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RESUMOD

Culturas de PFseudomonas avenas (MANNSG, i?é?) e
Pasudosonas  rubriliogans [(LEE =6 a7, 198%5) 5TaAPP, 19281,
provenientes de diferentes regites e oriundas de wmilho,
teosinte, arvoz e cana*ﬁewacdcar, foram comparadas atraveés
da andlise eletrofordtica de proteinas totais & de membrana,
en gel de"poliacrilamidawSDS {EGPA-BD8)Y. Testes para
verificer =a senaibilidgde das culturas a antibioticos e
'avaliar a produclo de bacteriocinas témbém foram realizados
visando a comparagao doé isolados.

A andlise eletrq?arética das proteﬁnas da frag3o
de rméMbwana revelou diferengas nos perfis de proteinas de
baixo peso molecular, entre 24.000 e 14.00¢ . 0 agrupamento
aas culturas bacterianas feito apenas com base nos perfis de
proteinas de béixa peso molecular foi semelhante a0
agrupamento cbtido atraveés da analise numerica dos
densitogramas desses perfis. Atraveés desses dados verificou-
s uma possivel 'relacao entre perfis de proteinas e
hoséedeira de origem das culturas batteﬁianas.

ﬁtravés da analise eletroforética das proteinas
totuis da’ béctéria, ngo foi possivel a diferenciacio dos

isolados de #&. avenas e . rubrilingsas. Além disso, as



diferengas observadas nosrpadrﬁes de bandas de baixo peso
molecular das proteinas de membrana n3c s¥o observadas nos
perfis de proteinas totais. |

Culturas de &. avenas e F. rubrilingans também
nao diferiram quanto & sensibilidade aons antibidticos
ampicilina, tetraciciina, streptomicina, cloranfenicol e
kanamicina, em diferentes concentracdes.

3 teste de ‘producﬁc .ae bacterioccina mostrou
culturas de F. avenas produtoras ¢ culturas de
£, rubrilingans indicadoras dessa substancia.

0s resultados obtidos nesse  trabalho sugerem

sinonimia enktre culturas de £, avenas e . rabrilinsans.

Entretante, a andlise das fracdes de proteinas de membrana
mostram grupos de isnladoskdistintos mriginérios de milho e
canawdEFacdcar, como tambem, algumas culturas de £, avenae e
F. ruabrilisngans apresentam caracteristicas distintas, tanto

no padr8o de proteinas de membrana, como na producio de

bacteriocina ou em testes de patogenicidade. Discutiu-se a

necessidade ainda do emprego de outros critérios de andlise

taxondmica no estudo dessas bacteérias, tais como a analise

de ¥fragmentos de restrig3o do DNa.



SUMMARY

Electrophoretical analysis (SDS-PAGE) of whole
cell proteins and membrane fraction proteins were used to
compare Pssudomonas awveaas (MANNG, 1909) with Fssudomonas
rubrilineans C(LEE ef =1, 1985) STAPP, 1928) strains from
different hosts. Antibiotic sensitivity and bacteriocin
productian tests were also analised.

The electrdphoretical analgsis of the wmembrane

_~fraction protein showed diFferences in low molecular weight
"protein profiles, bet@eén Mid P4.080 and 14.00@ . SBtrains
which we?e grouped by numerical analysis of protein profiles
were \éimilar to those based only on low molecular weight
protein Pra?iies, It was verified a possible relationship
between protein profiles and the original host of strains.

No differences were observed between F. avenag
and £. rubrilineans strains when the whole cell protein
samples were compared. Moreover, the differences observed in
low molecular weight proteins of the membrane fractions wevre
not found in total protein profiles.

&, avendse and P, rubrilinsans did not differ on
sensitivitﬁ to. ampicilin, tetracycline, streptomycin,

chloramphenicol and kanamycin, in different concentrations.



The results of this work suggest sinonymy of
F. aveaae  and £ rubeilingans cultures, however, the
analysis of membrane proteins have shown distinct strain
aroups from corn and sugarcane. AlsD, some F. avenars and
£ rubrilingany strains showed distinct characteristics in
bacteriécin production =and host assay tests. The use of
other techniques, such 85 restriétion DN& profile, to
improve the understanding of the tékonomic positiqn of these

bacteria is discussed.
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i . INTRODUCEO

Feoudomonas asenags MANNG 1969 e Fopadomonas

rubry Tineans (LEE, PURDY, BARNUM & MARTIN 1923) STAPP 1908

fazem parte de’ um grupo de bactérias do tipo n3o
fluorescente e patogénicas a gramineas ("pseudomonadas
graminicolas”). Essas espécies tém distribuiclo mundial

(SHAKYA =¢ al., 1985; BRADBURY, 19B4) e ocorrem naturalmente
em diver?as aramineas de importancia econdmica como milho
(fega @ayy Lt) (JOHNSON & &7., 1949), arroz (Pryxs safiva
L) (GOTO & OHATA, 19641i), cana-de-agucar (Bacoharam
pfficinaras L) (HAYWARD, 1948), aveia (dvena safiva L.),
trigoﬁ (Frifticum agstivam L.} (SCHQ#D et al., 1980} e sorgo
(Sorghum valgaf@ PERS .} (HALE & WILKIE, 1972), além de

outras gramineas forvageiras (TOMINAGA, 1971).

As plantas iﬁ?ectadas com esse grupo de bactérias
Tapresentam sintomas caracteristicos conhecidos como
*"moléstia das fTolhas” (leaf blight, 1leaf stripe, " brown
stripe) e "Estria vermelha“‘(red stripe), moléstia da cana-
) dEwacégar. Além -de _éstriaﬁ e manchas foliares que podenm
variaf na cor e intensidade dependendo da héspedéira, as
plantas também podem apresentar podrid3o do dpice e, em
estdgios mais avancados de infecgio, a podridBo do colmo,

sintoma mais frequentemente observado em milho e cana-de-
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agucar. A 59Veridadé desses sintomas.tem sido relacionada a
varios fafores tais como: idade da planta associada a
periodos quentes e chuvosos, além da estirpe da bactéria
(SCHaAD & al., 1980; AKHTAR, i?éS).

No Brasil, n3o ha relatops da ocorvéncia natural de
P: avenas em culturas de gramineas, porém ha a possibilidade
dessa espécie ter sido identificada como F. rubrilingany.

Fogudononas rufrilinesns foi ~ descrita pela
srimeira vez no Brasil em 1932 (in CAMINHA FILHO, 1936)
‘causando estrias vermelhas em folhas é podridio de topo de
plantas ﬁé cana-de-agicar . Nos dltimos anos, essa bactéria
:tem sido encontrada ccorrendo em regifes canavieiraé dos
Estados de S¥o Paulo (BRIEGER, 1970; SANGUIND & CARVALHO,
1971), Parand e Rio de Janeiro (ROBBS ¢ al., 1984).
- 0 controle da Estria Vermelha tem sido feito
rprincipaimante atraves do plantio de variedades resistentes
(MﬁRTIﬁ ef al., 19461, TOKESHI, 198@). Recentememte,‘THINB et
al. (1984) descreveram um métode de controle aquimico
empregando pulverizagbes com combinacdes de gastreptociclina,
glicerol ou sulfato de cobre, com bons resultados em milho.
Entretanto, o uso de variedades resistentes tem sido o
método mais econbmico e eficiente de controle da Estria
Qermelha em cana~de-agucar. |

A caracterizac¢io dos isolados de £ avenag e

. rubrilingans tem sido feita principalmente através de.



testes bipquimicos e de patogenicidade (JOHNSON gt alf .,
1949 ; GOTO & STARR, 1971). Outros métodos tém sido
utilizados empregando—se serclogia (TOMINAGA, 1974,
RODRIGUES NETO, 1984) e experimentos de reassociaglo de DNA
(SCHAQD'&% al., 1975) em anzlise comparativa de isolados. Os
fesultados desses - trabalhos indicam um estreito
relacionamento entre £, awveaas e P rubrilingans.,

BRADBURY (1986) descreve que £. aveaas difere de
£ ru&rifiﬂéanﬁ basicamente em dois caractefes bioguimicos:
 reacao d? oxidase e producio de g3s sulfidrico, sendo
B reeh i lingans positiva e #. awvenag negativa bara tais
caracteristicas. Isolados de #. avesas e F. rubrif{nwaﬂg

oriundos de wvarias hospedeiras foram testados para estas

caracteristicas bioquimicas, porém, nenhuma diferenca foi
ogbservada entre 0s isolados que mostravram reagir
positivamente a esses testes (J. RODRIGUES NETO e

I.M.6. ALMEIDA, em comunicagao pessoall.

Feeudomonas avenas e F. rubriiingnas fambém
diferem quanto as espécies_ de hospedeiras naturais
(BRADBURY, 1986), entretanfo, diferentes isolados dessas
eapécies tem apresentada‘reacﬁes gimilares quando inoculados
artificialmente em diversas gramineas.

Serologicamente, isolados de .P. RVEARE e
P, orubrilingsans nﬁp _puderam sey distinguidos usando-se

antigenos de superficie da bactéria, em testes de dupla--



difus8o em gel de égér (RODRIGUES NETG! 1984) .

Diferentes metodologias tem sido empregadas
ultimamente no auxilio de estudos de caracterizagio,
diagndstico e taxonomia de grupo; de fitobactérias, como € ©
caso da andlise de iscenzimas, plasmidios, estudo de
rgstricﬁo e homologia de DNA, resisténcia a drogas e tipagem
por fagos (GREINER-MAI =£ &l., 1988).

A analise eletroforética de proteinas (SEITER &
JAaY  1980; .SANTBS & BIANEéE, 1985) e Iipbpoliséacarideas
(KRAUSS et al., 4988) de membrana tem também sido
extensiva&énte utilizada nos estudos de caracterizagdo e
jraestruturacﬁo de grupos de bactérias. KERSTERS & DE LEY
(19?5) agruparam diferentes eapéciés bactefianas atraves de
andlise numérica baéeada nos padrdes eletroforéticos de
profeinas. CARLSON & VIDAVER (i982) revisaram a toxonomiz de
fitobactérias do género Loryasbacterium usando gietro?orese
em §91 de poliacrilamida-S5DS (SDS-EGPA) de .proteinag

celulares. SANTOS & DIANESE (1983) obaefvaram diferengas nos
perfis eletroforgticos de proteinas de membrana de
Xanthomonas campestris pv. cassavae e X, campestris  pv
manifhwfis. THAVEECHAI & SCHAAD (1986 a) estudando vdrios
isplados de Kanthomonas cappestris pv. vampestris
Qeri?icaram que proteinas de membrana de kﬂ'camFEStrjﬁ év.
campesbris sio distintas e portanto podem ser udteis para a

identificacio e taxonomia. Alem disso, usando testes .



imunoquimicos e SDS-EGPA, identificaram # caracterizaram um

determinante antigénico na membrana de X, campesfris pv.

