 horas de escuro. Os
tratamentos estéo especificados abaixo das

barras.
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C histograma da figura 22 moatra os resultados
obtides com os tratamentos das sementes com as linhagens
patogénicas combinadas com o sobrenadante estéril da cultura
produtora de bacteriocina. 0O que ege verificoun fol que o
tratamento das sementes com o sobrenadante com atividade de
bactericcina antes ou apbés o tratamento com uma das
linhagens patogénicae nlho tem qualgquer efeito sobre o
desenvolvimento de sintomas pelos "seedlings” de tomate. As
letras indicam que o8 tratamentos com ae linhagens
patogénicas combinadas com o sobrenadante ndo diferem
significativamente dos ‘tratamentos isolados com estas
linhagens. Apenas o tratamento controle com 0 sobrensdante
{b) difere dos outros, uma vez gue cerca de BOX dos

individuos mostraram-se sadios.

A aparéncias dos "seedlings” resultantes dos
tratamentos combinados entre a linhagem patogénica 401 e o
sobrenadante da cultura produtora de Dbacteriocina é

ilustrada na figura 19 (B) .
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Figura 22 - Histogramsa da porcentagem de individuos doentes,

parcialmente dcentee e sadioe apdés 9 dias de
incubacdc das sementes tratadas em cémara de
germinaclo a 28=2C com 8 horas de escuro. Os
tratamentos estdo especificados abaixo das

barras.
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2.3.3.2 Teste em "seedlings”

Também neste caso, & andlise estatistica dos
resultados obtidos foi realizada considerando-se duas
classes de individuos, doentes e sadios, analisados 5 dias
apb6s o indGeulo com a linhagem patogénica. Como no item
anterior, & classe dos individuos doentes englobou agueles
consideradoe como parcialmente doentes. Foram considerados
rarcialmente doentes o8 individuos que apresentavam &8s
folhas ligeiramente ressecadas ou murchas e enroladas, e
hipoc6tilos com inicio de constriccéo na porcéo superior. Os
sintomas exibidos pelos hipocétilos destes individuos eram
mais restritos ao local do inSculo, onde o tecido
aparentemente se abriu. Os individuos considerados doentes
apresentavam folhas totalmente ressecadas, assim como parte
do hipocétilo. Os “"seedlings” mostraram-se caldos, sendo que
em alguns a constricgclo no local do inéculo fol total e,
portanto, a porgho do “"seedling” acima do ponto de intculo
foli destacada do resto. Em algune individuos o tecido do
hipocétilo se abriu no local do ferimento e ao longo do seu
comprimento. De maneira geral, o8 "eeedlings” inoculados
iscladamente com a linhagem patogénica 466 desenvolveram
sintomas mais drésticos, com apodrecimento das folhas e do

hipocédtilo.

A figurs 23 mostra os resultados encontrados

para os tratamentos de ‘“seedlings” com &a linhagem 401
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iscladamente e 24 horas aplés o inG6culo com a linhagem 333
bact* ou com & 1linhagem 289. As letras indicam que os
tratamentos combinados entre & linhagem 333 ou a linhagem
289 e 8 patogénica 401 diferem estatisticamente entre si e
com relaclo aos tratamentos controle 333 (d) e 289 (4), onde
100% dos individuos se mostrou sadlo, assim como com relacéo

80 tratamento isolado com a linhagem 401 (a).

0O efeito dos tratamentos 401 e 3334401 apds 5
dias de incubaclo, pode ser visualizado na figura 24 (A e B,

respectivamente)}). O tratamento controle 333 é& 1ilustrado na

figura 25.
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Figura 23 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,
parcislmente doentes e sadios apbs B dias de
incubacfo dos “seedlings" inoculados em c&mara
de germinagloc a 28°C. Os tratamentos estlo

especificados abaixo das barras.
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Figura 24 - "Seedlinge" inoculados com a linhagem patogénica
401 isoladamente (A) e 24 horas apbés o inbéculo
com a linhagem 333 bac* (B), depois de 5 dias de

incubac&o em cémara de germinacéo a 28<C.
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Figura 25 - "Seedlings" inoculados com a linhagem 333 bac*

ap6s 5 dias de incubac&o em cémara de germinacdo

a 28cC.



As porcentagens de individuos sadios e doentes
encontradas para oe tratamentos com a linhagem patogénica
411 inoculada isoladamente nos “"seedlings” e 24 horas apds o
in6culo com a linhagem 333 ou com & linhagem 289, sbo
mostradae no histograma da figura 26. A andlise estatistica
dos dados mostrou dque o tratamentos onde &a linhagem
patogénica foi inoculada apés & 333 ou a 288 (b) ndo diferem
significativamente dos tratamentos controle, inoculados
apenas com a linhagem 333 (b) ou com a linhagem 289 (b).
Apenas © tratamento isclado com a linhagem patogénica 411
diferiu ao nivel de 5%. Neste caso, ambas as linhagens, 333
e 288, tiveram efeito positive esobre o8 “seedlings” de
tomate inoculades com a linhagem patogénica 411. Entretanto,
deve-se considerar que a maior parte dos individuos n&o
sadioe resultantes da inoculaclo isolada com a linhagem 411

foram apenap parcialmente doentes.
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Figura 26 - Hiestograma da porcentagem de individuos dcoentes,
| parcialmente doentes e sadios apbe 5 dias de
incubac8o dos "seedlings" inoculados em céamara

de germinac&o a 2BceC. Os tratamentos estho

especificados abaixo das barras.



A figura 27 ilustra as porcentagens de
individuos sadios e doentes obtidas mediante o tratamento
doe "seedlings” com a linhagem patogénica 466 isoladamente &
24 horae apds o indculo com & linhagem 333 ou com a linhagem
289. As letras indicam qgque o8 tratamentos combinados,
333+466 (a) e 2894466 (a), sbo iguais ao tratamento isclado
com a linhagem 466, e estes diferem dos tratamentoe controle
333 (b) e 289 (b). Neste caso, nem & linhagem bact+ e nem &
linhagem controle 289 teve efeito ecbre o8 sintomas
desenvolvidos pela linhagem patogénica 466 em “"seedlings” de

tomate.

155



% de Individuos

120

100

80

60

AQD -]

20

0

383

280 466 3383+466 280+460

B doonte M parclalmente doente sadlo

Figura 27 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,

parcialmente doentes e sadios apdés 5 dias de
incubac&o dos "seedlings" inoculados em camara
de germianacdo a 282C. Os tratamentos estéo

especificados abaixo das barras.
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2.3.3.3 Teste em hipocdtilos

Novamente, a anédlise estatistica dos resultados
obtidos foi realizada considerando-se as classes de
individuos doentes e sadios, anslisados 7 dias apbs os
tratamentoe. Também neste caso, &a classe de individuos
doentes incluiu agqueles considerados parcialmente doentes.
Foram classificados como parcialmente doentes os hipocdtilos
gue apresentavam apenas ag extremidades, menos de 50%, com
apodrecimento. Os hipocétilos considerados doentes
apresentavam-se totalmente, ou mais de 50% do tecido, com
‘apodrecimento, caracterizado pela degradagc8o do tecido do

hipocéotilo.

