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RESUMO

Bonini, M.; Rodrigues Neto, J.; Maringoni, A.C. Produgdo e sensibilidade de isolados brasileiros de Xanthomonas axonopodis pv. citri a

bacteriocinas. Summa Phytopathologica, v.38,n.3, p.232-234,2012.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a producao e a sensibilidade de
48 isolados brasileiros de X. axonopodis pv. citri (Xac) a bacteriocinas.

Palavras-chave adicionais: cancro citrico, Citrus spp., bactéria

Pelos resultados obtidos, nenhum isolado de Xac foi sensivel as
bacteriocinas produzidas pelos isolados bacterianos avaliados.

ABSTRACT

Bonini, M.; Rodrigues Neto, J.; Maringoni, A.C. Production and sensitivity of Brazilian isolates of Xanthomonas axonopodis pv. citri to

bacteriocins. Summa Phytopathologica, v.38, 1.3, p.232-234, 2012.

The aim of this study was to evaluate the production and sensitivity
of 48 Brazilian isolates of X. axonopodis pv. citri (Xac) to bacteriocins.

Additional keywords: citrus canker, Citrus spp., bacterium

Based on the obtained results, no isolate of Xac was sensitive to the
bacteriocins produced by the evaluated bacterial isolates.

O cancro citrico é uma das principais doengas bacterianas da parte
aérea que afeta a cultura dos citros em varias regides do mundo. No
Brasil, esta doenca foi inicialmente constata por A. A. Bitancourt, em
1957, naregido da Alta Sorocabana, no estado de Sdo Paulo. Atualmente,
no pais, além do estado de Sao Paulo, esta doenca ja foi constatada em
outros estados da federagdo entre eles: Parand, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Sdo conhecidos
seis diferentes tipos de cancro que ocorrem em Citrus spp., porém no
Brasil ha a ocorréncia do cancro citrico asiatico ou cancrose A, causado
por Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), em plantas citricas em
geral, e a cancrose C, causada por X. axonopodis pv. aurantifolii, em
liméo galego (7). Conforme Bull et al. (2), X. axonopodis pv. citrie X.
axonopodis pv. aurantifolii.sdo denominadas atualmente de X. citri
subsp. citri e X. fuscans subsp. aurantifolii, respectivamente.

Intimeras técnicas tém sido empregadas para a caracterizacdo de
diferentes géneros e espécies de isolados bacterianos sendo a produgio
e sensibilidade a bacteriocinas uma delas. Historicamente, o termo
bacteriocina era aplicado para compostos antibioticos produzidos por
bactérias com especificidade primaria e acdo restrita a isolados do
mesmo género. Entretanto, as bacteriocinas sdo constituidas de
proteinas e suas especificidades e composi¢ao quimica as distinguem
dos antibidticos (6, 8).

A produgdo de bacteriocinas ja foi observada em mais de 30 géneros
de bactérias, incluindo muitos patégenos de plantas (9). Ap6s muitos

232

estudos e caracterizagdo de centenas de bacteriocinas, constatou-se
que elas sdo quimicamente heterogéneas e possuem propriedade
primaria de restricdo bioldgica especifica (9).

Do ponto de vista ecoldgico, as bacteriocinas servem como
anticompetidores que facilitam a coloniza¢ao de um isolado de bactéria
dentro da comunidade microbiana. Elas podem também ter papel de
defesa e inibir a ocupagio de outros isolados ou espécies dentro de um
nicho ou limitar o avango de células bacterianas vizinhas (6).

Em experimento conduzido por Matsuo et. al. (4), no Japdo,
visando avaliar a produgdo de bacteriocinas em 19 isolados Xac, foi
constatado que todos isolados de Xac produziram substancias
inibitorias a maioria dos isolados de vérias patovares de X. campestris
ensaiadas. Em outro ensaio realizado pelos mesmos autores, utilizando
o isolado X 1-1-1 de X. campestris pv. campestris como indicador
sensivel, constatou que 48 isolados de Xac produziram bacteriocinas
enquanto que os outros isolados de varias espécies de Xanthomonas
ndo foram produtores dessas substincias (4). Estudos com isolados
de Xac procedentes do Ird, com a finalidade de avaliar caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas, diferenciaram os isolados pela produgéo de
bacteriocinas (5). Foi constatada a presenca de varios isolados de Xac
bacteriocinogénicos, porém a sensibilidade dos isolados variaram (5).
Nos experimentos realizados por Matsuo et. al. (4) e Mohammad et.
al. (5) foram verificados que isolados bacteriocinogénicos de Xac
produziam bacteriocinas contra eles mesmos.
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de
bacteriocinas entre isolados brasileiros de Xac. Para tanto, 48 isolados
de Xac (Tabela 1), obtidos de diferentes localidades do pais,
pertencentes a colecdo do Fundo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS), Araquara, SP, foram testados entre si para verificar
aproducdo de bacteriocinas, utilizando as técnicas descritas por Matsuo
et.al. (4) e Maringoni & Kurozawa (3). Os isolados foram transferidos
inicialmente para o meio YPD (0,6g peptona, 3g dextrose, 3g extrato
de levedura e 1000 mL 4gua destilada), incubados durante 30° C/24h e
posteriormente semeados em placas de Petri contendo meio YPDA
(meio YPD acrescido de 15g 4gar por litro). Apds o crescimento das
colonias (30°C/24h), estas foram transferidas para outra placa de Petri
de vidro contendo meio YPDA, com o auxilio de um aparato contendo
nove discos de feltro de 4 mm de didmetro (2), onde cada disco

Tabela 1. Relagdo dos isolados de X. axonopodis pv. citri oriundos do
FUNDECITRUS.