]
i

campewfris responsdvel pela especificidade das subespécies
(THQUEECHAI & BCHAAD, 1986 by |

A caracterizac8o e  diagnostico de bactérias
atraves de testes biogquimicos e fisioldgicos como também
através de ensaios de hospedeira sao muitas VeZeS

trabalhosos e de resultados demorados. No caso de £. awvenag

e F. rubrilineans, que s3o espécies relacionadas, ha a

necessidade do uso de varios desses testes nos trabalhos de

ident ificaglo. Por outvro lado, as técnicas que empregam a

analise de compostos celulares tém auxiliado grandemente os

trabalhos de caracterizacio e diagndstico com a vantagem de
cerem testes relativamente simples , rapidos e seguros.

0 objetivo desse trabalho foi poder caracterizar

sete culturas de #F. awvEnae e treze de P, rubrilinsgans

preveﬁienteg de diferentes vregiles e originarias de cana—de;
agucar, milho, teosinte e arroz étravés da analise
eletroforetica de proteinas de membrana. Testes de
resisténcia a antibidticos, producdo de bacteriocinas e a
anilise eletroforética de proteinas totais foram realizados
visando a comparag3o dos isolados. Essas técnicas, uma vez
padronizadas, poderiam ser seguramente utilizadas ﬁos

trabalhos de identiticac30 e diagndstico dessas bactérias.
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5. REUVISEO Da LITERATURA
2.4 . Fosizdmnmeono s SWvERas

fgeudoronas  awvenae foi descrita primeiramente por
MANNS em i‘?@? causando o crestamento em Fc‘ihas' de aveia
{ﬁzfer;& safiva). Dez anos depois, -'RDSEN (1919} _relatou uma
bactetiose em folhas de capim-rabo-de-vaposa (zj'ﬁaes'!:_achiaa
lutescens  STUN., sinbnimo ae Setaria JTutescegns [WEIG.]
| HUBB . D semelhante Aquela descrita por MANNS em aveia, e
considero;x F. avenay como agente causal. Entretanto,
observando alguns caracteres fisiologicos distintos naquela
bactéria, . propds  uma nova espécie, Fseudomonas
Caltbopracieitans (ROSEN, 1922).
. Até 1952, outrvos  sinbnimos de £, awvenae foram
rdescritos segundo BRADBURY (19841): Fﬁgtwmﬁnag avarnas (MANNS)
BERGE\; et al 1930, Fhytomonas alboprecipitans (RDS‘EN) BERBGEY
gf gl 1930, PBacterium sefariag OKABE 1?34, Pacriiuas avenas
(MANNS ) BURGVITS 1935, Fhytomonas sefarias (OKABE)
BURKHOLDER 1939, Pseudomonas sefariae (OKABE) SAVULESCU
1947, Fhytobacterium alboprecipitans (ROSEN) MAGROU & PReVOT
i?48 e'-ﬁ‘ﬁlu:"obm:far sefai~fae (OKABE) PATEL & KURKARNI 1951.

Em 1949, £. alboprecipitansy foi identificada
ocorrendo naturalmen.te em milho (Jea mays), no sul dos

Estados Unidos, causando les8es nas folhas e podridio do



apice das plantas (JOHNSON et a7., 1949).

| TOMINAGA (1968) wverificou que &, sgfarias ocorre
em varias gramineas em condig¢des naturais e n8o considerou a
proposicio de sinonimia entre &, sefarias e F. panick
sugerida por GOTO & OKABE em 1952 (GOTO & OKABE citados por
TOMINAGA, 1948). - Trés =anos mais tarde, or mesmo autor,
estuaando bacteripses de graminéas forrageiras do  Jap3o
através de serologia e testes bioquimicos, -colota
£, sefarizg como sinbnimo dé P oalboprecipitans  (TOMINAGA
- 1974) .

\HALE & WILKIE (19723, atraves de testes
‘jbicquimiccs, ;erificaram identidade entve F. alboprecipifans
e . rubrifineans num  estudo comparativo entre varias
especies de Fseudomoass patogénicas ao sorgo (Horghus
vulgare) na Nova Zeldndia.

Em testes seroldgicos de dupla-difusdo em gel de
agar realizados com warias espécies de éseudamwnaﬁ
. patogénicas a gramineas, RODRIGUES NETO (1984) também
.verificou identidade entre isolados de . aveaas e £,
rubrilXneaas.

GCHAAD &b al. (1975) propuseram sinonimia entre
£. a;énae e £~ a{éapr#wiyitang baseados em analises de
porcentagens de guanina + - citosina e experimentos de
reassociacso de DNA.-Posteriormente, SUMNER e SCHAAD (1977)

estudando algun% aspectos da epidemiologia e controle de
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P, awvenay em mitho, vérificaram que essa bactéria pode se
manter no solo ou em folhas verdes de plantas infectadas
durante wvarios dias. Alguns anos depois, SCHAAD sf& alf.
(1989 analisando a infﬁuéncia da temperatura e luz na
seyeridade da doenca das Folhas {(bactevial blight) do milho,
aveia € trigo, observaram que a luz n3o tem efeito sobre o
desenvolvimento das lesBes, porém, a influéncia da
temperatura no desenvolvimento do bacterial blight _diferé
com.a hospedeira.

Em 1983, SATO of al. descreveram a moléstia dos
"seedlings'” de arroz oS qualis ‘apreﬁenﬁavam alongamento
anormal ("bending symptoms'”) e estrias alongadas de cor
marrom, sintomas siﬁilares aqueles observados por GOTC &
OHATA  (1961) em arroz. Em inocglacﬁas artificiais, os

*

dsolados obtidos dos "seedlings’ infectados foram

patogfnicos ao milho, trigo, cevada, aveia, centeio e trés
tiposzde "millet"” (TSUCHIYA @ af. 1983).

MATSUDA & SATO ((1983), egtudando o modo de
infecc3o de F£. avenas nos “seedlings’ de arroz através de
microscopia eletronica, veri%icaram a bactéria na superficie
dos ncmlemptiios- com ‘“bending symptoms”, nas camaras
subestomaticas e nho aerénquima das bainhas das.¥olha§.

SHAKYA &t 1. (1984) estudando a transmissdo de

£ awvenase em arroz obsevvaram também essa bactéria nas

cidmaras subestomdticas das folhas primdrias, nas lacunas dos



coleoptilos, mas ndo 'né xilema ¢ floema. O estudo do
desenvolvimento dos sintomas nos "seedlings” a partir da
germinacio de sementes descascadas ou ndo revelou que
£, awends peYmanece na éemente podende estar localizada
entre as glumas e o pericarpo ou no interior da semente .

SHAKYA &f al. (1985), utilizando um método para
deteccBo de P. avenas em “seedlings” de arroz, investigaram
a presenca dessa bactéria em ﬁi?ergntes lotes de sementes de
arrogz provenientes de vérioslpaisea. Os autores salientaram
- a importéhcia da &etecc%a de . aveaze nas sementes, uma ves
que a bactéria "foi encontrada viéve]' e mantendo sua
patogenicidade em lotes de até oito anos armazenados a S5°C.
Mostrafam - também qhe, embora nSo se tenha dados sobre
grandes prejuizos emn plantas %dultas, os danos em
rseedlings” nio devem ser subestimados.

TOMINAGA - af. (1983) tambem vrelataram a
ocorréncia de . awveaae causando ‘“brown stripe” em
U"seed}ingsf de arroz cultivada em casa dé vegeta¢io.

WELLS & HORNE (1983), analisando a ultraestrutura
de £. avenas, observaram inciusﬁes citoplasmaticas similares
aos corpusculos ‘refratéveis (R-body) encontrados
originalmente em Faramecium aurselia e posteriormente em
espécies de Cagdibacter (GIBSON of al., 1987).

BIRD & SIﬁSON (19873, estudando "R-body™ de

£, RvEnasE (isolado NCPPB 1e11) verificaram aque tais
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estfuturas sdo ci]indricés ocorrendo aos pares com cerca de
2.Sum de comprimento, tem composicdo protéica, podendo se
“desenrolar” dependendo das caracteristicas do meio ou . pelo
tratamento . com diversas drogas. Como observado parsa outros
grupos de bactériés que apresentam "R-body', F. avengze conm
"R-body foi tdxica a plantas de milho. Esses autores ent3o
?armu}aram a hipotese de que "R-body” pode conter uma toxina
ou €& essencial para =a agio dessa toxina nas células
sensiveis. Em andlise eletroforética das preparacfes de "R-
body’ de F£. ayvEaas 0s ﬁesmmﬁ autores encontraram trés bandas
prctéicaa. de 50.@@@, 34.@@0 e P6.000¢. Estudos foram feitos
icom o objetivo de localizar o gene paralsinteae de "R-bodg”
de £. avenas. Un plasmideo contendo o gene para “R-body” de
Saad lbrelbar ﬁﬂ@ﬂiﬁﬁ#i?ﬁfﬁﬁingﬂ hibridizou <com © DNA de
F. avenar em experimentos de southern blots, entretanto nao
.foram encontrados plasmidios em £, avenzg, sugerindo que as
sequégcias de cddigo para "R-body" devem ser cromossomais.

| Posteriormente, GIBSGN & WELLS (4988} isoclaram uma
.toxina de £, avenas, libegrada no meio de cultura, que
causava efeitos especificos em plagtas de milho. Usando _a
técnica de microscopia eletrénica aliada a marcaclo de
anticorpos _com oures coloidal, esses autores verificaram que
o antissoro produzido contra "R-body"” reagiu com "R-body"” no
interior da bactéria mas n3o tom a.toxina isolada do meio de

cultura. Anticorpos produzido contra essa toxina também ndo
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reagivram com “R-body” no interior.da célula, mas foram
detectados na superficie da célula bacteriana.

TAKIKAWA gf al. (198B) observaram F£. avenas
ocorrendo em plantas de cha (fea sp) causando manchas

foliares e necrose no pareénquima.

P . 2. Fscudsomonas rubrilineans

59 ’dcenca das folhas de cana-de-aglcar conhecida

_como Estria vermelha, causada por &, rubrilineans, foi

“descyrita originalmente epor LYON em 19C2. Posterior@ente.

esta  doenca {foi estudada por LEE é JENNINGS (1924) e, emn

1?85,\ LEE egf af. classificaram o agénte causal cono
f%géﬁmanas rubirilineans .

STAPP (1928) reclaaéificou es%a bactéria como
Fopudomonas rubrifinsans e STARR & BURKHOLDER (1948;
incluiram-na no género Xanfhomonas.