A figura 28 ilustra os resultados encontrados
para o tratamento de hipocétilos com a linhagem patogénica
401 inoculada isoladamente e com a linhagem 333 ou com a
288. O 1inbculo da 1linhagem patogénica nos tratamentos
combinados foi realizado simultaneamente ou 18 horas apdés o
indculoc da linhagem 333 bac* ou da linhagem 289 controle. O
que se observou fol um efeito positivo sobre o8 hipocodtilos
quando se inoculou a linhagem 333 bac* simultaneamente ou 18
horas antes da linhagem 401 patogénica, uma vez gque se
obteve 100%, ou quase, de individuos sadios, comparado com
100% de individuos doentes obtidos com o tratamente isolado
com & linhagem patogénica 401. Isto nho foi wverificadeo

quando se inoculou a linhagem 288 controle simultaneamente
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com a linhagem patogénica 401, desde que 100%¥ dos individuos
apresentaram-ge doentes. Jd o tratamento onde a linhagem 288
foi inoculada 18 horas antes do inécule da patogénica (b),
mostrou-se igual aos tratamentos controle com a 333 (b) ou

com a 289 (b) spenas, ou eeja, 100% dos individuos sadios.

Oes hipoc6tilos tratados com a linhagem 401
isoladamente e combinada com a linhagem 333 ou 2B92 sdo

moetrados nas figuras 29 e 30, respectivamente.
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Figura 28 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,
parcialmente doentes e sadios resultantes do
tratamento de hipocétiloe apdés 7 dias de
incubacBo em cémara de germinagdo a 28cC. Os
tratamentos estéo especificados abaixo das

barras.
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Figura 29 - Hipocétilos tratados com a linhagem patogénica

401 apbés 7 dias de incubacédo em cémara de

germinacdo a 28°C.
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Figura 30 - Hipocotilos tratados com a linhagem 401

combinada simultaneamente com & linhagem 333
bac+ (A) e com a linhagem 289 (B), ap6s 7 dias

de incubac&oc em cémara de germinac8o a 28°C.



O histograma da figura 31 demonstra os
resultados obtidos do tratamento de hipocbtilos com a
linhagem patogénica 411, inoculada isoladamente e combinada
com a linhagem 333 ou com & 288. O in6culo da linhagem 411
nos tratamentos combinados fol realizado como descrito para
a linhagem 40l1. N&o houve valores intermedidrios dentro
destes tratamentos, ou seja, obteve-se zero ou 100% de
individuos doentes. Portanto, os tratamentos nos quais se
obteve 100% de individuos doentes foi discriminado como "a",
e agqueles em qQue o valor pare este classe foi zero, como
"b". Verificou-se que nos tratamentos em que se inoculou a
linhagem 333 simultaneamente ou 18 horas antes do indculo
com a linhagem patogénica 411, assim como no tratamento em
que os hipocétilos foram inoculados 18 horas anteg com &
linhagem 289, obteve-se 100% de individuos sadiog,
contrastando com 100¥ de individuos doentes obtidos com o©
tratamento isclsdo com a linhagem 411. Por outro lado, todos

os hipocétilos tratados simultaneamente com a linhagem 411 e

s 289 mostraram-se doentes,
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Figura 31 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,

parcialmente doentes e sadios resultantes do
tratamentc de Thipocétilos apées 7 dias de
incubacho em cémara de germinagéo a 28°C. Os
tratamentos estldo especificados abaixo das

barras.
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A figura 32 mostra os resultados obtidos dos
tratamentos de hipocdétiles com a linhagem 466. Esta foi
inoculada isoladamente e combinada com & linhagem 333 bac+
ou com a linhagem 289 controcle, como descrito para as
linhagens 401 e 411. O tratamento simulté&neo deoe hipocdtilos
com & linhagem 333 e a linhagem patogénica 466 (b) diferiu
significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, dos
tratamentoe controle 333 e 289 (c), uma vez qQue mais de B0%
dos individuos desenvolveram sintomas. Por outro lado, este
mesmo tratamento se mostrou estatisticamente diferente do
tratamento isolado com & linhagem patogénica 466 (a)}). Ja os
tratamentos combinados onde a linhagem 333 bac* ou a 288
controle foili inoculada 18 horas antee da linhagem patogénica
466, mostraram—se i1iguais &sos tratamentos controle com =a
linhagem 333 ou com a 289 (c), desde que a porcentagem de
individuoe sadioe foi 100% em todos estes casos. O
tratamento onde a linhagem 289 foi inoculada simultaneamente
com a linhagem patogénica 466, n#o teve gualquer efeito
sobre os sintomas causados pela linhagem patogénica, pois
todoe os individuos tratados mostraram—-se doentes depois de

7 dias.

164



165

% de Indlviduos

120

100 -

80

60

40

201

0

333 286 460 333+468 333(antes) 289+466 288(antes)

Bl doente parclalments doente sadio

Figura 32 - Histograma da porcentagem de individuos doentes,
parcialmente doentes e gadiocs resultantes do
tratamento de hipocdtilos apdés 7 dias de
incubacAc em cémara de germinacho & 28<C. OUs
tratamentos estlo especificados abaixo das

barras.



2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Competicao In vitro entre a linhagem produtora de

bacteriocina e a linhagem sensivel

As curvas de crescimento das linhagens 333Smr e 411Sp~
construidas a partir do experimento de competigao entre as
duas linhagens (figuree B e 9) sugerem uma forte inibic¢eo do
crescimento da linhagem sensivel 411Sp* em culturas mistas,
embora o naGmero de células viadvels da linhagem produt-ora
3338mr também tenha sido reduzido nestas culturas. Observa-
se na figura 9 que & medida que se aumenta a proporgao da
linhagem produtora 333Sm*, a inibicao do crescimento de

-

ambage a&s linhagens é maior.

Considerando-se as curvas construidas a partir do
experimento controle de competicao entre as linhagens 333Spr
produtora de bacteriocina e & 4785m* ineensivel a esta em
placa (figuras 10 e 11), vemos que também a linhagem 479
parece ser inibida gquande em cultura mista, assim como a
prépria linhagem 333. Entretanteo, neste caso, o perfil de
variacao da Aescoc da cultura mista é similar ao da A da
cultura 333 incubada iscladamente, e o ndimero final de
células vidveir desta Ultima é inferior asoc da linhagem 479.
Ja os resultados obtidoe com o0 experimento controle de

competigao entre as linhagens 2888Sm*®, gque nao inibe =8
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linhagem 411 em placa, e esta Oltima (figuras 12 e 13),
mogtram que & linhagem 411 teve vantagem em cultura mista,

sendo que a linhagem 289 & que foi deslocada (figura 13).