Isolado Codigo Local
1 FDC-002 Lins-SP
2 FDC-004 Cuiaba-MT
3 FDC-007 Bataguassu-MS
4 FDC-011 Palmital-SP
5 FDC-016 Itaquirai-MS
6 FDC-018 Sao Miguel D’oeste —PR
7 FDC-021 Araras-SP
8 FDC-022 Ourinhos-SP
9 FDC-039 Frutal-MG
10 FDC-075 Casa Branca-SP
11 FDC-101 Séo Sebastido do Cai — RS
12 FDC-106 Chapeco-SC
13 FDC-108 Marata-RS
14 FDC-118 Umuarama-PR
15 FDC-121 Goio-Eré - PR
16 FDC-213 Presidente Prudente - SP
17 FDC-501 Tacri - SP
18 FDC-543 Rubinéia — SP
19 FDC-553 Aparecida D’oeste — SP
20 FDC-545 Avaré — SP
21 FDC-561 Cafelandia — SP
22 FDC-585 Barbosa - SP
23 FDC-601 Bom Principio — RS
24 FDC-609 Chapeco — SC
25 FDC-616 Aguas de Chapeco — SC
26 FDC-625 Aratiba — RS
27 FDC-714 Jales — SP
28 FDC-719 Parapud — SP
29 FDC-769 Narandiba — SP
30 FDC-806 Boa Vista - RR
31 12844 -
32 12845 -
33 12851 -
34 12853 -
35 12856 -
36 12864 -
37 12867 -
38 12868 -
39 12874 -
40 12876 -
41 12917 -
42 12967 -
43 12973 -
44 12873 -
45 14001 -
46 14002 -
47 14003 -
48 14004 -
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correspondeu a um isolado de Xac, As placas de Petri foram incubadas
nas mesmas condicdes. Essas placas serviram de matrizes para
repicagens, visando avaliar a producdo de bacteriocinas. Para cada
isolado bacteriano foram feitas quatro repeti¢des, sendo cada repeticdo
representada por uma placa de Petri de vidro. Apos o crescimento dos
isolados de Xac na superficie do meio de cultura (30°C/24h), as placas
foram colocadas, na posi¢do invertida, em capela de exaustdo, e
adicionado 1 mL de cloroférmio em cada tampa, permanecendo por 2
horas para inativagdo das bactérias. Para se observar a producdo de
bacteriocinas, foram vertidos 5 mL do meio YPDA semi-sé6lido (meio
YPD acrescido de 5g agar por litro) fundente (45° C), acrescido de 1
mL de suspensdo bacteriana previamente cultivada em meio liquido
YPD a 30 °C, durante 24 h. As placas de Petri foram incubadas
durante 30°C/24 h e observada a presenca ou ndo de halo de inibigdo
ao redor das coldnias produtoras (4).

Os 48 isolados de Xac avaliados ndo produziram bacteriocinas
antagonicas ou inibitdrias a mesma patovar, conforme ilustrado na
Figura 1. No trabalho de Matsuo et al.(4) os isolados de Xac foram
resistentes a propria bacteriocina, com excec¢do do isolado Ku 7101
que foi sensivel a bacteriocina produzida por ele. Mohammad et. al.
(5) verificaram que a maioria dos isolados iranianos de Xac foi sensivel
a bacteriocina de pelo menos um isolado de Xac, embora tenha sido
constatada a sensibilidade ao isolado RK, a sua propria bacteriocina,
resultado semelhante aquele observado por Matsuo et al. (4). Embora
ndo tenha sido constatada a sensibilidade dos isolados de Xac as
bacteriocinas produzidas por eles neste trabalho, Bonini et al. (1),
trabalhando com 25 isolados de Xac que estdo listados na Tabela 1,
constataram todos os isolados de Xac produziram bacteriocinas que
foram sensiveis a isolados de X. campestris pv. campestris ¢ X.
axonopodis pv. passiflorae e que apenas 20 isolados de Xac foram
sensiveis as bacteriocinas produzidas por X. axonopodis pv.
passiflorae. Os resultados aqui obtidos demonstraram que os isolados
de Xac sdo homogéneos, sendo os mesmos insensiveis as bacteriocinas

Figura 1. Insensibilidade do isolado de X. axonopodis pv. citri (FDC-
585) as bacteriocinas produzidas por outros nove isolados da bactéria
(1 - FDC-002, 2 - FDC-039, 3 - FDC-021, 4 - FDC-561, 5 - FDC-
501, 6 - FDC-714, 7 - FDC-769, 8 - FDC-118 ¢ 9 - FDC-213).
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poduzidas por eles. Essa caracteristica ndo ¢ um bom marcador
bioldgico para avaliar a variabilidade dos isolados de Xac, diferente do
observado para Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,
em que 17 isolados bacterianos puderam ser agrupados em 12
diferentes grupos em fungdo da sensibilidade as bacteriocinas produzidas
pelos isolados bacteriocinogénicos (3).
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