CAMINHA FILHDO (1934) relatou pela primelira vez no
Brasil essa bacteriose afetando plantas de cana-de-acdcar, e
posteriormente, GRILLO (1?38) descreveu algumas
caracteristicas culturais de Fhyfomonas rubrilincans além de

resultados de inoculacles experimentais com essa cultura em

diferentes variedades de cana-de-aglcar.



MARTIN & QISHER (1961) apresentaram um historico
der “red stripe” em cana-de-acdcar, descrevendo sintomas en
caules e folhas, caracteristicas culturais do agente causal
(Kanfhomonas rubrilinsans), hospedeiros alternativos,
mecanigﬁo de transmissSo do patdgeno, importdncia econbmica
e'contt"ole dessa moleéstia.

HAYWARD (19427, através de estudos morfoldgicos e
bioquimicos, verificou que essa bactéria pertencia ao género
Peeudomonas é propﬁﬁ_a nomenclatura Pswadﬁmwdas rubrilingans
(LEE wf al.) Stapp. |

BRIEGER (1970) e SANGUINO & CARVALHO (1971) citam
. Casns de epidemias de estrias wvermelhas causadas por
£, rubrilineans  en regides canavieiras dos Estados dé S3o0
Paulo e Parand.

DANGE & PAYAK (1973), estudando varias culturas de
£ rubrilingans, wverificaram que elas sEo patqgénicas a0
mi]ho;' teosinte (Jea mescicana [SCHRAD.1 REEV. & MANGEL.) é
‘canavdEWacdcar. Posteriormente, os mesmos autores testarvam a
sensibilidade de diferentes igolados de £. rubrilingans a
varins antibidticos e  fungicidas, verificando que essa
bactéria 6 sensivel a terramicina e estreptociclina (DANGE &
PaYAK, 1974).

AKIBA .ef al. (1976), estudando a reacdo de
variedades de cana-de-agucar a F. rubrilingans, concluiram

que testes de resisténcia realizados em condigbes de casa—.
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de-vegetacio podem ser empregados para a determinagio de
variedades resistentes.

FERMANDES (1979), dando continuidade ao trabalhoe
de AKIBA gt al (19763, desenveolveu uma metodologia para
estudo de variedades de cana-de-agucar resistentes 2
£, rubrilingans padronizando condicﬁes de casa-de-vegetagio
para indu¢Bo de sintomas da Estria Vermelha.

08ADA  wt al. (1978) isolaram bactérias de plantas
de cana~de;a¢ucaf com eatrias verme]has e a% caracterizaran
- como rgbrffineany.

ROBBS (19B0) relatou a ocorréncia natural de
&L pubrilinsanss causando o crestamento em Folhas_ de. biri
(Sanna Indica L.).

TOKESHI (1950) descreveu sohre "estrias vermelhas”
no _ Brasil: etiologia, sintomatologia em hospedeiras e
controle do patdgeno, enfatizando sobre‘as candicﬁes de
altas temperaturas, umidade relativa elevada e solos Fértei;
comp Principais aspectoé associados a ocorréncia dessa
moleéstia.

VESHMINSH af 'aI.‘ (1982), procurandoe conhecer
pmssiyeis hospedeiras 5aturais existentes em Cuba, que
pudessem albergar o patdgeno apds a colheita da cana-de-
acucar, verificaram que £, rudrilincans f&i patogénica as
especies Lyparas rqfundﬁs L. {tiririca), Feanisetum

purpareur = Peanisetum sefosuwm (SWARTZ) L. RITC.PERS. (capim--



i4

oferecido), Sorghuwr almuem PARODI (sorgo negro), Sprghun
Ealwﬁenﬁw (L.Y PERS.  (capim-massambara), Sorghum vulgars e
Zen mAHS .

RODRIGUES NETO 21?84), estudando o© relacionémento
seroldgico entre espécies de pseudomonadas “graminicolas”,
verificou identidade entre os isolados de P..rabrifimeanﬁ e
£ a&ﬁnaa em testes de dupla~di¥us§o em gel de agavr.

AKHTAR & ASLAN (1986) observaram £. rubrilineans
ocorrendo naturalmente em élantas de cana-de-agucar de
_culturas ~ do Nétional Agricultural Research Centre -
Paquiatﬁol entre 1984 e 1985. 0Os autores consideraram ser a
‘primeira ide&ti?icac%o dessa bactéria ﬁa pais. Testes de
patogenicidade mostraram que entre nove cultivares
comerciais de canande”aédcar testadas, quatro foram
sensiveis & . rubrilingans, e as demais m&deradamente
'resistentes‘

” ALMEIDA et aI. (1988), estudando a reacio de
_variedades de cana-de-agtcar a isolados de &. rubrilinsans,
verificaram diferencas significativas no comportamento entre

as variedades e também em relacfo aos isolados testados.



2.3 . Proteinas de membrana de +Ffito-—
bact érias, técnicas de extracao <

eletryroforese .

A maioria dos estudos sobre  membranas de
bactérias, incluindo a anélisg e caracteriza¢do de
compomentes (SCHNAITHMAN, 19706a; AMES o=f al., 1974; KROPINSKI
ot &F ., 1978; PaALVA & MAKELA, 1989; OSBORN & WU, .19895
NIKATIDO & VAARA, i9B5), sistemas de trans[ﬁnrtes (DIMAST &f
cal., i???; RAMOS ef al ., 1976; HANCOCK & NIKAIDO, 1978;
BRAUN, 1985), sitios receptores (CHAL ef al., 1982) e
mecanismos diversos tém sido intensamente realizados com
espécies de Enterobaéteriaceae, principalmente Escherichia
S N (LUGTENBERG & VAN ALPHEN, 1‘?83; OVERBEEKE & LUGTENBERG,
1989) e Salmoasila ftyphymurius (0SBORN gt &l., 1978;
HITCHCOCK & BROWN, 1983), e outras de importdncia médica
como &. agruginosa (MIZUND & KAGEYF\?"!A; 1978; HANCOCK &
"CAREY, 197%9; HANCOCK &£ a7., 19815 DARVEAU & HANCDCK, 19B3).

Por outro lado, os estudos sobre membranas de
fitobactérias tém se Iimitacio a trabalhos de caracterizacdo
. de proteinas é 1i§opoligsacarideos (LPS), a maioria
realizados principalmente com subespecies de Xanthomonas
campesbris (DIANESE - & SCHAAD, 1982; MINSAVAGE -8& SCHAAD,
1983; SANTDS & DIANESE, 1i985; THAVEECHAI & SCHAAD, i9Béa,

19846b 3, alagumas especies de Erwinia (THURN & CHATTERJEE,
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19813 e Fypudomonas (ANﬁERSON; 198@, 1984; ZANGE &f &I .,
y985) . -

Estudos recentes vém demonstrando o papel e a
importéncia de ceftoﬁ componentes de membrana c0m§ LPS
(WHATLEY &t &I.,-1976; de WEGER =f al., 1987a), proteinas
(de WEGER wof xJ., 1984, 1988), fimbrias e flagelos (de WEGER
gf a¥f., 1987b) nas interac®es bactéria-planta.

Grande parte das técnicas descritas para obteng3o
de proteinas de membranas de bactérias gram-negativas
basgiam-se nos trabalhés de SCHNAITMAN (1970a, b, 1971ia, b).
_ Tais técnicas emprégam em geral a ruptura das.células com
lispzima-prensa de French ou lisozima-ultrassom (SANTOS &
DIANESE, 1983), fracionamento ou ndo das membréﬂag totais em
membranas interna e externa através de centrifugacSo em
gradiente de sacarose descontinuo, e solubilizacio de
proteinas com detergente Triton X-100.

{ DIANESE  (1986) descreve brevemente algumas
_variacﬁes de procedimentos de extrac8o de proteinas de
membrana de gram-negativas e gram-positivas.

Eletroforese de proteinas em gel de
poliacfilamida"SDS foi originalmente aescrito por LAEMMLI
(19703 . Outras variacOes para sistema descont inuo
dissqciante tém sido introduzidas usando-se diferentes
sistemas tamponantes como Tris-borato, e detergentes tais

como deoxicolato de sddio, lubrol, sarcosil, triton X-100
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além‘ do uso de ureia como agente denaturante de proteinas.
HAMES & RICKWODD (19823 apresentam uma excelente revisao

cobre os sistemas de eletroforese em poliacrilamida.
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3 MATERIAL E MSETODOS
3.4 . Ovyigem doss isolados de
Pﬁamdammnaﬁ‘ BRwEFrae e . resbhr-iIinesans

e condigcdes de crescimento.

Ds isolados de ?. aveaas e F.  rubrilingans
‘utilizados neste éstudo fovam obtidos da coleg3o de culturas
da Secﬁé de Bacteriologia Fitopatoldgica do Instituto
jBiolégico"Eﬁt. Experimentai de Campinas (IBSBF) (Tabela 1).
Culturas liofiiizadaé foram reativadas pelo plaqueamento em
meio nutriente agar (extrato de cérne 3.0g, peptona 5.0g9,
NaCl S.0g, bacto-agar 15.@g, dgua destilada, volume final 1
litro, pH 7.9) (Levine, 1954) e mantidas a 28°C por 72h. A
partif-de colbnias iﬁalédas, foram feitas suspensBes em &gua
'wdestilada gsterilizada para a inocula¢do dos meios de cultu~
.ra. Para cada isolado foram inoculadas quatro placas de meio

nutriente-agar as quais foram mantidas a 280C durante 72h.




TﬁBELﬁ {. Culturas de Pseudomonas avenas e P, rubriifingans uvtilizadas

nos experimentos: codigo, origem e hospedeira.’

i o A e A TR s P Y e ek e Bl SN A R R T e S T A P T T e o WA AR T U o T AR T T T e e e o i B4 i s e

Cuitura

recebida como

Cédigo®

. ek o e . e e Bk 4 A . St T G o i A ot T S R 1 o ke LA A S S o 9 . Ll A U R e e s e

Fseudononas

JFvende

ICHP 3183
ICMP 3184
ICHP 3478
C-138

ICHP 3181
'ICHP 3960

ICHP 7083

tst.Unidos
Japio

. Japao

Est .Unidos
Japio
Japdo

Japio

e o et e ol T D S8 W T o e e e A SO A A B B M VTR TR o e o e o e AAF A A P S ) T o e o U AL B A T R 9 T S ke o

Poaudomonis

T rabrilineans

i i 5t o e Ay e i O R T T AP AR e o . vl i e St S S M P

a. rodigo das culturas recebidas de:
C~ Ir HNorman

from Plants;

ICHP 5811
ENA 643
ICHP 7460
F-3

ICHP 252
ICHP 3106
Je-1

ICHP 255
ICHP 254

ENA— Br. Charles F. Hobbs,

F- Dr. F. &kiba, Univers. Federal Rural do Rio de Janeiro;
Souza, F.0.4. Universidade Estadual Paulista/Botucatu.

b. codigo IBSEF

Cédigal Hospedeira
193 JEA WAYS
194 Fea mekicana

T 2os Jea mays
447 dea mays

480 Zea mexicana
481 | Dryza sativa
482 Eleucine coracana

77 Je3 mays
174 28 mays.
178 Canna Indica

179 Saccharum gfficinzrum

195  Saccharum officinarum
194 Zed mays

261 Jea mays

296  Saccharum officinarus
342  SBaccharum officinarum
389 fea mays

393 Jga WAYs

973 Tex pays

577 Fex @mays.

W. Schaad, University of Idaho,
Universidade Federal Rural do Rio

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
I.Mauricios.
india
Brasil
Australia
1. Reunido
Brasil
Brasil
Brasil
"Brasil ..

