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RESUMO: Duas linhagens de bactérias fitopatogênicas do gênero Pseudomonas e duas do gênero Erwinia produtoras
de bacteriocinas, foram submetidas a diferentes tratamentos visando estimar a estabilidade desse caráter. Houve
eliminação da produção de bacteriocinas após tratamento com duas concentrações de brometo de etídio e a
porcentagem de eliminação variou com o hospedeiro e com a concentração da droga. Não houve eliminação em
temperaturas elevadas e também a preservação da linhagem por três anos em laboratório não causou perda do
caráter. A eliminação da produção de bacteriocinas com brometo de etídio sugere que os genes envolvidos tenham
localização plasmidiana.
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ELIMINATION OF BACTERIOCIN PRODUCTION IN THE
PHYTOPATHOGENIC BACTERIA Erwinia AND Pseudomonas

ABSTRACT: Four strains, two from each of the plant pathogenic bacteria Pseudomonas and Erwinia, all producing
bacteriocins, were submitted to different treatments in order to evaluate the persistance of bacteriocin production.
After ethidium bromide treatment elimination of the bacteriocin production was achieved and the percentage of loss
varied with the host strain and drug concentration. Elimination was not detected after treatment with high
temperatures, above the normal ones. Also preservation of the strains for three years, in laboratory, did not cause
elimination of the character. The curing of bacteriocin production after ethidium bromide treatment suggests that
the involved genes are located in plasmids.
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INTRODUÇÃO

Bacteriocinas são substâncias
antimicrobianas produzidas por bactérias que
possuem genes designados de Bac, em geral
localizados em elementos extracromossômicos, os
plasmídios bacteriocinogênicos. BIAGI &
AZEVEDO (1992) verificaram que a produção de
bacteriocinas pode ser facilmente detectada em
bactérias fitopatogênicas e otimizaram as condi-
ções para sua detecção. Uma vez que plasmídios
são hoje largamente usados como vetores na
tecnologia do DNA recombinante (AZEVEDO,
1985; COSTA, 1987; PRIMROSE, 1987) e uma
vez que bactérias produtoras de bacteriocinas tem
sido também preconizadas como auxiliares no
controle de doenças de plantas, não só a detecção
como a estabilidade da característica produção de
bacteriocinas, são de importância. O presente

trabalho teve por objetivo verificar a estabilidade
da produção de bacteriocinas tanto espontaneamente
como na presença de agentes conhecidos como
curagênicos ou eliminadores de plasmídios
bacterianos como é o caso do brometo de etídio,
temperaturas elevadas e estocagem em laboratório.

MATERIAL E MÉTODOS

Linhagens e meio de cultura: Foram utilizadas as
linhagens E-l l e E-30 de Erwinia e P-49 e P-58 de
Pseudomonas. O origem e métodos de conservação
das mesmas encontram-se descritas em BIAGI &
AZEVEDO (1992). O meio de cultura utilizado foi
o 523 de KADO & HESKETT (1970) tanto líquido
como sólido, este último com adição, ao meio
mínimo de 15g de ágar para completar o volume de
1 litro.



Eliminação da produção de bacteriocinas: Foram
utilizados o brometo de etídio (BE) e altas
temperaturas como agentes capazes de eliminação
de bacteriocinas. O BE foi adicionado a tubos
contendo meio 523 líquido nas concentrações de
100 e 500 ug/ml aos quais foram inoculados 0,1 ml
de cada uma das linhagens utilizadas em cada tubo
empregado, provenientes do mesmo meio após
crescimento por 24 horas a 28° C. As
concentrações de BE utilizadas, foram empregadas
com base em ensaios preliminares que
evidenciaram serem estas concentrações as que
inibiam parcialmente o crescimento de bactérias
sem entretanto causar morte total da cultura. Após
24 horas de crescimento, alíquotas foram retiradas
dos tubos e semeadas em meio 523 sólido, em
diluições apropriadas para produção de colônias
isoladas. Um mínimo de 400 colônias para cada
tratamento e controle foi utilizado para detecção e
consequentemente eliminação da produção de

bacteriocinas segundo a metodologia descrita por
AZEVEDO & COSTA (1973) utilizando-se as
modificações sugeridas por BIAGI & AZEVEDO
(1992). Para eliminação de bacteriocinas em altas
temperaturas utilizaram-se incubações a 28°C
(controle) 37°C e 45°C (tratamentos). Tubos
contendo meio 523 líquido foram inoculados com
0,1 ml de cada linhagem por tubo, provenientes de
cultura desenvolvida em meio 523 líquido por 24
horas a 28°C. Após inoculação, os tubos foram
incubados a 28°C, 37°C e 45°C por 24 horas.
Após a mesma metodologia e número de colônias
utilizadas para o BE, foi também empregada. Para
verificar a influência da estocagem na eliminação
da característica produção de bacteriocinas, foram
utilizadas culturas mantidas em estoque por um
período de 3 anos em meio sólido inclinado com
repiques eventuais, empregando-se a seguir, a
mesma metodologia usada para o BE e
temperaturas elevadas.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

A TABELA l apresenta os dados
relativos a eliminação de produção de bacteriocina
com BE, temperatura elevada e estocagem por um
período de 3 anos. Como pode ser verificado,
apenas o brometo de etídio causou a eliminação do
carácter nas linhagens ensaidas sendo que a
porcentagem de eliminação foi maior na
concentração mais elevada de BE e também
dependeu das linhagens utilizadas. Todas as
linhagens em condições normais, isto é, na
ausência do brometo de etídio e crescendo na
temperatura de 28°C foram bastante estáveis, não
sendo verificada perda característica de produção
de bacteriocina. Também quando bactérias das
quatro linhagens foram mantidas a 37°C e 45°C
por 24 horas e depois ensaiadas, verificou-se que
elas mantiveram a característica em estudo
mostrando que as temperaturas acima daquelas que
permitem crescimento ótimo das linhagens não são
curagênicas.

Também a preservação das linhagens
por 3 anos em meio inclinado não afetou a
produção de bacteriocinas. O BE é conhecido como
eliminador de plasmídios em Staphylococcus aureus
(WARREN et al, 1974) e outras bactérias.
Também na mesma espécie LACHOWICZ (1975)
verificou eliminação da produção de bacteriocinas.
Embora nas temperaturas utilizadas não tenha sido
possível verificar a eliminação do caráter, talvez
em temperaturas pouco acima de 28° C isso possa
ocorrer. A persistência do caráter produção de
bacteriocinas mesmo após estocagem das culturas
com repiques eventuais durante 3 anos mostrou que
o caráter é bastante estável como aliás já verificado
por outros autores como VIDAVER et al (1972)
em Pseudomonas fitopatogênicas. Igualmente,
ECHANDI (1976) não verificou eliminação do
caráter mesmo após estocagem prolongada de
linhagem bacteriocinogênica de Corynebacterium
michiganense. A eliminação do caráter estudado em
presença de BE é forte indicação de que os genes
para produção de bacteriocina estejam em elemento
extracromossômico ou plasmídio.
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