Entretanto, os dadoe obtidos a partir destes
experimentos, em conjunto, nsoc permitem afirmar que a
inibigao da linhagem 411 se deu realmente em virtude de sua
sensibilidade em placa & Dbacteriocina produzida pela
linhagem 333 de X. campestris pv. glycines. Por outro lado,
o comportamento da linhagem 411 em cultura mista com a
linhagem 289 aliado ao fato de que a inibicao da linhagem
411 é malor & medida que se aumenta a propor¢ao da linhagem
333, sao fortes indiclos de que esta inibicac seja um
fendmeno especifico provocado pela linhagem 333
bacteriocinogénica, e nao apenae um efeito de competicao
entre ae duas linhagens. Deesa forma, a reducfo do nimero de
cé€lulag vidveis da linhagem 333 em cultura mista poderia ser
explicada pela prépria tendéncia de queda da curva dessa
linhagem =pbe 15 horas de crescimento aliada & presenca de
produtos té6xicos liberados pelas células da linhagem 411 gque

estao sofrendo lise.

Resultados semelhantes foram registrados em
experimentos de competiclo in vive com Pseudomonas syringae
em tecidos de feijBo (Smidt & Vidaver, 1882) e com Erwinia
carotovora em tubérculos de bsatata (Axelrood et al., 1888),

nos quais se wverificou a inibiclo de linhagens sensivels
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Quando co-inoculadas com a linhagem bacteriocinogénica,
sendo a  bacteriocina confirmada como a substéncia
| responsdvel pela inibic&oc. Entretanto, héd registros de
experimentos de competicho in vivo entre linhagens
produtoras e néo produtoras de bacteriocina de Rhizobium
phaseoli, nos quals néo foli detectada a vantagem seletiva
das linhagens bacteriocinogénicas scobre as demais (Cassini &
Azevedo, 1981). Repultados deste tipo também foram
encontrados em experimentos de competiclo in vitro por
Roeato e Deniels (comunicacho pessocal), que n8&o detectaram
inibiclo do crescimento de wuma linhagem sensivel de X.
campestris pv. passiflorae gquando em cultura mista com a

linhagem bac+ 012223 do pv. clitri.

2.4.2 Inibicao in vitro da linhagem sensivel & bacteriocina

utllizando o sobrenadante da cultura produtora

Os resultados ocbtidos com o experimento de inibigao da
linhagem sensivel 411 crescida em meio NYG acrescido do
sobrenadante esterilizado da cultura produtora (figuras 14 e
15), sugerem gque a inibicao da linhagem sensivel se da
devido a alguma substéncia presente neste sobrenadante, e
nao & redugao dos nutrientes presentes no meio NYG. Isto
porgue gquando o meio NYG &€ acrescido de agua, esta inibigao
da linhagem sensivel nao é observada. Nota-se ainda, nas

figuras 14 e 15, que é necessario uma proporcaoc de 1:1 {meio
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NYG:sobrenadante) para que a inibicao da linhagem 411 seja
total, isto &, razao de crescimento igual a zero. Isto pode
indlcer que a substlncia responsavel pela morte e lise da
célula sensivel nao & reciclada, ou seje, nao ha um "turn

over"” das moléculas.

Entretanto, os resultados encontrados pars a linhagem
479 crescida em meio NYG adiciocnade do =sobrenadante da
cultura preodutora (figuras 16 e 17) nao permitem afirmar que
a inibicgso obseervada para a linhagem 411 realmente se deveu
a4 bacteriocina produzida pela linhagem 333 e presente no
sobrenadante, ou se a algum outro composto inespecifico
resultante do metabolismo desta linhagem. Isto porque a
linhagem 479 insensivel & bacteriocina também foi inibida
quando crescida na presenca do sobrenadante. Por outreo lado,
observa-se na figura 17 que o perfil da curva de crescimento
da linhagem 479 inoculada em NYG adicionado de sobrenadante,
na proporcao 1l:1, & bem diferente daquele observado para a
linhagem 411 cultivada nas mesmas condigoes. 0 nimero de
célulae vidveis da linhagem 4789 comega a decair apenas apfHs
18 horae de crescimento, engquanto gque o nimero de células
vidveis da linhegem 411 nao se altera desde o tempo zero, ou
seja, nao ha crescimento algum. Esta inibigao da linhagem
479 a patir da fase exponencial tardia poderia entao ser
explicada pela presenca de algum outro composto presente no
sobrenadante que comecgasse & ser incorporado nesta fase e

provocasse a morte celular. Ainda, poderia ser resultado da
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inespecificidade da ligac&orentre & bacterioccina e a células

da linhagem 479, insensivel a esta substéncia em placa.

2.4.3 Inibicao dos slntomas de patogeniclidade em plantas de

tomate pela linhagem 333 bacteriocinogénica

Estes experimentos foram realizados com o intuito de
se avaliar o potencial da linhagem bacteriocinogénica 333 de
X. campestris pv. glycines para inibir o desenvolvimentc de
sintomas em plantas de tomate por linhagene patcogénicas do
pv. vesicatoria. Diferentes metodologias foram testadas
visando estabelecer um ensaio rapido que fornecesse

resultados reproduziveis e confisdveis.

2.4.3.1 Teste em sementes

A andlise estatistica dos resultados obtidos
com o tratamento das sementes com a linhagem patogénica 401
isolado e combinado com &a linhagem bac+* 333 ou com =
linhagem controle 289 (figura 18) indicou que o tratamento
com a linhagem 333 antes ou apds o indculo com a linhagem
401 reduziu significativamente os sintomas exibidos pelos
"seedlinges” apdes 8 dias de incubsaceo. Estes resultados naoc
foram obtidos quando as sementes foram tratadas com a

linhagem controle 2B8 antes ou apd6s o tratamento com a 401.
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Esta linhagem tem sido utilizada correntemente no
laboratério como controle em outros testes de
patogenicidade, uma vez que nfo desenvolve gsintomas nos
cultivares de tomate utilizados. Entretanto, cabe salientar
que a linhagem 289 nao se mostrou indécua as sementes do cv.
Petomech como s8e esperava, uma vez gque mais de B0% exibiu
algum tipo de sintoma, embora bem diferente dagqueles

apresentados pelos individuos considerados doentes.