A Sy S - U o M

Hoscow, USA;-
de Janeirto;

JC-1- Dr. Nilton L.
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=B.2. Preparo das bactérias.

apds © crescimento em meio solido, as bactérias
foram suspensas em tamp3o TriS”(Hidroximetil)aminometanu—HC1
(Tris—HCL) 3. 3mM pH 7.4. A .suspensgo obtida foi
homogeneizada em omiﬁi*mixer (Sbrvall) por 2min, velocidade

4, em banho de gelo e centrifugada a 8 008g por Smin a BOC.O

precipitado obtido (P-1) Foi ressuspendido em spnlugio salina

‘(NaCl 3%). Centrifugou-se 2a suspensio a 8.000g por Smin a
~-gogC descaftandm—se o sobrenadante (5-2). Repetiu-se esta

sequéncia usando-se as solucBes tamp3o Tris-HC1 @.1M pH 7.4
" contendo EDTA 10mM e Tris-HC1 @.4M pH 7.4 contendo MgClp
{GmM., regpectivamente. 0O precipitado de bactérias (P-4) foi
;esguspendido em tampﬁo-de lise (Tamp3o glicina ©.1iM pH %.2,

lisozima @.img/ml e sacarose 0.75M) (Fsquema 1).



ESQUEMA 1. Preparo das bactérias

Suspensio bacteriana em
Tris-HCI 3.3mM pH 7.4

em banho de gelo

!

{ Omini-mixer, 2min veloc.
i

i 8.000g, Smin a 8°C

(ﬁaterial descartado)?

S5-1 P-1
| NaCl 3%
| 8.000g, Smin a 8°C
_________________ E
s-2 p-2
i Tris-HC1 @.41M pH 7.4
. i "EDTA 1omM
! 8.000g, Smin a B8OC
_________________ I
5-3 P-3
: | Tris-HCl @.1M pH 7.4
. : ! MgClp 10mM
{ 8.000g9, Smin a B8OPC
————————————————— }
S-4 P-4

Bacteérias ressuspensas
em meio de lise



3.3_ Ruptur=a das C bacterias &

obtencio de membranas totais.

A técnica de obtengio de membhranas teve ccmé base
o trabalho de SANTOS & DIANESE (1985). As bactéria (P-4,
Esquema 1) foram ressuspendidas em tamp3o0 glicina ©.1iM pH?.2
contegdo lisozima Q.img/ml (Sigma L&6876), sacarose ©.75M e
mantidas em banho de gelo por 3@min. Em seguida, foram
aplicados seis ciclos de sonicagio (20khz, 70 a %@ W) de.Bes
~cada. A suspensio ?oi-CEntri?ugada a 8.000g por Smin a B°C
para remo¢io de cé}uias-inteiras (P-1). 0 sobrenadante (5-1)
~contendo vesiculas de membrana foi entﬁo centrifugado a
97 @@Gg por 30min a 49°C. 0 sobrenadante (S§-2) contendo
proteinas de citosol ?oii coletado e o precipitado de
memﬁranas (P-2) ressuspendido em tamp3o glicina 10mM pH 9.2
.contendo sacarose 75mM, gelado. A suspensdo foi centrifugada
a 3?:@®®9 por 30min =a 4°C. O sobrenadante. {5~-3) foi
descartado e o precipitado de membrana (P-3) ressuspendido
em tampdo Tris—-HC1 3.3mM pH 7.4. A suspensio foi novamente
centrifugada, descartando-se o sobreqadante (S~-4). Membranas

totais (P-4) foram mantidas a -20°C (Esquema 2).



ESGUEMA 2. Ruptura das bacterias e

" obtencio de membranas totais!

Barcterias lavadas

i Glicina ©.1M pH 2.2
| ligsozima @.1img/mi
! gacarose ©.75M, 30min
I gelo
P
Sonicacio

| 6 ticlos de 30%s (CQKh=z,
i 70— @ W)l
| 8.000g, Smin a 89C

) P-4 S—~1
- {descartado) | | 37 . 000g, 30min a 4°C
S-g p-2 (vesiculas de membrana?l

]

| Glicina 1@émM pH 9.2
I sacargse 75mM

i 37 . @e0¢g, lJ0min a 4°C

;'(proteinas citosel)?)

5-3 p-3
- (descartado) {  Tris-HC1 3.3mM pH 7.4
{  237.000g, 30min a 4°C
________________ I
5-4 P-4

(descartada) Membranas Totais
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3.4 . C)bt:erwcﬁicar o e proteinas de

membrans .

A solubiiizac%u de proteinas de membrana foi feita
segundo os trabalhos de SCHNAITMAN (1971a, b) com algumas
mndificacﬁes. Membranas totzis (P-4, Esquema &) foram
ressuspendidas em volume minimo de tampSo Tris-HC1 &3mM  pH
6.8 contendo Triton X-10@ 2% (v/v). A suspensio foi agitada
~por inversido durante' 20min em temperatura ambiente e em
seguldsa centri?ugadé a i2.800g por 3min. O sobrenadante
(5-1) contendo proteinas soldveis em Triton X-100 foi

coletado e o precipitado (P-1) descartado (Esquema 3).

-

ESGLIEMAO 3. _E}bt:eerxciﬁcn de proteinas de

membrana .

Membranas totais

i Tris—HC1 &43mM pH 4.8

| triton X=-100 24 (v/v)
| agitac3o por inversdo
| 20min & temp. ambiente
| 12.900g por 3min

(descartado? Proteinas soldveis emnm
Tritdoan X-100



3.5 . Obtenc3o de proteinas de

citosol.

Ao sobrenadante S5-2 (Esquema 4) contendo proteinas
de \citeﬁol foi adicionado igual volume de solug8o saturada
dé (NH4) S04 {80%- a 25°9C). A mistura foi mantida a 8°C
durante P2h, o precipitado formado (P-1) foi recuperado por
centrifugacio, ressuspendi&o em volume minimo de Tris-HCl

63mM ﬁH 6.8 e dialiéado contra agua déstilada por 24h a BCC

(Esquema 4).

ESQUEMA 4. Obtencfo de proteinas de

;:ii:(:eac:l .

Fracio de proteinas de citosol
(S-2, Esgquema 2)

| igual volume de (NH4)pSOg4
I saturado, 24h a 89C
I 10.020g9, 1¢min a 8°C

ressusp. em vol. minimo
Trig-HC1 43mM pH 6.8
dislise contra dgua
destilada 24h a 89C

(descartado)

|
(5-23

"Frag 3o de proteinas -
de citosol
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3.6 . Dosagem de proteinas.
&4 doszgem de proteinas das amostras foi - feita

segundo o "método de Lowry” modificado por HARTREE (19272},

utilizando-se soroalbumina bovina como padr3o.

.

3.7 . Eletroforese de proteinas.

Eletroforese |  de proteinas em gel de

poliacrilamida~-5DS fpi realizada segundo-os modelos de HAMES

& RICKWOOD (1982) usando—se sistema descontinuo dissociante,

de placa vertical (15cm X 1Bcm X ¢ . 15cm).

=3 v 1. Preparo dos géis.

Géis de resolugdo de concedtracﬁo de acrilamida 19
e 112¥% foram preparados cob 1 . Scm de gel de empacotamento
(acrilamida 3.75%) misturando-se as soluchDes estoque nas

proporcfes apresentadas na Tabela 2.
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TABELA 2- Solucdes estoque e suas proporgbes usadas no prepa
' ro dos geis de eletroforese em sistema descontinuo
dissociante.

.-.«..-__..‘..—_.—_-....._-......_..———.u.a-——__._,m.........—..——....m-.—.._.-.-........—..--..—uu....u..--..___._......—__.m-—

solucoes gel de gel de resolugdo tampdo
patogque empacotamento iex 10% cuba

—-—.—‘_m-—"-——_.....-.—._...m..__.—-.«.——__-....-....._—...a.-—_-q.—...—a—--u-.m__..m....._._,_.__.-..._............-_-—

acrilamida 3¢%
+ bisacyr. @.B¥% 2.5 i?2 10 -

e e 4 A T i A A i < AU D A . T St i RS O T o Sl G T B A i S St R A ol i e e S e S Mk e RS S S

Tris—HC1 @.5H
pH 6.8 5.9 . - - -

v o ek et Aok e ot AT R . e e o Wk A U T G S T8 Y T e ok L A (AR S S S Y T S e o i A S S i g 7 e s el S

Tris~-HC1 3.6M
pH 8.8 T 3.75 3.79 -

et e om i k. s i S . S A Y TR o ok R SRl ek Y Y A o b ol Uk A Sl S M i T R B AR L e e e e S A S8 S e =2

Tris ©.85M + .
Glicina 1.92M - - - 100
+ 8DS 4% pH 8.3 .

...u-u-m..._.....—_..-...-.....-.._-—.._...--.—_...-.--—..—A.—«-._u.u—_-.m.—_-—._u-.___.....——-.....-—_._.-.._..—-..-.u-.__....

o o v e oy T s o o e R A T s Ao o o e o el A AR T L o O ol o S S S T . T o i i S i s (R RS S e

Percsul fato de
ambnio 3.0% - 1.9 1.5 1.5 -

et P i U o Py e ik A S AR S T T T Tk Mol i o WA T S T o T b e L W PO T 7 ok S S Ty S S S R S ms S

e e i R i e e kA W T SLer S A R W e T o ik R, A R T W o T e oy ot Sk SR e i Y i e Mt S 8 S S e e S

Temed C(NNNN-te-
trametiletileno- @.e15 @.913 ©.015 -
diamino)

_-.._._....._..-.——nu-.-.-.—_.—-—_.—-—-_u-—__.......-.—....m-..—.-.....-m...-.uu.-_.-....__“—_—"—u—_.-..._____

volume final 20m1 | - 30ml 1000m)

..-u..-_--.—.....--..-..—\.p._—a—“-—__...m.—.—.—....um_..-.....-m—-—-.-a.u—-m_.._m.n—-..-.........-u.-—_....--——m._..u..,.
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3.7 .2 . Preparo das amostras.

