NOTAS CIENTIFICAS

Tipificagc&o de isolados deCurtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens por bacteriocinas®

Antonio Carlos Maringoni® e Chukichi Kurozawa®

Resumo — Este trabal ho obj etivou avaliar aproducdo e asensibilidade
a bacteriocinas, de 17 isolados de Curtobacterium flaccum-
facienspv. flaccumfaciens. Dozeisoladosforam procedentesdo Esta-
do de Séo Paulo e cinco de colegdesinternacionais. Apenas noveisola-
dosde C. flaccumfacienspv. flaccumfaciensforam bacteriocinogénicos,
eo0s 17 isolados avaliados foram separados em 12 grupos, conformea
sensibilidade as bacteriocinas produzidas pelos isolados
bacteriocinogénicos.

Termos para indexagdo: Phaseolus vulgaris, bactéria, cultura
microbiana, bactericida

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfacienstypification
by bacteriocin

Abstract — The objective of thiswork was to evaluate the production
and sengitivity of seventeenisolates of Curtobacteriumflaccumfaciens
pv. flaccumfaciens to the bacteriocin. Twelve isolates were collected
in the State of S&o Paulo, Brazil, and five were originated from
international collection. Only nine isolates of C. flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens were bacteriocinogenic and the seventeen isolates
analyzed have been separated in twelve groups according to the
sensitivity to bacteriocins produced by bacteriocinogenic isolates.

Index terms: Phaseolus vulgaris, bacteria, microbial culture,
bactericides.

A maioriadas espécies bacterianas, em mais de 30 géneros, incluindo mui-
tos patdgenos de plantas, tém-se mostrado como produtores de substancias
antagonisticas as bactérias relacionadas (Vidaver, 1983). Segundo Nomura
(1967) e Echandi & Moyer (1979), as bacteriocinas podem ser consideradas
substancias bactericidas, antibi6ticos de natureza protéica, altamente especi-
ficos, ndo multiplicaveis, sintetizadas por algunsisol ados de bactérias contra
isolados da mesma espécie ou de ragas estritamente relacionadas. Com rela-
¢80 a producéo de bacteriocinas por bactérias fitopatogénicas, muitos traba
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Ihos comprovaram o fato em vérios géneros, especi es, subespéci es e patovares
(Kerr,1974; Crowley & DeBoer, 1980; Adhikari et a., 1994; Kaiuru, 1997).

Pesquisas com bactérias Gram-positivas do grupo corineforme foram de-
senvolvidas, visando caracterizar isolados ou comparar a sensibilidade de
diferentes géneros e espécies de bactérias as bacteriocinas produzidas por
isolados, correlatos ou ndo. Echandi (1976), trabalhando com 96 isolados de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, observou que 57% dos
isolados produziram bacteriocinas, e que era possivel reuni-los em quatro
grupos principais. Esse autor constatou a presenca de dois tipos de
bacteriocinas. umatermoestavel eresistenteatripsina, e outra, termoestével e
sensivel a tripsina. Kurozawa (1980) relatou que 23, dos 36 isolados de
C. michiganensi s subsp. michiganensisestudados, produziram bacteriocinas
termoestaveis. Em fungdo da sensibilidade as bacteriocinas produzidas por
dez isolados de C. michiganensis subsp. michiganensis, os 36 isolados fo-
ram reunidos em nove grupos.

Pesquisas realizadas por Gross & Vidaver (1979) mostraram a
heterogeneidade de reagéo entre Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Cff), Rhatayibacter tritici, R. rathayi e C. michiganensis
subsp. insidiosus, ndo sendo possivel diferencia-los pela tipagem por
bacteriocinas. Dos 14 isolados de Cff analisados, nove foram produtores de
bacteriocinas e asensibilidade entre osisoladosfoi muito varidvel . Doistipos
de bacteriocinas foram produzidas pel osisolados de Cff: umatermoestével e
sensivel & pronase, proteinase K e tripsina; e a outra, termol&bil, sensivel a
pronase e proteinase K e insensivel a tripsina. Isolados de Cff
bacteriocinogénicos produziram bacteriocinas que inibiram isolados de
C. michiganensis subsp. michiganensis, C. michiganensis subsp.
sepedonicus, C. flaccumfaciens pv. poinsettiae, C. flaccumfaciens pv. oortii
e C. flaccumfaciens pv. betae. Por outro lado, alguns isolados de Cff foram
sensiveis as bacteriocinas produzidas por C. flaccumfaciens pv. betae,
C. michiganensis subsp. insidiosus e C. michiganensis subsp. nebraskensis.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar 17 isolados de Cff, 12
procedentes do Estado de S&o Paul o e cinco de col eces internacionais, quanto
a producéo e a sensibilidade as bacteriocinas produzidas pel os isolados em
estudo.