Oe resultados visualizados na figura 20 também
sugerem um efeito positivo da linhagem bacteriocinocgénica
333 sobre os "seedlings” quando esta foi inoculada antes ou
ap6s & linhagem patogénica 411. Entretanto, a anéalise
estatistica destes resultados indicam que os tratamentos
combinados da linhagem 411 com a linhagem 333 nao diferem
gignificativamente ao nivel de 5% do tratamento isolado com
a linhagem 411, e que este nao difere do tratamento isolado
com a linhagem 333. Estes tratamentos, aparentemente tao
distintos, foram considerados iguais pelo teste de Tukey
devido aoc valor elevado encontrado para a DMS (diferenca
minima significativsa), igual & 59,88. Este problems
egtatistico poderia ser contornado, possivelmente,
aumentando-se o nimero de repeticoes dos tratamentos., ou
meemo utilizando um outro controle negative nos testes de

patogenicidade qQue se mostrasse mais confidvel que a 289.
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Quanto aos resultados obtidos com os
tratamentos das gsementes com a linhagem patogénica 466
(figura 21), a analise _ estatistica indicou que os
tratamentos combinados com & linhagem 333 reduziram de
maneira significativa oes sintomas desenvolvidos pela
linhagem patogénica 466. Cabe lembrar, entretanto, que esta
linhagem nao é sensivel & bacteriocina da linhagem 333 em
placa. Resultados semelhantee foram registrados por Moore
(1977), que verificou acentuada reducldo na incidéncia de
galha em "seedlings” de cereja gquando estes eram tratadocs
com a linhagem 84 de 4. radicobacter antes ou apds terem sido
inoculadoeg com uma mistura de 6 linhagens patogénices de 4.

tumefaciens, das quais 2 eram insensiveis & agrocina 84.

Esta inibicao dos sintomas nao foi observada
nos tratamentos combinados com a linhagem 288, o0os quais
foram considerados estatisticamente iguais &ao tratamento
isolado com a linhagem patogénica 466. Mais uma vez, & de
interesse salientar gue o tratamento controle com a linhagem
2B9 nao se mostrou totalmente indcuo para as sementes de
tomate e, portanto, os tratamentos combinados da linhagem

patogénica 466 com esta linhagem nao devem ser considerados.

Os tratamentoeg com o sobrenadante esterilizado
da cultura produtora antes ou apds o tratamento com qualauer

uma das trés linhagens patogénicas utilizadas (figura 22)
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ndo demonstraram qualgquer efeito de reducéo no

desenvolvimento de sintomase por estas linhagens.

Estes tratamentos foram realizados também com
sementes de pimentao cv. Magda (Produto Agroflora S5/A, Sao
Paulo, 8P), dados nao mostrados, exceto aqueles com a
linhagem patogénica 466. Observou-se o mesmo efeito de
inibicaoc do desenvolvimento de sintomas pelas linhagens
patogénicas 401 e 411, guando as sementes foram tratadas
previamente ou posteriormente com a linhagem 333 bac+.
Entretanto, isto nao foi observado quando as sementes foram
tratadas com a linhagem controle 289, antes ou apds o

tratamento com a linhagem patogénica.

Portanto, estes resultados indicam que para
Qque ocorra & inibicho dos eintomas desenvolvidos pela%
linhagens patogénicas é necessario utilizar a cultura da
linhagem 333 produtora de bacteriocina para tratar as
sementes, e nlo apenas o sobfenadante esterilizado desta. O
tratamento de sementes com uma linhagem bacteriocinogénics
tem sido empregado com é&xito no controle da galha da coroa,
vutilizando-se & linhagem B84 de A. radiobacter. Foi
fegistrado um controle biocldgico significative gquando
sementes de péssego foram incecuwladas com a linhagem 84 antes
de serem plantadas em solc naturalmente infestado com o

patogeno, sendc que apenae 31% das plantae crescidee de

sementes tratadaes desenvolveram galha, comparado com 78% das
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plantasg oriundas de sementes ndo tratadas (Kerr, 1972).
Dhanvantari (1876) obteve proteclo significativa da galha da
coroa em plantacfio comercial de péssego por 2 anos quando

tratou sementes com a linhagem 84 antes de planta-las.

2.4.3.2 Teste em "seedlings"

A figura 23 mostra que o tratamento dos
"seedlings” com a linhagem patogénica 401, apés ¢ indéculo da
linhagem 333 bacteriocinogénica, diferiu estatisticamente do
tratamento isolado com & linhagem patogénica 401, assim como
do tratamento controle com a linhagem bac*, onde 100% dos
individuocs mostraram-se ssadios. Isto significa que a
linhagem 333 foi capaz de reduzir significativamente os
Bintomas, mas nao a ponto do tratamento ser considerado
igual aoc tratamento isolado com a linhagem 333. Os mesmos
resultados foram encontrados para o tratamento combinado com
a linhagem 289, com a diferenca que esta linhagem inibiu
ainda mais os sintomas desenvolvidos pela linhagem 401 do

que a linhagem 333.

Jd & analise estatistica dos resultados
obtidos com o tratamento dos “"seedlings” com a linhagem
patogénica 411 (figura 26), apés o intGcule da linhagem 333
bact ou da linhagem controle 288, mostrou que tanto uma como

a outra inibiu eignificativamente o desenvolvimenteo de



gintomas pela linhagem 411, sendo o nudmero de individuos
sadios obtidos igual &quele verificado para os tratamentos

controle com as linhagens 333 e 2889.

A figura 27 ilustra os resultados obtidoe com
o8 tratamentos dos "seedlings" com a linhagem patogénica
466. A anadlise estatistica dos dados mostrou que ambos os
tratamentos com & linhagem 333 e com a 28BS nao inibiram
significativamente o© desenvolvimento de sintomas pela
linhagem patogénica 466. Estes tratamentos mostraram-se
eptatisticamente iguais ao tratamento isolado com a linhagem

466.

Este teste forneceu resultados diferentes para
cada linhagem patogénica combinada com as linhagens 333 ou
289. Além disso, os resultados obtidos com este teste
diferem bastante daqueles obtidoe com o teste de sementes, e
indicam também que tanto a linhagem 333 bac* como a linhagem
controle 289 Bsac capazes de inibir o desenvelvimento de

sintomas pelas linhagens patogénicas 401 e 411.

Se coneiderarmos que neste teste o indculo nao
pbde Ber sistematicamente padronizado, entao alguns
“seedlings’ poderiam receber mais células do que outros, e,
portanto, ser "mais" infectados, Assim, as proprias
condicoere de enssaio poderiam ser um doe fatores responsaveis

pelos resultades obtidos. Entretanto, santes de se afirmar
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que o teste em "sBeedlings” nao & viadvel para os propésitos
deste trabalho, novos testes devem ser realizados a fim de
se confirmar se os resultados encontrados sao reproduziveis,
uma vez gque foram feitas apenas duas repeticoes de cada

tratamento.

Apesar dos repultados obtidos com este teste
ndoc terem sido conclusivos, o tratamento de '“seedlings' de
tomate ja foi aplicado por vArios investigadores utilizando
0 isolado 84 de A. radiobacter na prevencio da galha da
coroa. Htay e Kerr (1974) registreram 100% de controle em
plantas tratadas com a linhagem 84 imediatamente ou 1 ou 2
horas apés © indéculo com o patégeno. Resultados eimilaree
foram obtidos com indculos mistos de linhagens patogénicas
sensiveis com a linhagem B4, na proporg8o 1:1 ou 1:10, em

"seedlingse” de tomate (Kerr & Htay, 1974; Moore, 1977).