As fracgBes de proteinas de membrana e de citosol
foram fervidas durante 4min com tampBo dissociante (Tris—HCLI
63mM  pH 6.8 contendo E—beta-mgrcaptoetanml 5%, 8D5 2%,
sacarose 10% e azul de bromofenol ©.001X) na proporgio 1:1
{vw/v). G mesmo - tamp3o %oi utilizado para ajustar ]
.concentracﬁe de proteinas das_amostraé para .2 - ©.3mg/ml.
s amost;é foram distribuidas em aliquotas de @.iml e
Tmantidas a -28°C. fmostras de proteinas totais da bactéria
form obtidas fervendo—se cerca de O.EQ de bactérias
crescidas em meio ﬁutriente—agar (LEVINE, 1954) a 28°C
durante 72h, em 0.5m] de tamplo de amostra durante 4min. Em
sequida a suspensdo foi centrifugada a 15.000g por Zmin e o
sabreﬁadante contendo proteinas totais coletado eAmantido é

-290C.

Amostras de proteinas conhecidas (MY-5D5-70 Sigma)
foram wutilizadas para a estimativa do peso molecular das
proteinas de £, avenasg e P. rubrilincans, segundo o método

de SVASTI & PANIJPAN (1977).



7 7 3. CondicgSes de corrida.

Amostras com cerca de 2.2 - 3.Q0ug de proteinas
foram aplicadas no gel. A eletroforese foi efetuada em
temperatura ambiente com voltagem fixada em ieeV {(48émA)

durante quatro horas, aproximadamente.

3 7.4, Colorac3io e secagem dos geis.

A colorag8o dos géis foi feita wutilizando-se a
‘técnica de coloraclo por prata para proteinas e acidos
nucléicos descrita por BLUM w=f &l (1987). Os géis corados

foram -secos segundo a técnica de JUANG £ al (1984).

3.7 .5 Densitometria e analise

'de agrupameimrn bt o .

Os geis de  eletroforese foram analisados em

-

densitOmetro Ultrascan e a analise de agrupamento foi feita

com o auxilio do programa Page.tax { JACKHMAN & wHIyEY, 1990},
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3.8 . Teat e e sensitividade =2

ant ibidoticos.

Isolados de #. avenae e F. rubrilineans (Tabela 1)
foram comparados em termos do efeito de determinados
antibidticos no crescimento bacteriano. 0Os antibioticos
utilizados foram: ampicilina (Sigma A-9393), tetraciclina
{Sigma T~3858), ‘streptomiéina {(Gigma 8*65@1), kanamicina

4(Sigma K~-1876) e cloranfenicol (Sigma (-@3787.

3.8. 1. Meioses de crescimento.

Culturas de §&. avense € F. r&ﬁri!igeanﬁ foram
plaquéadas em meio nutriente-dgar (extrato de cafne 2.5%;
peptona 1.0%, NaCl @.5%, bacto-dgar 1. 9%)(KIRALY, 1974) e
mantidas a 30°9C durante 24h. A partir de roldénias isoladas
fez—-se, para cada cultura, uma SUSPENsao em agua

esterilizada {2ml) utiiizada para a inpculag3c dos meios

contendo antibidtico.
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3.8 ._.2. lﬂezicﬁs‘ contendo antibidtico.

Para cada antibidtico foram preparadas seis placas
com meio nutriente-agar (KIRALY, 1974) contendo antibidtico
nas concentracBes de 2, 20, 5@, 160, 350 e 1@0@Qg por ml de
meio de cultura. Antibidticﬁs e solugles estoque
(streptomicina-agua 7 20mg/ml, Kahamicina~égua 25mg/ml,
ampicilina-dgua 25mg/ml, tetraciclina—metanol 12 . 3mg/m1l, =4
cloranfani:olmetanpl 23mg/ml} foram adicionados aos meios

(fundidos e mantidos em banho maria 3 49°9C) seguindo-se a

‘seérie de diluigdes. Essas placas foram inoculadas com as

suspensoes de bacterias usando-se uma multi-alga. As placas

inoculadas foram mantidas a 3¢°C e a atividade anfibiatica

" foi avaliada 24k apds a inoculacso.

3.9. Producdao de bacteriocina .

Um teste para verificar producio de bacteriocina
foi empregado para os diferentes iscoladas de &, avenase e
£ rubrilineans onde se verificou o efeitp de cada isolado

sobre o crescimento dos demais.
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3.9 .1~ Meios de cresasc imento o

placdueamento

Isolados de . awenas e F. rubrilicgans (Tabela 1)
for;m cultivados inicialmente em 4ml de meio nutriente-
liquido (KIRALY, 1974) a 30@°C durante 24h, sob agitaclo. Uma
amostra de £. c¢oli indicadora de tolicinas (K-12 RCW) foi
cultivada nas mesmas condigBes, porém a 379C. A partir das
culturas eh meio 1iquidé, foram inmculédos 21 placas
~contendo 0 mesmo meio sdlido. Cada Elaca continha os 21

isolado&,M"inoculadas com © auxilio de uma multi-alga. Essas
ip]acaﬁ foram mantidas a 3@°9C por 24h e apos esse perioda, as
culturas foram mortas por expogicﬁd a vapor de clorofdrmio
durante 30min. O éxcessn de cloroformio foi removido
.;ul&cando~se as placas em estufa a 40°C por ih. Em seguida,
781 tubos (um para cada isolado) contendo 4ml de meio
nutriénte~égar (KIRALY, 1974) semi-sdlido (@.7X% de égar);
fundido e a 40°C, foram inoculados com 30ul de culturas
indicadoras crescidas durante 24h sob agitag8o em 4ml de
meio nutriente-liquido a- 30°9C. Cada meio semi-sdlido fundido
foi  inoculado com uma cultura e vertido sobre a superficie
de uma placa de forma a cobrir os 21 isolados mortos pelo
clorofdrmio. Apds so!idi?icacﬁa dos meios semi-solidos, ‘as
placas foram mantidas a 3@°C por 24h. quando ent3o avaliou-

se a presenta de halo de inibic¢3o0 da cu}tdra indicadora.
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44— RESULTADOS = DISCUSSX0
- Para facilitar a andlise e discuss3o  dos
resultados, adotou-se as seguintes abreviagbes: F£. awvanag
(Y, M. rubirilinsans (R), arroz (ar), biri (bi), cana—de-

acucar {(ca), Elegucling COraLIANI teleu), milho (mi) e teosinte
(teo) ..

Bé perfis eiafro?oréticos de prdteinas da fragio
de membrana de #&. avenas e £ rubrilioeans s3o muito
gemelhantés, porem, foram observadas diferengas no padréo de
bandas de baixo peso- moiecu]ar, entre 24.600 e 15.009
(Figuras. 1, 2 e 3). Isolados de P._avanéw e & rubrilineans
Forami‘mntﬁo agrupados com_base nos perfis de proteinas de
baixo pesoO molecular (Tabe}a 3). Entre os isplados de milho,
tres grupos puderam_aer distinguidos: I- os isolados Rmi 77,
Rmi 2389 e Ami 206 apresentaram uma banda intensa, mal
resolvida, em torno de 22.000; II- os isolados Ami 193 e Ami
449 mostraram o mesmo padr3o proteico porem, diferiram dos
demnis isolados de milho por apresentarem uma banda intensa
de .PESD molecular medio de 18_966; ‘o isolado Rmi 261
RPTESéﬁtOH um perfil pProtdéico semelhante, porem com  uma
banda maia'intensa em.tarnp de 1B.420; 11I- os isolados Ral
395,. Rmi 573, -Rmi 577, Ateo 194 e Ateo A4BY apresentaram

ban(éag—; maiores ds ordem de 16.000 {Figuras 1, 2 e 3}.
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FIGURA i . Padroes eletroforéticos de
"proteinas da fragc3o de membrana em gel de
poliacrilamida—-8DS 12%. Notam-se diferencas principalmente
no padrio de bandas de baixo peso molecular: os isolados Rmi 77 & Rmi
389 diferem dos demais por apresentarem uma handa mais intensa de
2p 300, o isolado Aar 481 apresenta uma banda mais intensa de 21.80¢,; os
isolados Aml 193 e Amid49 mostram uma banda maior de 18.700; os isolados
Ateo 194, Rmi 573 e Rmi 577 mostram padrdes similares com bandas maiores
de 146.300, 195,866 e 16.50@, respectivamente; os isolados Rca i95 e Rca
4942 diferem do isolado Rca 296 apresentando uma banda maior de 20.4@@¢.
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FIGURA 2. Padries eletroforeticos de
proteinas da fragao de mebrana em gel de
poliacrilamida—5D8 12% . 0s isolados Rmi 573, Rmi 393, Rmi
577, #fteo 194 e Aeleu 482 mostram bandas maiores de 16.000, 146.00@,
16 P00, 16.300 e 15.729 respectivamente; os jsplados Rmi 176 e Rmi 194
apresentam perfis semelhantes aos dos isolados Rca 179, Rca 195 e Rca
342 os quais mostram bandas maiores da ordem de P0.000; o isolado Rca
294 mostra uma banda mais intensa de 18.4600; o isolado Aar 484 apresenta
uma banda mal resolvida de 21.200. :
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FIGURA = . PadrOes eletroforéticos de
proteinas da fracao de membrana em gel de
poliacrilamida-S5D8 41 2% . 0Os isolados Rmi 77, Rmi 389, Ami

2046 e Aar 481 apresentam perfis proteéicos semelhantes mostrando uma

‘banda maior da ordem de 22.000; os isolados Ami 193 e Rmi449 apresentanm
0 mesmno padrao com uma banda intensa de 19 020, os isolados Rmi 261, Rmi
573, Rmi 577, Ateo 194 e Aeleu 482 mostram bandas distintas de 1iB.600,
16.090, 146.400, 16.400 e 15.600 respectivamente,
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TABE LA 3 .  Agrupamento dos isolados de F. avenar e £.
rubrilinsans com base nos padrdes eletroforéticos de proleinas de
membrana de baixoc peso mo]ecu]ar, entre 24.000 e 15.000.

-.....-....—...—.-.......——...-.-.__......_..——.....-—.._-w.....-._..—...u...._.._.....__—..a.—_—w..——__.....a.__.....-—_..«u-_--.........-.__..a.

