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DIFERENCIAGAO SEROLOGICA ENTRE TRES PATOVARES
DE Xanthomonas cempestris (Pamnmel) Dowson
APLICANDO A TECWICA DO LINFONODULO E DA

SUSPENSAQ BACTERIAN

MAURO HIDEGQO SUGIHORI

Orientador: Avelino Rodrigues de Oliveira

RESUMO

Xanthomonas campesindis pv. malvacearum, Xanitho
monas campesinis pv. manlhotis e Xantnomonas campesirds pv.
phaseoli isoladas de algodao, mandioca e feijao, respectiva-
mente, foram comparadas serologicamente. As bacterias cultiva
das em BDA e incubadas a 28°C durante 48h, foram padronizadas
fotometricamente a 50ZT com filtro 578nm, emulsionadas em
adjuvante completo FREUND e utilizadas como antigeno no prepa
ro de antissoros especificos, atraves de duas injegoes intra-
ganglionares, intercaladas de 15 dias.

As suspensoes bacterianas foram obtidas em
dgua estéril, NaCl 0,857 e acido acetico 2%. Para extragao do

- . - . . . -~ o 3 - -
exopolissacarideo dos isolados, utilizou-se solugao fisiologi
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ca esteril contendo 0,67 de formol neutro. Tanto as suspen-
~ . « -*

soes bacterianas como os extratos de exopolissacarideos foram

. " s g e -
padronizadas a 5ZT e utilizadas como antlgenc para testes se~

Injegoes intraganglionares com antigenos con~
centrados produziram antissoros especificos logo apos a reali
zagao das primeiras injegoes.

Testes de dupla difusao em agar utilizados nas
reagoes de antigenos e antissoros inter e intra—-especificos,
possibilitaram observar que Xanthomonas campesifris patovares
malvacearum, manihotis e phaseold sao serologicamente distin-
tos. Nestes testes foram tambem observados o aparecimento de
reagoes com uma, duas e ate tres linhas de precipitagao, em
cinco leituras num intervalo de 17 a 65h,

Os antigenos extraidos pela tecnica do exopo-
lissacarideo apresentaram reagoes mais especificas, mostrande
que essa tecnica e mais eficiente, pois permite reagoes ape-
nas com os homologos.

Os resultados demonstraram a grande sensibili-
dade e viabilidade da tecnica serologica como valioso instru-
mento auxiliar no emprego de diagnose, identificagao e taxono

mia das bacterias do genero Xanthomenas estudadas.



SEROLOGICAL DIFFERENTIATION AMONG THREE
PATOVARS OF Xanthomoias campestris (Pammel)
Dowson USING LYMPH WODE TECHNIQUE AND

BACTERIAL SUSPENSIOH

MAURO HIDEO SUGIMORI

Adviser: Avelino Rodrigues de Oliveira

SUMMARY

Xanthomonas campestidis pv.malvacearum, Xanthgo
monas campesiltris pv. mandinotils and Xanthomonas campesifris pv.
phaseoli isclated respectively from cotton, cassava and bean
plants werée serologically compared. The bacteria grown on
PDA and incubated at 28°C during 48h were standardized in
colorimeter at 50%T (578nm), emulsified in FREUHD'S complete
adjuvant and used as antigen in the preparation of specific
antisera. Each rabbit received twec antigen injections in
the lymph node at 15 days intexrval,

Bacterial suspensions were obtained on steri-
le distilled water, 0,85% saline solution and 2% acetic acid.
For exopolysaccharide extraction of the isolated sterile sa-

line solution with 0,67 neutral formaldehyde was used. So
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bacterial suspensions as exopolysaccharide extract were stan-
dardized in colorimeter at 5ZT and used as antigen for sero-
logical tasts,.

Intra lymph node injections with concentrated
antigens produced specifics antisera after first injections.

Agar double diffusion tests used in inter and
intra specific antigens and antisera showed that patovars
malvaceaium, manlhotis and phasecofi of Xanthomona. campesd-
Lhis were serologically distinct. In these tests one, two
and three precipitation lines were observed i1n a period of
65h.

Exopolysaccharide antigens showed more spe-
¢ific reactions and seems to be the most efficient technic
allowing differentiation with homologous only.

The results demonstrated high sensibility and
viability for serological technique as valuable auxiliary
instrument in the diagnosis, identification and taxonomy of

bacteria of the genus Xanthomonas,



1 - INTRODUGAOQ

A taxonomia  das bactéerias do genero
Xanthomonas que afetam culturas de interesse economico & ¢on-—
trovertida, trabalhosa e demorada, nao obstante o arduo esfor
g¢o de alguns pesquisadores procurarem organiza*la de maneira
simples e sintéetica. Recentemente, YOUNG et alii (1978) propu
seram reunir em Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson as es=-
pecies proximas, levando em consideracaoc as caracteristicas
bioquimicas, fisiélagicas e de patogenicidade., Introduziram
ainda o uso do termo /patovar (pv) para identificar o hospe-
deiro.