2.4.3.3 Teste em hipocotilos

A andlise estatistica dos resultados obtidos
neste experimento, considerando as trés ilinhagens
patogénicas utilizades (figuras 28, 31 e 32), nos mostra que
nos tratamentos combinados onde a linhagem
bacteriocinogénica 333 ou a linhagem controle 288 foi
inoculada simultaneamente com uma das linhagens patogénicas,

a linhsgem 333 foi capaz de reduzir significativamente os
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sintomas desenvolvidoe por gqualquer uma das trés linhagens
patogénices, ao passo gque a linhagem controle 289 nao teve
.qualquer efeito no sentido de proteger contra as linhagens
patogénicas. Cebe galientar gue a linhagem bac* reduziu de
maneira significativa 08 sintomas desenvolvidos pela
linhagem 466, mas nao drasticamente como ¢ fez com as duas
outras linhagens patogénicas, desde qQue a maior parte dos
individuos analisados neste tratamento mostraram-se

parcialmente doentes.

Quando a linhagem 333 ou a 289 foi inoculada
18 horas antes do inédculo de uma das linhagens patogénicas,
ambae inibiram totalmente o desenvolvimento de sintomas nos
hipocHtilos. Neste Ultimo caso poderiamos sugerir que a
linhagem contreole 289 sende incculeda 18 horas antes,
poderia "colonizar"” todo o tecido do hipocétilo,
considerando que cada individuo consiste de um segmento de
cerca de 1,2cm de comprimento, e assim impedir que a
linhagem patogénica infectasse o© hipocétilo. Entretanto,
esta hip6tese deve ser testada através da utilizacao de
outras linhagene nao bacteriocinogénicas e neo patogénicas

prara a variedade de tomate utilizada.

Este teste foli também realizado com
hipoc6tiles de pimentdo cov. Cascadura Ikeda (Produto
Agroflora 8/A, S&o0o Paulo, SP), dados nlo mostrados, sendo a

linhagem patogénica 401 ou 411 inoculada simultaneamente com
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a8 linhagem 333 bac* ou com a linhagem contrcle 289. Os
resultados obtidos foram semelhantes &aqueles encontrados
para o] teste em tomate, ou seja, a linhagem
bacterioccinogénica inibiu o© desenvolvimento de sintomes
relas linhagens patogénicas nos hipocétilos, ao passo que a
linhagem 289 teve apenas um efeito de atenuaclo sobre os

sintomas.

0O ensaio em hipocétilos mostrou ser de répida
execuclo, € a demanda de 'seedlings' para se realizar os
tratamentos foi bem menor que nos outros dois testes
realizados. Entretanto, os resultados podem variar
dependendo de quando a inoculaclo da linhagem patogénica for

realizada.
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Capifitualo 3

CONCI.USOERES

Dos resultados encontrados com o8 experimentos

realizados neste trabalho podemos concluir que:

3.1 Deteccéo da produclo de bacteriocina

A linhagem 333 do pv. glycines produz bacteriocina

frente As linhagens de Xanthomonas campestris testadas.

3.2 Caracterizacfio da linhagem produtora

A linhagem bacteriocinogénica poseul um espectro de aghoe

biolégica restrito. Além disso, & linhagem 333 produz a

bacteriocinea e a llbera para o meio de cultura, sendo gue em

meio s86lido contendo glicerol a producho € maior.



3.3 Caracterizaclo parcial da bacteriocina

A bacteriocina da linhagem 333 tem um peso molecular
superior a 12.000D e natureza proteica, embora esgteja
provavelmente associada a algum outro composto. Pode ser
distinguida de bacteriéfagos, uma vez gque ndo € capaz de se
reproduzir nas células sensiveis. Ainda, a bacteriocina
produzida pela linhagem 333 & termosensivel e altamente
estavel quando presente no sobrenadante "brute” da cultura
produtora. Apresenta aclc bactericida sobre a ecélula

gensivel e baixa imunogenicidade.

3.4 Genética da producfo da bacteriocina

N&o foi possivel determinar a localizac8oc do gene (ou
genes) responsavel pela produclo da bacteriocina na linhagem
333 de X. campestris pv. glycines através dos experimentos

realizados.

3.5 Avaliacl3o do potencial da linhagem bac* para protecho de

plantas de tomate

Através dos testes realizados em sementes e hipocétilos
de tomate cv. Petomech peodemoe concluir gque &a 1linhagem

bacteriocinogénica tem um efeitc positivo quande utilizadae
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antes ou depoie do indculo das linhagens patogénicas (no
caso do teste em sementes) ou simultaneamente com estas (no
caso do teste em hipocétilos), reduzindo de maneira
significativa o] desenvolvimente de sintomas de
patogenicidade. Este efeito n8o foi verificado para a

linhagem controle 289.
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Capitulo 4

APILICACOERES E PERSPECTIVAS

4.1 APLICACOES
4.1.1 Controle Biol6gico de Fitopatégenos

0O potencial de linhagens bacteriocinogénicas para o
controle de fitopatdgenos foi amplamente revisado no
capitulo 2 deste trabalho, principalmente com relacdo a
linhagem K-84 de A. »radiobacter, agente Jj& utilizado
comercialmente em vArios paises. Os aspectos vantajosos de
se utilizar linhagens produtoras de bacteriocina no controle
biolégico, assim como ae limitagoes concernentes ao seu uso,

foram extensivamente abordados.

4.1.2 Estudos de Tipagem e Epidemiologia

0 estudo da producédo de bacteriocinas visa, em muitos
casos, estabelecer esguemas de tipagem para identificar ou
diferenciar linhagens ou espécies bacterianas, uma vez que a

rroducac de grupos particulares de bacteriocinas tende a ser
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restrita a certos grupos taxonfmicos. Estes esquemas de
tipagem podem ser baseados também no padr8o de sensibilidade
a dliferentes bacteriocinas, desde que estas matam
especificamente as células da bactéria sensivel. Unma
identificaclo mais precisa de linhageneg pode ser obtida pela
combinac8o de ambos os métodos (Tagg et al., 1976; Vidaver,
1983). Estes esquemas de tipagem tém esido discutidos e
sugeridos por varios investigadores para diferentes
bactérias, como Lactobacillus acidophilus (Barefoot &
Klaenhammer,_ 1983); Rhizobium (Groes & Vidaver, 1978);
Corynebacterium {(Echandi, 1976; Gross & Vidaver, 1979);
Erwinia (Echandi & Moyer, 18978); Pseudomonas {Vidaver et
al., 1972; Cuppels et agl., 1978; Vidaver & Buckner, 1978);
Yersinia {(Cafferkey et al., 1989); Xanthomonas (¥Xu &

Gonzalez, 1991}, entre outras.