Grupo Cultura Oricem Pesp Molecular X 100¢Q
M b n-4
"""""" T hg T TTTTTSTTTTTTTTTRTTTTTTTTITI T
Rmi 77 Brasil ce.z2 g.2
1 Rmi 389 Brasil 2.3 .3
Ami 286 Brasil ee.e 0.2
Ami 193 EuA ig. 9 ¢.2
I1T Ami 449 EuA ig.? 0.2
Rmi 261 Brasil - 18.6 8.1
Ateo 194 Japio 16.3 0.2
dteo 4B Jap3o 16.3 9.4
Bmi 577 Brasil 16.3 9.2
I11 7 Bmi 573 Brasil 16 .4 2.3
. Rmi 395 Brasil i6.4 8.3
Rbi 178 Brasil 16.9 6.2
- deleu 482 Japio 15.5 6.2
' éana~de—ac&car .

) " Reca 195 - I.Mauricios £e.2 9.3
Y Rca 342 I .Reuniio 20.8 ®.3
Reca 179 Brasil 20.9 0.1
Rmi 176 Brasil 20.0 0.1
Rmi i%4 Brasil 20 .1 0.2
I Rca 296 " Australia i8.6 9.2

——_..,..-_.-.-.-..-..-—.-__‘.-..._.._.._-_uu_—..m..-..._.—_....-.—_........_-_.....-_—..-..-—h..-‘...._..-.-—....-.-.._...——......-...-..-.....,......

M- média; D- desvio padro; n— graus de liberdade



0s isolados de cana-de-aglcar Rca 179, Rca 195 e
Rca 342 mostraram é mesmo perfil eletroforético com bandas
mais dintensas em torno de EQ.@@@. 0 1isolado Rca @296
entretanto, apresentou um padr3o protéico distinto, com
banda ée 29 .000 em menor concentraglo e apresentando uma
. banda maior de peso meédio de 18 600 (Fiauras 1 e 2).

Dois isolados de milho, Rmi 176 e Rmi 196,
apresentaram perfis protéicps semelhantes aos dos isolados
Rca 179, Rca 195 e Rca 342, mostrando tamﬁém uma banda
~intensa da ordem de 20.00@® (Figura 2.

0- isolade de arroz Aar 481 apresentou um perfil
eletroforético similar ao dos isolados Rmi 77, Rmi 3BY e Ami
204 com uma banda mais intensa em térno de Ei.7®® (Figuras 1
e 3.

O0s isolados Aeleu 482 e Rbi 178 apresentaram
bandas distintas de menor peso entre ‘15.5®®_ e 16.000
(Figuras 2 e 3). ‘

A anidlise das fragdes contendo proteinas de
citosol obtidas apds 2 precipitagdo de membranas mostraram
uma maior concentragdo de éroteinag na faixa de B80.00¢ a
25.000. Da mesma Formé que para proteinas de membrana,
pequenas diferencas puderam ser observadas na intensidade de

bandas de proteinas de baixo peso molecular (Figura 4).



39

\Ple1000
Rca 296
Rmi 577
|Rmi 573
" Aar 481
Rca 296
Rca 195
Rca 342

TFIGURA 4 . PadrSes eletroforéticos de
proteinas de citosol em gel de poliacrilamida
1@©%. ODOs isolados Rca 195 e Rca 342 apresentam o mesmo perfil protéico

mostrando uma banda intensa de 20.000, mas nio no material.diluida 1éX
{amostras da ponta); o isolado Rca 294 ¢ distinto dos demais isolados de
cana no perfil de proteinas de baixo peso molecular.
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Calculando-se os peSOS moleculares dessas
proteinas verificou-$e que eles 580 correspondentes aqueles
das proteinas da fracio de membrana. Pensou-se a principio
que =a fragao de proteinaé de citosol contém proteinés da
fracSo de membrana. Supondo que certas proteinas de membrana
ou de periplasma sio sintetizadas em parte no citosol, elas
pode;iam ser encontradas nas d&as fragoes. Entretanto,
imagina-se que durante a soni;acﬁo das bactériag, as
membranas sao rompidas e muitos de seus constituintes se
solubilizém. Tanté a fragSo de proteinas de citosol acabaria
contendo rproteinas da membrana , como também vesiculas de
Tmembrana se formariam englobando material de citoscl, mesmo
diluindo—se esse material aplicando-se chogue osmotico
(lavagem das membranas). Existe, pérém, a possibilidade de’
ter ocorrideo protedlises que resultassem na formacﬁc desses
-peptidecs, Testou-se ent 3o o efeito de 150ug/ml do inibidor
de sérina"protease, “Phenylmethylsulphonyl fluoride”™ (PMSFJ,
‘nas preparagoes de membrana dos isolados Rmi 176 e Rmi 196 a
partir da etapa de incubzc30 das bactérias em meio de lise.
N3o se observaram diferencas nos perfis protéicos entre os
tratamentos com é'se@-PMSF. Yerificou—- se a banda maior de
20.000 caracteristica desses 1isolados (Figura 9). Este
resultado sugere a nic occorréncia de protedlise por serina
brotease, porem, nﬁﬁ se pode descartar a possibilidade de

protedlise nas amostras devido a outras PnzZimas.
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FIGURA S . Padrdes eletroforéticos de
proteinas de membrana em agel de
poliacrilamida-8DS 12% . Nio se observam diferengas entre

., o5 tratamentos das amostras com e sem PMSF, tanto para o isclado Rmi 174
como para o Rmi 196. N3o s3o observadas tambeém diferencas nos perfis
protéicos entre a cultura Rmi 4174 original e a cultura Rmi 176 reisolada
de cana-de-agicar 3apos sucessivas inoculagBes e reisolamentos nessa
hospedeira. Nota-se a banda mais intensa de 20.089 caracteristica desses

isolados.
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0 agrupamento dos is§1a605 com base nas proteinas

-entré 24 .000 e 15.000 (Tabela 3) sugere uma relagao entre os
perfis protéicos de baixo peso molecular e a hospedeira de
origem. (Observa-se tambem que a maioria dos isolados que
apresentam o mesmo perfil proteico s3o provenientes de mesma
rejiﬁo ou localidade, por exemplo: isolados Rmi 77, Rmi 389

‘ e Ami 204, Brasil; Ami 193 e Ami 449, Estados Un;dog; Ateo
i94 é Ateo 486, Japio; Rmi 395 e Rmi573, Brasil; Rmi 176 e

Rmi 196, Brasil; Rca 195 e Rca 342, Ilhas Mauricio e ilhas

Reunifio. GANTOS & DIANESE (19835) separaram isolados de

1

& camoestris pv manikofbis e X. campestris  pv  CISSIAVAT

\provenientes de diferentes regifes analizando os perfis de
proteinas de membrana, e verificaram que isolados de mesma
'localidade apresentavam peréis eletroforéticos semelhantes.
) Pode ser ohseryado que os isolados de milho
apresentaram maior variacdo de padrdes eletroforéticos em
relac50 aos de cana-de-agdcar. Considerou*sé que essa
variagao pudesse estar relaciqnada 2 grande heterogeneidade
das plantas de milho.

RODRIGUES NETO (1984), verificou que padrBes de
re#cﬁes seroldgicas obtidos para G% isolados de rana (Rca
179, ‘Rca 195 e Rca 342) s3o distintcs daqueles observados

para o0s isolados de milho, quando os testes sap realizados

com o antissoro produzido contra Rca 296.
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Atraves de inoculagdes artificiais em plantas de

milhe daoce verificou—~se uma variagao muito grande na

sintomatologia causada pelos isolados provenientes de milho.
Foi possivel entretanto, observar uma tendéﬁcia de
agrupamentp dos isplados Rmi 395, Rmi 389, Rmi 77, Ami 206,
fimi 449, Rmi 176, Ateo 4B@, Rmi 193 & Rmi 261, os quais
causaram sintomas mais severos como riscas por toda a folha,
3e vezes com podridio do dpice e retardamento do crescimento
da planta. |

Por outro lado, em ensaios de  hospedeira

utilizando-se clones de cana-de-~agucar, pode-se observar que

;05 ijsplados Rca 179, Rca 195, Rca 342 e Rca 296 formam um

grupo distinto pela severidade da sintomatologia observada

nas plantas inoculadas. Alem disso, verificou—-se que o©

isoclado Rca 296 6 o mais virulento entre os 1isolados de

cana-de-agucar (IRENE M.G. ALMEIDA, 19B%, comunicagao

pessoéi). g possivel, entretanto, que a grande variagao
observada na sintomato)ogia causada pelos diferentes
isolados oriundos de 'milhb seja devido a grande
heterogeneidade genética das plantas de milho. Nota-se
porianto. com base nos padrBes de proteinas de baixo peso

molecular, testes seroldgicos e ensaios de hospedeira que
ha, pelo .menos, dois grupos de isolados distintos, os de
milho e o0s de cana—de-agucar, e que 0 isplado Rca 2%6 ¢é

distinto dos demais isclados de cana-de-agucar.
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& anélise- de agrupamentos'(“81uster analysis’),
baseada nos perfis eletroforéticos de proteinas de membrana,
revelou a media das porcentagens de gimilaridades entre os
isolados. Os resultados dessa andlise esti3o apresentados na
forma de dendrogramas. Podem ser observados, no dendrograma
cqrrespondente ao gel da Figura 2 (Figura &), trés espécies
de bactérias, uma vez que 5@ conciderou o valor de 60% de
similaridade comd meédia para organismos de mesma especie
(PETER J.H_.JACKMQN, i??@,Acomunitacﬁo pessdal). fissim, 0%
isplados Aeleu A4BP2, Ateo 194, Rmi 573, Rmi 577 & Rmi 395
pertencem 'a mesma espeécie; isolados Rca 179, Rca 195, Rca
342, Rmi 176 e Rmi 196 constituem uma outra espécie,

) notando-se contudo agque © isolado Rca '1?9 esta mais
relacionado aos isoia&os de milho (Rmi 176 e Rmi 196) do que
205 de cana (Rca 195 e Rca 342); isolados Ateo 480 e Rca 296
s3p de mesma especie e Fformam um terteiro‘grupo_de isclados
distigto. |

No dendrograma referente ao gel da figura 3 (Figura
7) verificaram-se tréﬁ. grupos de 1isclados distintos,
correspondentes a especies diferentes. Nessa analise
observou-se novamente o0s isolados Ateo 194, Rmi 395, Rmi 573
e Rmi 577 como de mesma especie, estando presentes Nno mesmo
grupo os isolados Rmi 261, Ateo 4BO e Rbi 178, Os igalaéos

Ami 193 e Ami4d49 constituem uma outra ecpécie, assim como ©S

isolados Aar 481, Rmi 77, Rmi 389 e Ami 206 .
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- FIGURA 4 . Dendrograma referente ao gel da
Figura &. O0Observam-se as porcentagens de similaridades entre 0%
isolados de wmilho, cana-de—agucar, arroz, teosinte, biri e Eleusing.
Podem ser vistos trés grupos de isolados distintos (I, II e IID),
correspondentes a especies diferentes (porcentagens de similaridades
abaixo de &8%).
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Figura 3. Observam—se as porcentagens de similaridades entre os
Fleusineg .