Para verificar aproduc&o de bacteriocina pel osisolados de Cff, foram uti-
lizadas astécnicas descritas por Kurozawa (1980) e Chiavegato (1988). Inicial-
mente, osisolados de Cff, relacionados naTabela 1, foram repicadosem 5 mL
de caldo nutriente, incubados por 24 horas a 28°C, repicados em tubos de
ensaio contendo meio BDA inclinado e incubados durante 72 horas a 28°C.
A seguir, procedeu-se atransferénciade cadaisol ado bacteriano mediante um
repicador, contendo nove discos de feltro de 4 mm de diémetro, adaptado de
Kurozawa (1980), para placas matrizes de BDA. As placas de Petri com as
bactérias foram incubadas durante 72 horas a 28°C. Apés o crescimento das
coldnias de Cff nas placas de Petri matrizes, estas foram transferidas com o
repicador contendo discos defeltro paranovas placas de Petri contendo meio
BDA eincubadas durante 72 horas a 25°C. Foram repicadas placas de Petri
suficientes para obter todas as combinac8es entre os isolados de Cff.
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Apbsaincubacdo, as placas de Petri foram transferidas, naposi¢éo inver-
tida, para capelade exaustdo e adicionados 1,5 mL de clorofrmio natampade
cada placa. As colénias bacterianas foram expostas durante 1 hora ao vapor
de cloroformio, para ainativacéo, e imediatamente transferidas para cdmara
assépti cade fluxo continuo de ar, com astampas entreabertas, durante 1 hora,
visando a evaporagdo do clorofdrmio remanescente.

Sobre a superficie do meio de cultura contendo as bactérias inativadas,
foram vertidos 4,5 mL de meio de BDA semi-sdlido fundente (meio de BDA
contendo 5 g/L de égar bacteriol 6gico), a45°C, acrescido de 0,5 mL de sus-
pensdo bacterianade cadaum dosisolados de Cff, previamente cultivadosem
caldo nutritivo (24 horas/28°C).

Apodsasolidificagdo do meio BDA fundente sobre asuperficie do meio de
cultura, asplacasde Petri foram incubadas durante 72 horas a 25°C, e oshalos
deinibicé&o formados ao redor das col 6nias foram avaliados qualitativamente.
Assim, cadaisolado de Cff foi avaliado como produtor de bacteriocinacontra
todos osisolados. Foram instalados dois experimentos para agrupar osisola-
dos bacteriocinogénicos. Osisolados foram considerados produtores de
bacteriocina quando houve a formac&o de halo de inibi¢gdo maior ou
igual a1 mm.

Dos 17 isolados de Cff, nove, aproximadamente 53%, foram
bacteriocinogénicos, e oito ndo produziram bacteriocinas (Tabela 2).
A quantidade de isolados bacteriocinogénicos, observados no presente es-
tudo, concorda com os relatos de Echandi (1976) e Kurozawa (1980), para
C. michiganesis subsp. michiganensis, de Crowley & De Boer (1980), para
Erwinia carotovora subsp. carotovora, de Adhikari et al. (1994), para
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, de Chiavegato (1988), para X. axonopodis
pv. malvacearumede Gross& Vidaver (1979), para Cff.

Osisolados de Cff foram agrupados em 12 grupos distintos, sendo que 11
apresentaram um isolado por grupo e apenas um (grupo 6) apresentou seis
isolados (Tabela 2). Pelo menos 16 isolados de Cff foram sensiveis as
bacteriocinas produzidas por, no minimo, um dosisolados bacteriocinogénicos,
e apenas o isolado Felj - 2625 ndo foi sensivel as bacteriocinas produzidas
pelos isolados bacteriocinogénicos. Osisolados Feij - 2624, Feij - 2628 e
Felj - 2769 produziram bacteriocinas que inibiram um maior nimero deisola-
dos. Com base no trabalho de Grosset al. (1979), as bacteriocinas produzidas
por Cff foram denominadas“flaccumfacin”.

A sensibilidade dos isolados de Cff as bacteriocinas foi muito variavel,
fato também observado por Gross & Vidaver (1979). Dos isolados de Cff pro-
venientes de colegdes internacionais, dois foram bacteriocinogénicos
(Feij - 2769 eFeij - 2771) e, pelo menos, dez isolados nacionais de Cff foram
sensiveis as bacteriocinas produzidas por um desses isolados e 0s cinco
isolados de colegBesinternacionaisforam sensiveis, no minimo, abacteriocina
produzida por um dosisolados brasileiros (Tabela 2).

Conforme Chiavegato (1988), diferencas na capacidade de producéo e sen-
sibilidade & bacteriocinas entre isolados bacterianos de uma mesma espécie
ou entre espécies relacionadas tém possibilitado a classificacdo
infra-subespecifica e, emboraa producdo de bacteriocinas seja geneticamen-
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te estével, pode ser aterada sob determinadas condi¢des, e sua utilizacdo
prética, quer nadiferenciacdo de espécies, quer em estudos epidemiol 6gicos,
requer melhor caracterizag&o.

Segundo Lwoff (1953), umaparticulade bacteriocinaé suficiente parama-
tar umacé ulabacterianasensivel. Com base nestainformacdo, Becker (1980),
Kurozawa (1980) e Chiavegato (1988) sugeriram apossibilidade de que, quan-
do se infectam plantas com uma mistura de isolados, o0s isolados que possu-
em acdo bacteriocinogénica causariam morte de células bacterianas sensi-
veis, e isso iria alterar a quantidade de inéculo viavel empregada nas
inoculacbes e, consequentemente, alterar também os resultados das
inoculagdes. Visto que ha isolados de Cff tanto bacteriocinogénicos como
sensiveis as bacteriocinas, conforme os resultados apresentados neste traba-
Iho, bem como nosrelatos de Gross & Vidaver (1979), este problematambém
poderaocorrer quando se empregamisturade isoladosem inoculagdes, sem o
conhecimento prévio da producgéo de bacteriocinas e da sensibilidade desses
isolados as bacteriocinas produzidas por outros isolados.

Houve variabilidade entre os isolados de Cff quanto a producdo de
bacteriocinas, e osisolados de Cff foram separados em 12 grupos, conforme a
sensibilidade as bacteriocinas produzi das pel osisol ados bacteri ocinogénicos.
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