As Dbacteriocinas s8oco ainda usadas com fins
epidemiolégicos, ou Bseja, Ppara se pgeguir o ‘''rastro” de
determinados patdgenos, identificando sue fonte e 4&resa de
distribuiclo (Vidaver, 1983). Estes estudos s80 geralmente
empregados em casos de infeccoes sdgquiridas em hospitais,
cujas fontes sBo determinadas através do isolamento das
bactérias de cada paciente e realizsndo & tipagem por
bacteriocina, combinada com outros sistemas de tipagem (Aber
& Mackel, 1881). A clonagem e purificacldo da klebicina B
foram realizadas por James (1988) com o intuito de

desenvolver .um painel de kiebicines de titulo =&slto e
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receptor-especificas para ueo em esquemas de tipagem com
fins epidemiol6bgicos, desde que espécies de Klebslella s&o
causas comuns de infeccoes hospitalares. Estudos da producéo
e sensibilidade a bacteriocinas ©para aplicacBo na
epidemiologis vém esendo realizados témbém com espécies de
estreptococos orais e estafilococos (Tzannetis et al.,

1991).

4_1.3 Agentes anti-céaries

A bactéris Streptococcus mutans €& conelderada como o
principal agente eticlégico de carie dental no homem, e a
eliminaclo deste organismo da cavidade oral oferece uma
estratégia potencialmente efetiva na prevenglo de cédries.
Assim, Dbacteriocinaes produzidas por 5. mutans 880 de
considerédvel interesse, uma vez que estes inibidores podem
eliminar S. mutans da placa dental sem afetar
consideravelmente outras bactérias da microflora normal
(Tage et al, 1976). 1Ikeda et al. (1985) avaliaram o
potencial da bacteriocina de 5. mutans C3603 na prevencéo de
caries em ratos € homenes, uma proteina estavel em uma ampla
faixa de pH, ao calor e a varias enzimas digestivas. O autor
discute ainda a vantagem do uso da bacteriocina socbre o
antibiético, desde que a aplicag8o deste ultimo pede ter
efeitos indesejéveis a longo Prazo, reaultando na

resisténcia bacteriana e infecgoes oportunistas. Estudos com
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c mesmo jntuite tém eido desenvolvidoeg por outros
pesquisadores utilizando diferentee linhagens de S. mutans

(Hamada et al., 19868; Kurita & Hirasawa, 1988B).

4_.1_.4 Bioconservantes Alimentares

0 estudo da produglo de bacteriocinas dentre as
bactérias do &cido latico se Justifica, geralmente, pela
habtilidade destas bacteriocinase de inibir muitos patdgenos
presentes em alimentos, o© <que &as torna atraentes como
agentes potenciais na preservaglio de alimentos. KElas Bsao
degradadas por enzimas proteonliticae do trato
gastrointestinal e parecem néo ser téxicae nem antigénicas
para animais, assim podem ser usadas para aumentar a
seguranca e o periodo de conservaglo de muitos alimentos
(Daeschel, 1989; Klaenhammer, 1988). Das bactérime do acido
latico, as bacterioccinas nisina, diplococecina e as
pediocinas foram bem caracterizadas (Davey & Richardson,
1981: Davey, 1984; Daeschel & Klaenhammer, 1985; Gonzalez &
Kunksa, 1987; Klsenhammer, 198B; Spelhaug & Harlander, 18989),
gendo que a nisina ja € utilizada correntemente como agente
de preservaclc alimentar em multoe paises, aprovada para uso
pela FDA, em certos queijos pasteurizados {Daeschel, 1989).
Visando a posterior aplicac8o comercial efetiva, a
otimizacho da producho destas substénciaes por modificaclo da

regulac8o génica, sassim como doe parémetros de crescimento
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do 'meio, vem sendo investigada correntemente (Harmon &
McKay, 1987; Buckman et al., 1988; Belkum et &al., 1991;

Bieswas et al., 1991).

Dentre as espécies de Fropionibacterium, o MICROGARD,
um produto do leite desnatade, fermentado por P. shermanii e
rasteurizado, foi aprovado pela FDA e sta Bendo usado como
preservativo em requeijdo. Foi demonstrado que o componente
inibitério real deste produto € uma substéncia de baixo peso

molecular, termo—estével e proteindceo (Daeschel, 1989).

4_.1.5 Marcadores Genéticos

Um primeiro passo para se realizar estudos genéticos
com diferentes espécies bacterianas, € o desenvolvimento de
um sistema de vetor adequado ao organiemo em questfo, e um
dos primeiros atributos a 8se considerar num vetor de
clonagem é & existéncils de um marcador genético. A produclo
de bacteriocinas &, muitas vezes, determinada por genes
plasmidiais (Tagg et al., 1876; Reeves, 1965) e ja foi
sugerida como marcador genético na selecdo de recombinantes
(Garnier & Cole, 1988). Vlasak et a&al. (1986) sugeriram a
utilizacl3o da sensibilidade a agrocina 84 como marcador do
plasmidio Ti em conjugagoes, nos casos onde a freguéncis de
mutag8Bo espontinea para resisténcia a um determinado

antibiético é alta.



Embora um grande numero de tipos de plasmidios estejam
disponiveis, aqueles adequados para usgos na producdo
industrial em larga-escala s8c limitados. Dentre as
caracteristicas desejéveis paras produclo em grande escala,
destaca-se a estabilidade do plasmidio na cultura de células
continua. Lauffenburger (1987) aponta uma série de vantagens
em se usar a produglo de bacteriocinas como um método de se
manter células portadorase do plasmidio de interesse em
culturae continues. Dentre estas wvantagens, o autor cite a
possibilidade da ac8Bo bactericida da bacteriocina sobre
células gue perderam o plasmidio durante a diviséoc celular,
0 que poderia superar s vantagem da alta taxa de crescimento
dessae células com relaglio &s células portadoras de

plaemidics.

4.1_.6 Sondas para detecclo de genes bac+*

A clonagem de genes de bacteriocina pode ser basgtante
Gtil para a construcso de probes especificos visando a
deteccBo de genee de bacteriocina em linhagens relacionadas.
0 estudo a nivel molecular fornece assim uma malor
compreensdo sobre a estrutura e a acldo das bacteriocinas, o
aue pode facilitar a construcfo e melhoramento de linhagens
produtoras de bacteriocinas usmadas para os diversos fins

citados anteriormente.
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A clonagem de genes de bacteriocina e construcgio de
prdbes especificos vém sendo realizadas para bactériaes Gram-
rositivas, como Lactococcus lactis (Belkum et al., 1889), e
gram negativas, como EKrwinia chrysanthemi (Zhongmin et al.,

1988).

Algumes bacteriocinae podem ainda apresgentar
apliceaecoes diversas, mas suas propriedades g0 mais
particulares, ou seja, caracterizam bacteriocinas produzidas
por determinadas espécies de bactérias. Em culturas de
tecido de origem animal, isto €&, 8sem qualguer barreira
fieica, a bacteriocina piocina S2, produzida por Pseudomonas
aeruginosa, parece mostrar uma toxicidade seletiva com
relaclo a algumas células tumorais (Watanabe & Saito, 1980).
Estes repgultadecs BUgerem uma poesivel aplicaclo na

quimioterapia da medicina animal e humana.