isolados de milho, cana-de-acucar, arroz, teosinte, biri

Podem ser. observados trés grupos de isolados distintos (I, Il @

e

1113,

correspondentes a especies diferentes {porcentagens de similaridades

abaixo deddi)
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Nota-se né Figura & que os isolados Rbi 178 e Teo
480 estao relationados ao grupo Ateo 194, Rmi 395, Rmi 973 e
Rmi 3577 com porcentagens de similaridades de 48% e 38%,
res,pectivamente, 30 PASSO que' na Figura 7 eles estdo
incluidos negsse grupo com porcentagens acima de 75%.
Uerificau"se também que o isolado Aeleu 482 esta relacionado
ao‘ grupo Ateo 194, Rmi 395, Rmi S73 e Rmi 377 com
porcentagens de cimilar idades de 74% (Figura &) e sS4
(Figura 7)..Consi-derou—-se &ue €ss5as variacaés foram devidas
a0 fato desses isolados estarem nas e‘xtremidades do gel,
onde 0% ;::e'rfis protéicos ni3o estido perfeitamente alinhados.
_“Cemparandcwse contudo os resultados obtidos pela analise de
“cluster” com aqueles da Tabela 3, ver'i{-‘ica-ée ;que o
agrupamento de isplados baseado somente - nos padries de
_prot'einas de baixo peso molecular corresponde 30 da andalise

.

rde “cluster™, Isto seria um obtimo resultado se as
porcen)tagens de similaridades entre esses grupo’sa fossem
maiores que 60X, uma vez que screditamos estar trabalhando
com isolados pertencentes a uma mesma espécie. De acordo com
as porcentagens de similaridad;&ﬁ pbtidas para es%ES 4rupos,
tem~se, pelo menos, quatro espécies diferentes. Ha
entrethénto algumas razbes para Se acreditar aque €553%
éorcentagens est¥o abaixo do esperado. Sabe-se que' a

padronizacﬁo rigorosa das condicOes de cultura e metodologia

de preparo de amostra & essencial para  se obter




reprodut ibilidade de padrdes eletroforeticos. JACKMAN &
QHILEY (1990) consideram a reprodutibilidade de mobilidade
de bandas o fator mais importante no uso de padrﬁes de
proteinas em taxonomia nuﬁérica. Nesse caso, deve-se .levar
em conta primeiramente OS ?atoreé que afetam a mobilidade
das bandas, ou seja, fatores relacionados é‘ separa¢cao de
protéinas, no caso, condi¢cOes de cﬁrrida e estrutura do gel.
Dutro aspecto refere-se ao pfeparo'das amostras. 0Os gé}s que
foram submetidos 2 andlise densitométrica nio apresentam
requisitos bésicds de wum gel "ideal” para esse tipo de

analise, pelo ‘contrario: eles apresentam tamanhos

diferentes, curvaturas nas corridas das extremidades, falhas

e mapchas de coloracdo, diferencas de cancentracio protéica
entre amostras e, o mais impartante; diferengas na resolugio
de bandas entre um gel e outro; isto provave}mente devido a
diferenqas na velocidade de polimerizacSo gque variou entre 3

a2 10min. Alguns fatores ligados a isso, como temperatura e 3

deaeracio dos geéis, nunca foram controlados.

%

Com relacio 3 metodologia de preparo de amostras,
_atencﬁo deve ser dada a et apa de sonica¢io das bactérias. As
frequéncias e poténc%as aplicadas para ruptura das células
pndem'variar entre uma prepara¢an e outra devido as proprias
caracteristicas do aparelho.

Considerou—ée portanto dque variagoes np preparo de

amostras e na confecglio de geis poderiam explicar
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porcentagens de silaridades entre isolados mais baixas do

que realmente seriam.

Por outro lado, os dados obtidos pela andlise de
"cluster” reforcam a idéia de padrBes protéicos rélacibnadcs
com & ho_spedeira de origem. Outros resultados observados
aqui tambeém reforgam esta sugest3o. Recentemente, varias
culturas bacterianas- foram isoladas a partir de _{"olhas de
plantas de cana-de-agucar provenientes do interior do Estado

de &80 Paulo, apresent ando sintomas simi]are‘s a Estris

Vermelha (IRENE M.G. ALMEIDA & J.RODRIGUES NETO, 1989,

comunicagio pessosl). Proteinas de membrana foram extraidas

dessas culturas e comparadas com as amostras de
L rubrilineans de cana-—de—agucar. Trés das culturas
testadas apresentaram perfis protéicos similares a de

‘.f:'anffewars:!neeﬁ' campestris, porém, uma delas mostrou um perfil
protéico semelhant_e aos das culturas Rca 179, Rca 195 e Rca
342 (?igura 8). Essa cultura, Rca 921, apresentoﬁ a banda de
20 .000 mais intensa, caracterfs_tica dos isolados de cana.
THAVEECHAI & SCHAAD (198éa) encontraram correlag3o
entre serovares de X. campestris pv vaapesfris e hospedeira
de origem. Porém n3o encontraram relagdo entre tais
serovéfes com sintomatologia em cruciferas, e esse ¢ um dado

interessante que sera digcutido adiante. Fsses  autores
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FIGLULRA 8. de
proteinas de membrana em gel de
poliacrilamida-8DS i2x. Dhserva—-se que a cultura gzt
apresenta um perfil protéico semelhante a0 dos isolados Rca 193, Rea
342, e Rca 179, mostrando 2 banda mais intensa de 20.000. 0Os demais
isnlados de cana-de-agucar testados mostraranm padroes protéicos

caracteisticos de Xanfhomonas caspssiris.



verificaram tambem qﬁe as maiores diferengas entre patovares
de X. campestris ocorrem entre proteinas de 23.000 a 34.00@ .
Entretanto, num outro trabalho publicado no mesmo ano,
THAVEECHAI & SCHAAD descrewveram é existéncia de um imuncdgeno
de membrana especifico de Y. campestris pv camgestris. Esse
imu%égeno caracterizado mostyrou ser um complexo agdcar-
pfoteina de aprmximadamente 2.000.000. Viarias protelnas
compBe 0 complexo, porém os autores consideram que somente

as prmteinaé de  alto pesé molecular (100.000 e 125.000)

estio associadas aos determinantes especificos de
Y. campesfris. pv campesfris e que as proteinas de mennr

pESO (44 000Q e P3.406Q) estariam ligadas as reagoes
serpldaicas inespecificas .
~ Virios autores t&m discutido a importéncia de

constituintes de membrana na interag3c bactéria planta.

GIBSON & WELLS (1988) encontraram uma toxina no meio de

cultura produzida por £, avenas (isolado NC?PE 10114
cultura Ami 193) que causou les8es em folhas de mitho. Essa
toxina foi posteriormente detectada na superficie da
bactéria, sugerindo portanto sér um contituinte de membrana
ou de periplasma.

: Como Ja menciénado. THAVEECHAI & SCHAAD (198éa)
nao encontraram relacio entre serovares de X. CRWFESfFiEVPV
campestris e sintomatologia em cruciteras. O0s resultados

observados aqui sio semelhantes, uma  wvez que nlo se
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verificou nenhuma _- relag¢do entre perfis pratéicq*:—s e
sintomatologia em gramineas. Entretanto, experimentos
realizados no IBSBF/Camp inas, mostraram que o isolado Aar
481 foi patogénico a plantas dé cana-de-agucar {(var. IAC
54/P05)° A medida que foi reisolado e reinoculado sucessivas
vez‘es nessa hospedeira. Werificou-se que o 6P reisolado da
czﬂtura Aar 481 em cana-de-agtcar foi mais patogénico a essa
planta em relag3o a cultura Aar 481 original, produzindo
sintomas nas folhas semeihantes‘ aqueles produzidos por
isolad.cs de cana Rca 1935, Rca 342 e‘Rca 296 (IRENE M.G.
QLNEIDA;, ‘c'omunicar;é'o pessoal). Comparou-se ent8o os perfis
‘de proteinas do 6° reisolado da cultura Aar 481 com aqueles
obtidos das culturas originais far 481 e Rca 294, Uerié—‘icou—
se qf;xe os perfis de proteinas das culturas Aar 481 e &2
\reis'olade em cana s3o diferentes (Figura 9). O cultura
-original Aar 481 mostrou a banda maior de 22.300, similar a
dos isolados Emi 77 e Rmi 389 (Figura 3). 0 &° reisolado ndo
apresentou essa banda. Esperava-se contudo que essa cultura
apresentasse um perfil protéico semelhante =o da cultura
Rca2%é. Entretanto, o 6° reiséﬂadc} mostrou uma banda de

P0.000 caracteristica de isolados de cana. Esse resultado

poderia sugerir uma relagao entre padr3o protéico e
sintomatologia. Porem, as mudancas observadas tanto no
padrao de proteinas do &2 reisclado, como também na

sintomatologia causada por essa cultura em relagdo a cultura
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original, podem ter indimeras razles. Deixando-se de lado
ﬁossiveis artefatos;, considerou-se a possibilidade de
seleg3oc de bactérias nessa hospedeira uma vez dque foram
feitas SUCPSS1VAS inoculacdes a partir de bacterias
reisoladas de locais da planta onde os sintomas eram agudos
(IRENE M. 0. ALMEIDA, 1988, dados n3o publicados). De forma
$emeihante, culturas bacterianas pmdem também perder =158 1
patogenicidade quando mantidas por muito tempo em
detgrminados meios de conserQacio.ou apfs inumeros re%iques
em meios de cultura. A idéia de seleg3o n3o explica contudo
05 result%dos observados em experimentos com as culturas Rmi
fi?é e Rmi 26&, também patogénicas a cana. Essas culturas
foram igualmente inoculadas e reisoladas sycessivas VEEes em
p}antés de cana-de-ag¢ucar da mesma variedade. d4s plantas-
inoculadas com as culturas originais apresentarém a mesma
uéintomatologia 'daqueias itnoculadas com os reisolados (IRENE
M.G. ALMEIDA & J. RODRIGUES NETO, 1989, dados  n3o
Zpublicados). Nenhuma diferenca fpi observada entre os
padroes elétro?aréticos de proteinas de membrana obtidas das
culturas originais e reisolados, tanto para ARmi 176 {(Figura
5) como para Rmi 261 (Figura 123 .