Algumas bacterioccinas, como as colicinas e a cloacilna
DF13, s&c sintetizadas como proteinas maduras & soluveis no
citoplasma, e slo excretedas para o meio de cultura mediante
a expresslo de um produto génico particular, a proteina de
liberacso de bacteriocina (BRP) (De Graaf & Oudega, 1986).
Esta proteina ativa a fbsfolipase A da membrana eXxXterna,
resultando na permeabilizaclo das membranas interna e
externa e consequente liberaglo de algumas proteinas

citoplapméticas e periplasmdticaes. Hsiung et a&al. (1888}
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utilizaram esta haebilidade da BRP dea cloacina DF13 para
construir um sistema capaz de excretar eficientemente e de
maneira regulada o hormdnio de crescimento humano em meio de
cultura de célulae de K. coli. O autor sponta a gimplicidade
do processo de purificacBo da proteina liberada como uma das
principais vantagens em ge utilizar um gistema deste tipo
para produclo e excreclo de proteinas de interesgse médico ou

industrial.

4.2 PERSPECTIVAS

Existem vArios aspectos deste trabalho gue poderiam ser
abordados com maior precisio se novas estpatégias
experimentais fossem utilizadas. Neste item s8oc apontadas
algumas perspectivas a partir das quais se pode dar

continuidade so trabalho Jja& desenvolvido.

4.2.1 Perfil plasmidial da linhagem produtora

Para se determinar o© numero preciso de plasmidios
pregentes na linhagem produtora 333, as bandas plasmidiais
poderiam ser purificadas uma a uma a partir do gel de
agarose e submetidas, posteriormente, a digestoes

enzimaticas com 2 ou 3 enzimae diferentes. Analisando-se o
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padrfic de restric8o das bandas extraidas do gel poderiamos

concluir quaie plasmidios s&o igusais.

Para ¢ cédlculo do PM de cada plasmidio, um plasmidio
intacto com PM conhecido poderia ser utilizado como padrfo
na eletroforese. A comparaclo da migrac8o relativa do padréo
com &as migracoes dose outros plasmidios forneceria a

estimativa do PM.

4.2_2 Purificaclo da bacteriocina

Com o intuito de se purificar.a bactericcina, seria
interessante, antes de tudo, tentar aumentar o seu titulo no
sobrenadante da cultura produtora através da indugcio com luz
ultra-violeta ou mitomicina C (Reeves, 1965; Tagg et al.;

1976).

A utilizacho de meios de cultura muito complexos pode
também dificultar a purificacho da bacteriocina. Meioe de
cultura alternativos poderiam ser testados, mas de maneira
gue néo reduzisse a producBo da subeténcia. Ainda, as
células da linhagem produtora poderiam ser crescidas sobre
rapel celofane em meio sélido. Considerando que, em muitos
casos, parte da Dbacteriocina produzida e liberada fica
“aderida” &8s células produtoras {(Tagg et al., 1878), esta

estratégia permitiria a sua purificaecdo sem a necessidade de
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precipitar os componentes do meio. O papel celofane seria
lavado em &gua estéril, as células seriam separadae do
scbrenadante e este seria posteriormente concentrado. Para
melhorar a extraclo da bacteriocinae ligada &s cé&lulas
produtoras, substénclas como cloreto de s86dio ou lisozima
poderiam ser utilizedas (Tagg et al., 1876). Tembém o

tratamento com calor poderia ser uma alternativa.

Reduzir a concentracio de sulfasto de aménia utilizado
na precipitaclo do sobrenadante poderia também facilitar a
purificaclo da bacteriocina, uma vez que um menor numero de
substéncias presentes no meio seria precipitado Jjuntamente
com &a bacteriocina. Por outro lado, esta concentraclo

reduzida talvez pudesse precipitar menos bacteriocina.

Os resultados apresentados neste trsbalho indicam que
grande parte da bacteriocina concentrada se perdeu durante
ag cromatografias em coluna, quando uma amostra viscosa e
parecendo conter agregados era aplicada 3 coluna. A adicdo
de compostos que pudessem solubilizar a soluglo, como SDS
por exemplo (Joerger & Klaenhammer, 1986), poderia melhorar
o resultadeos obtidos com a cromatografia. Ainda, a
utilizaclo de outras matrizes gue ndo a Sepharose 4B, como
Sephadex G-200, Jj& utilizada para purificar propionicina
{Lvon & Glatz, 1890) e‘helveticina J (Joerger & Klaenhammer,

18863, ou DEAE celulose, usada na purificacho de
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bacteriocinas de Clostridium (Higas et al., 1991), talvez

fornecesse resultados maies satisfatoédrios.

Seria interessante ainda utilizar um marcador de peso
molecular na cromatografis em coluna para gue o PM da

bacteriocina pudesse ser estimado.

Apoés a purificacso através de cromatografia em coluna,
a amostra de bactericcina poderia ser submetida a
eletroforeee em gel de poliacrilamida. O meemo gel poderia
conter o padrlo de peso molecular e amogstras de bactericcina
aplicadas em duplicata. Parte deste gel seria ent8o corado e
outra parte nfo. Fatias do gel nlo corado, que contivessem
as bandas proteicas, seriam colocadas em tamplo, esmagadas e
mantidas em temperatura e tempo adequados para permitir a
potencial eluic8o da bacteriocina (Joerger & Klaenhammer,
1986). A eoluclo de cada fraclo, separada dds fragmentos de
gel, seria posteriormente testada contra a linhagem sensivel

para a detecglo de atividade biolégica.

4.2.3 Genética da produc8o de bacteriocina

A fim de se obter um mutante bac-, uma alternativa
seria tentar a excluslo dos plasmidios nativos da linhagem
selvagem produtora de bacterioccina através da utilizaclo de

um outro plasmidio imcompativel e de PM conhecido. Este
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rlasmidio teria que Ber sinda de fécil eliminacl8c. Caso o
mutante bac— fosese obtido, o carédter plasmidial da producéo
de bacteriocina seria confirmado, e este mutante poderia ser
posteriormente complementado com wum banco plasmidial da
linhagem bac*. Ainda, a obtencdo deste mutante poderia
rermitir a identificacéo de uma banda proteica
correegpondente & bacteriocina, através da comparaclo do
vadrfo de bandas em gel de poliacrilamida entre a linhagem
bac* e o mutante bac—- Se o mutante bac— néo fosse obtido,
a produgBo de bacteriocina poderis ser associsda com o©
cromosomo, € outros métodos de mutagénese teriam que ser

empregadog, como luz UV ou o agente guimico EMS.