. Os resulgados observados nos ~ testes de
sensibividade 2 antiSiéticos mostréram que todas gﬁ culturas
de #&. avenas e F. ruﬁri!infsns (Tabela 1) s3o resistentes &

ampicilina em doses superiores a 356ug/ml, PpOrem %0
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FIGURA 10 . Padrdes eletroforéticos de
proteinas de membrana - em gel de
poliacrilamida—-5DS 12% . Nio se observam diferencas entre

as culturas Rmi 261, 12 e 4P reisolados, e a cultura Rmi 264 griginal.
Nota-se& a banda de 18.480 caracteristica dessa cultura.
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$¢nsiveis a kanamicina {(2ug/ml), tetraciclina (2ug/ml},
cloranfenicol (20ug/ml) e streptomicina (2¢Qug/ml), dados
observados 24 e 48h apos a.‘inoculacﬁo dos meios. Além disso,
nio se observou nenhuma diferenga no crescimento dos
isnlados nos meios contendo os diferentes antibiéticos. Esse
tipo‘ de teste portanto, nao s:-c:d-eria ser usado para a
discriminac8o de isolados. |

DANGE & PAYAKE (19739 .vs:rri{-‘ir:aram que isula-dos de
F. rubrilineans 30 sensivels a terramicina (20Qug/ml) e
streptomicina (500ug/ml) .

RANﬁHANA!\EA gf @&l (1979) encontraram isolados de
£, rubrilinsans que 30 sensiveis a streptomicina em doses
acimah“de Soug/ml, dados observados 48h apds a inoculagio dos-
meios. Verificou~se aqui <que tanto os iscolados de . avenae
e £ rubrilingany foram sensiveis em doses acima de 20ug/ml
dessa droga, apos 24h da inoculacgio.

0s resultados dos testes de bacteriocinas mostram
que a maicn;ia dos isolados produtores dessas substincias s2o
de §£. avenas (Ateo 480, Aar 4B1 e Aeleu 482) e que todas as
culturas indicadoras s3o0 de £, rubrilinvaas de milho (Rmi

77, Rmi 176, Rmi 389 e Rmi S577) (Tabela 4).
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TABELA 4 Culturas de F£. avenas e £, Fubrilingans
indicadoras (I) e produtoras (P) de bacteriocinas (X indica
- formac 3o de halo de inibig30.
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Esce € um resultado interessante uma vez que,
entre varios testes real izados para diferenciar F. avenag
de #. rubrilinsans, poucos deles mostram caracteristicas
extlusivas para uma das especies.

WAKIMOTO eof &7 (1986) wverificaram que varias
especies dfi‘ Pseudomonas . incluindo £, avenag, inibiram o
crescimento de varias outras espécies de fitobactérias, e
sugeriram que diferentes ant ibioticos podem estar envolvidos

nessa atividade. KUNITAKI ¢ al (1968) encontraram que



isnlados de §&. aveﬁae HB P01, HB2O3, HB20S5, HBR2GS e HBEZLO
(cédigo nZo encontrado nos catdlogos de culturas de colecdes
internacionais) apresentam uma proteina com atividade
angifdngica contra varios tipﬁs de fungos e bacterias

fitopatogénicas.

Os resultados observados agqui 530 contudo
intrigantes, se for considerado . avenas sindnimo de

F rubrilineans. £ possivel contudo que as - caracteristicas
de producgore sensitividadé é bacteriocinas'estejam ligadas
_ 4 presenca de plasmidios. Entretanto, élgumas tentativas de
extrag3o Be plasmideos dos isolados Ateo 48@, Aar 481, Aeleu
-482, Rmi 77, Rmi 176, Rmi Réi, Rmi 577, Rmi 389, Rca 195,
Rca 342 e Rca 296 foram feitas utilizando~-se a técni;a de
 KADO & LID (1981) porém, sem nenhum sucesso. BIRD & GIBSON
(1987) n3o encontraram plasmidios no isolado NCPPB 1011 de
uP. avenas  (Ami 193). Fica dificil portanto relacionar os
reﬁulgados dos testes de bacteriocinas com oé demais
téstes, por exemplo: o iscolade Aar 4B1 € serologicamente
relacionado ao 1solado Rca 296, o qual n3o apresenta a
caracteristica de producdo “de bacteriocina nagquelas
condicdes; o isolado Rmi 1946 apresenta o mesmo perfil
protéiéo do isolado Rmi 17&, mas difere na caracteristica de

indicador de bacteriocina .
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CLAFLIN ef al <€19B7), em um fesumo de congresso,
propuseram. sinonimia entre §&. avenas e rubrilinsgans,
baseados em testes bioquimicos, imunoquimicos, ensaiocs de
hogpedeira e eletroforese de proteinas. Esses autores n3o
encpntréram diferengas nos perftis de proteinas celulares
entre essas bactérias. Como n3o foi descrito no resumo Qque
fracSo de proteinas havia sido analisada, supbem—se a fragao
de proteinas totais, wuma vez que os isolados Aten 4B e
Aaeleu 482 nfo diferiram doé isolados Rmi 176, Rmi 196, Rmi
389, Rmi 295, Rmi 573 e Rca 921 nos perfis de proteina
totais ogtidas com bet a-mercaptoetanol e SDS, em gel de
-poliacrilamida—SUS 10% (Figura 11). Como também ndo se
veri¥§cam diferencas entre os isolados de mifho fdmi 193, Rmi
77 e  Rmi 577 dos de cana-de-acdcar Rca 179, Rca 296 e Rca
\342; nas mesmas condigdes experimentais (Figura 12). E
-interessante observar porque os padries de proteinas totais
n3o épresentam as difefencas encontradas nos pér?is de
proteinas de wmembrana. Sabe-se contudo que a resolugao de
géis 10 e 12% de acrilamida sBo diferentes para uma mesma
amostra de proteinas, entretanto, esperava-se obter padroes
de proteinas totais contendo perfis de proteinas de
membrana. As diferengas nos padrOes de bandas de baixo peso

molecular das amostras de membrana nic s3o observadas nos

perfis de proteinas totais, como tambem n3o sao
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FIGULRA 11 .  Eletroforese de protex’nés

totais da bactérim em gel de poliacrilamida-
sSDps 1% . Nio se observam diferencas entre as culturas de F. aveaas
_Ateo 480 e Aeleu 482 e de P. rubrilincans Rmi 176, Rmi 196, Rm 38%, Rmi
395, Rmi 573 ¢ Rca 921, obtidas conm beta-mercaptoetanol-SBS.
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FIGURA i12. Eletroforese de proteinas
totais da bactéria em gel de poliacrilamida-—
sSDS 1@% . Nio se observam diferengas enire as culturas milho  Ami

193, Rmi 77 e Rmi 577 das de cana-de-agtcar Rca 179, Rca 296 e Rca 342,
obtidas com beta-mercaptoetanol1-508.
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encontrados os peptideos de bai:xc} peso molecular inferiores
'3 14 .000,observados nas amostras de proteinas de membrana.
OQutra diferenca entre os dois. tratamentos de
preparo de amostras +foi o uso de triton .X*;i®€§ na
solubiliza;ﬁo de proteinas de membrana. Seria possivel que
tri.ton x-10@ solubilizassse diferentes proteinas em relagio
as tratamento SDS-mercap toetanol. Poreém, em experimentos
realizados em nosso Iaboratc’mrio onde foram comparadas
amost ras de _proteinaa de membrana de uma especie de

_ micoplasma obtidas ccai 8sDS-mercaptoetanol ou triton X-100,

nao se verificaram di?efencas no padr3o de bandas entre o0s
dois tratamentos. :

ﬁ gonicacio da amostra para obtengio de membranas
totais - foi utilizada apenkas no preparg de proteinas de
membrana. Existem relatos e estudos sobre a utilizag8o de
-u]trae;sam como catél-izadores de reagoes quimicas. & portanto
possi»;ﬂ a alteracdo da estrutura de protei'nas quando
submetidas ao tratamento com ultrassom.

Os resultados da analise de proteinas de membrana,
testes de bacteriocinas ., testes seroldgicos e ensaics de
hoopedeira mostram que F. avenas € £ rubrilincsans sao
espéc.ies relacionadas poOreénm, rindicam grupos de 1isolados
distintos orrigina'rios de milho e cana-de-agucar. Alem disso,
mostr‘-am—culturas -como Aar 481, Aeleu 482, Ateo 480 e Rca 296

v

que apresentaram car’acteri-sticaé distintas, seja no perfil



de proteinas de membfaﬁa, na producio de bacteriocinas ou em
ensaios de hospedeira. De acordo com esses resultados torna-
se necessario ainda o emprego de outros criterios de andlise
para outras caracteristicas taxénﬁmicas como por. exemplo, 2
analise de polimorfismo de fragmentos de restrigao do DNA
(RFLP, visando o melhor esclarescimento da posiglo

taxonomica desse grupo de bacteérias.
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S . CONCLUSGSES

A analise eletroforédtica de proteinas totais da
bacteria, como tambeém o teste de sensitividade a
antibidticos, n3o permitem a diferencia¢do das culturas de

~

F. awvenag e P, rubrilinsans.

Culturas de . avenas e F. rubrilfinsans podem sav
agrupadas com base nos perfis de proteinas de membrana de

‘baixo peso moiecula'r, entre 24.000 e 14.000.

Perfis de proteinas de membrana de culturas

-

bacrterianas oriundas de milho ou cana-de-acdcar sugerem uma
relagio entre proteinas de baixo peso molecular e hospedeira

de origem dessas culturas .

De acordo com o©Os resultados das eletroforeses de
proteinas ‘das fracBes de membrana, citosol e extrato total
da bactéria, além de dados da literatura sobre testes
seroldgicos e ensaios de hospedeira, considera-se sinonimia
’entrehf‘. avenag e F. .rzrb,rjljneans;‘ Porem, os resultados do
teste de bacteriocir;la mostrar& ‘algﬁmaé culturas de F£. avenas

com caratteristicas distintas de culturas de

P rubrilinsans. Aleém disso, a analise de ‘clusters”,



‘baseada nos perfis de proteihas d-e membrana, relaciona
gfupps de isolados oriundos de milho e cana-de-agucar como
perte;wcente:’s a especies diferentes. Apesar aasa consideracgBes
feitas rsob\-"e a analise de ‘'"clusters™, esses resultados
deixam duvidas gquanto ao relacionamento entre as culturas de
F. avenas e £, rubrilinesans. Isto nos sugere o0 emprego de
putras técnicas que permitam detec:tﬂar, com maior precis3o, a
variabilidade existente ~ entre essas culturés e 0 seu

relacionamento.

Considerando-se P. aVEnE sinbnimo de F.

Fubrilineans, eletroforese de proteinas de membrana podera

ser utilizada com seguvranca no diagnostico e identificacio

das culturas oriundas de milho ou cana-de-agucar.
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