Uma outra possibilidede seria a utilizaclo do
rlasmidioc F lac::Tnb, J& utilizado neste trabalho, porém sem
éxito. Tem s8ido observado ultimamente neste laboratério,
para mais de um patovar de Xanthomonas campestris, que ©
plasmidio F lac::Tnb, gquandc transferido para certas
linhagene receptoras de Xanthomonas, promove a eliminac8o de
todos os plasmidios.nativos da linhagem selvagem. Como este
é um plasmidio termosensivel, ele seria facilmente
eliminado. Por outro lado, a temperatura odétima de
crescimento de Xanthomonas €& de 28cC, o que poderia

dificultar a eliminaclo do F’ lac.
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4.2_.4 Potencial para proteclo de plantas

Embora os resultadeos otidos neste trabalho tenham
evidenciado um efeito positivo da linhagem 333 bac* sobre a
inibicloc dos eintomas de patogenicidade em "seedlinge" de
tomate, alguns estudos complementares se mostram necessarios

a fim de esclarecer varios aspectos.

Um desses aspectos seria confirmar se este efeito
poeitivo se deve ou nlc a4 bacteriocina produzida pela
linhagem 333. Igsto poderia ser verificado através da
detecgdo de bacteriocina no tecido da planta. Para isto o
extrato de tecido dos "seedlings” tratados com a linhagem
333, depois de centrifugado (para separaclic entre as cé&lulas
e 0 sobrenadante) e espterilizado em filtro (Smidt & Vidaver,
1982), teria que ser testado in vitro contra a linhagem

sensivel.

Outro aepecto seria ratificer se as linhagens néo
bacteriocinogénicas realmente ndo tém o mesmo efeito socbre o
"seedling” infectado, uma vez que foi usada apenas uma
linhagem como controle negativo e que nloc forneceu
resultados confidveis. Assim, seria interessante utilizar
outras linhagens ndo patogénicas e ndo bacteriocinogénicas
como controle negativo. Ainda, utilizar varias linhagens
patogénicas sensgiveis e insensiveis & bacteriocina, e

inoculd~laes ieclada e combinadamente.
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Uma questfo que surge dos resultados obtidos no
capitulo 2, & por quanto tempo Be prolonga o efeito positivo
da linhagem bac* nas plantas de tomate quando as sementes
s80 tratadas. Seria interessante transplantar os "seedlings”
mantidos em laboratdrio para solo em estufas apropriadas, e
realizar inoculacoes com linhagens patogénicas em diferentes
fases de crescimento da planta e analisar o efeito do
tratamento de sementes. Poderis-se ainda tentar tratar estes
“"seedlings” com & cultura bac* antes de transplantéd-los.
Avaliar o potenciael desta linhagem bacteriocinogénica a
nivel de experimentos de campo & também uma perspectiva de

fundamental importéncia no futuro.
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RESUMO

Com o intuito de se detectar linhagens de Xanthomonas
campestris produtoras de bacteriocina com ac8o inibitéria
sobre linhagense do patovar vesgicatoria, dezenove linhagens
deste patovar e uma linhagem do pv. glycines foram testadas
entre si. Verificou-se que apenas a linhagem 333 do pv.
glycines produziu bacteriocina frente &as indicadoras

testadas.

A linhagem bacteriocinogénica 333 apresentou espectro
de aclo 1inibitdéria restrito, sendo apenas alguns outros
patovares de X. campestris e s linhagem de K. leguminosarum
biovar. phasecoli utilizada sensiveis & bacteriocina destsa
linhagem. A produclo desta substéncla mostrou ser maior em
meio s86lido contendo glicerol e na fase descendente da curva

de crescimento da linhagem produtora.

Através da precipitaclo com sulfato de ambnia e
cromatografia de exclusho em Sepharose 4B, a bacteriocina
foi parcialmente purificada e caracterizada. A natureza
rroteica da substéncias inibitéria fol confirmeda, assim como
sua termosengibilidade e baixa capacidade de induzir
resposta imune. Verificou-se ainda o efelto bactericida da

bacterioccina sobre a células sensivel.
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Né tentativa de se localizar o géne para producéo de
bacteriocina, foram realizados experimentos de conjugaclo e
de mutagénese da linhagem produtora, através da utilizac8o
de transposons e do mutagénico quimico NTG. Entretanto, néo
se obteve éxito com as abordagens utilizadas e & genética da
producdo de bacteriocina pela linhagem 333 de X. campestris

pv. g£lycines permanece por ser investigada.

Através de experimentos de competiclo in vitro entre a
linhagem produtora e a linhagem sensivel, observou-se
acentuada inibicéo da linhagem sensivel. Ainda, os
resultados obtidos dos experimentos de inibigldo da linhagem
gensivel utilizando o© sobrenadante esterilizado da cultura
produtora, sugerem fortemente que a2 inibicdo observada se
deveun & salgum compoeto de aclo especifica presgente neste

sobrenadante.

Os ensaios in vivo, visando a avaliaclo do potencial da
linhagem bacteriocinogénica para proteclo de plantas de
tomate contra & mancha bacteriana, foram realizados em
sementes, hipocdtilos e "seedlings"” de tomate var. Petomech.
Para isso, utilizou-se tanto & cultura de células bsac* como
o sobrenadante esterilizaedo desta. Os resultados mais claros
foram ocbtidos com o tratamento de sementes, onde pbdde-se
cbservar uma protecldo significativa contra a infeccdo. Por
cutro lado, ndo fci verificado qualquer efeito quando se

utilizou apenas o sobrenadante estéril da cultura bac™.
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ABSTRACT

The detection of bacteriocin producing strains of
Xanthomonas campestris inhibitory toward strains of pv.
vesicatoria was carried out using nineteen strains of this
pathovar and one strain of pv. glycines. Only X. campestris
pv. glycines strain 333 produced bacteriocin against the

indicators used.

The bacterioccinogenic strain 333 showed a restricted
inhibitory activity spectrum and the production of the
inhibitory compound was higher in glycerol-containing medium

and in the descendent phase of growth curve.

The bacteriocin was parcially purified and
characterized by ammonium sulfate precipitation and
sepharose 4B column cromatography. The proteic nature of the
inhibitory substance wae confirmed, as well asB its
thermoseneitivity, low abllity of inducing immune response

and bactericide effect over the sensitive cell.

Trying +t0 isoclate &a bec- mutant, mutagenesis
experiments were carried out with the producing strain using
transposons and the chemical mutagenie HNTG. However, the

attemptse were not succeseful and the genetice of bacteriocin
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production by X, campestris pv. glycines strain 333 remains

to be investigated.

The sensitive sﬁrain was highly inhibited by the
producing strain in Iin vitro competition experiments. The
results obtained from the inhibition experiments of the
sensitive atrain, ueing the sterile producing culture
supernatant, strongly suggest that the observed inhibition
was due to a compound with specific activity present in this

supernatant.

The evaluation of the bacteriocinogenic strain
potencial for tomato plantes protection against leaf epote
was carried out with in viveo assays with seedsa, hypocotyls
and seedlings of tomato var. Petomech. In these experiments
both the producing cell culture and ite sterile supernatant
were employed. The best results were obtained with the seed
treatment, where a e£ignificant protection againgt the
infection was obeserved. On the other hand, no effect was
registered when only the sterile supernatant of the

producing culture was used.
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