A descoberta de que as bacterias quando inje-
tadas em animais, induziam a formagao de anticorpos, deu um

. 13 » - bad » - -
grande impulso aos estudos de 2dentificacgao das fitobacterias.



Isto induziu os pesquisadores a utilizarem a serologia como
tecnica auxiliar e complementar dentro do complexo. Devido a
grande sensibilidade desta metodologia, aliada a tecunica do
linfonodulo para obtencao dos antissoros (OLIVEIRA, 1975) fo-
ram empregadas suspensoes bacterianas, visando a aplicagao
pratica dessas tecnicas.

Foram analisados serologicamente o0s extratos
de exopolissacarideos e as suspensoes bacterianas em agua es-
teril, NaCl a 0,85% e acido acético a 2%, como antigenos.

Este trabalho visa trazer uma contribuicao a
taxonomia desse género, dando enfase a diferenciacg@o serologi
ca entre os isolados de bacterias do algodao (Goassypium hi&ég

tum L.), da mandioca (Manihot esculenta Crantz) e do feijao

(Phaseelus vulgaris L.).,



2 ~ REVISAO DA LITERATURA

A bacteria Xanthomonas campestrnis (Pammel)Dow-
son foi descrita pela primeira vez por PAMMEL (1895), como Ba
cLllus campestris n.sp.; posteriormente, SMITH (1897) denomi-
nou-a de Pseudomonas campesiris e Bacterlum campestfre; a se-
guir CHESTER (1897) denominou de Bacterium campestnis; mais
tarde, BERGEY et alii (1923) denominaram de Phytomonas campesd
tnis. Finalmente, DOWSON (1939) denominou de Xanthomonas cam-
pesiris, principalmente pelo fatoc de produzir um pigmento ama
relo, a xantofila,

Segundo consideragoes feitas por STARR (1959)
as bactéerias eram classificadas pelos fitopatologistas basean

do-se principalmente na sintomatologia, mas essa tecnica esra



inadequada pelo fato de utilizar metodos empregados ém_micolg

gia. Desta forma, muitas contribuicoes iniciais sobre as
bacterias dadas pela caracterizacao da moléstia foram conside
radas incompletas. Esse mesmo autcr, fez uma revisao sobre a
sistematica das bactérias, enfocando o0os problemas refereuntes
ao genero e especies, emprego da serologia, utilizagao de bac
teriofagos, metabélismo, citologia, etc.

STARR (1959) ainda criticou a tendencia geral
de se descobrir e descrever novas especies com bases em dados
incompletos, como tambem criticou os métodos usuais emprega-
dos para classificagzo das especies, mencionando a falta de
confianga dos pesquisadores. Por essa razao sugeriu a utili-
zagao simultanea de outros metodos tais como: a técnica sero~
logica, patogenicidade em diversos hospedeiros, metabolismo
do substrato e outros metodos modernos.

Os testes bioquimicos baseados no metabolismo
das bactérias,vcom'relagao aos diferentgé substratos emprega-
dos, vem sendo utilizados desde ha muito tempo, como o princi
pal metodo de classificaggo das bacterias. No entanto, devi-
do a evolugao Aas pesquisas, muitos pesquisadores colocaram a
sua validade em dﬁvida, quando empregades separadamente. En-
tretanto, HAGBORG (1942) em seu trabalho verificou que um 1so
lado, apos sucessivas repicagens em diferentes meios de cultu
ras sinteticos, apresentava caracteristicas bioquimicas dife-

rentes. DYE (1962) estudando varios isolados de Xanthomonas

. -~ . . . -
fitopatogenicas, verificou que esses 1solados se assemelhavam



do ponto de vista cultural, fisiologico e bioquimico. Portan
to, os metodos empregados nesse estudo comparativo, nao permi
tiram uma diferenciagao significativa,

WERNHAN (1948), trabalhando com 12 especies de
bacterias do generc Xantlhomonad, demonstrou uma grande especi

ficidade em relaggo aocs hespedeiros.  DYE {1958) realizou va-

rias inoculagoes sucessivas com diversas espécies de Xanthome
nas, em feijoeiro (Phaseolus vufgaris L.) e demonstrou o apa~-
recimento de sintomas no hospedeiro, causados por patogenos
classificados em especies diferentes. Contudo, KLEMENT et
alii (1964) e KLEMENT & GOODMAN (1967), trabalhando com o pro
blema da hipersensibilidade, discordaram do resultado apresen
tado por DYE (1958).

0 Codigo Internacional de Nomenclatura de Bac-
terias e Virus (1958) propos o termo "forma specialis", para
determinar o patogeno a nivel infrasubespecifico.

Segundo YANO (1976), LAPAGE e colaboradores
realizando uma revisao no Codigo Intermacional de Bactérias,
mantiveram a espaecie X. campesinis e propuseram que a indica-
¢ao do patotipo viesse em seguida, como.por exemplo: Xanthoml
nas campesinis (Pammel) Dowson f. sp. vesicatoria Doidge.

) Recentemente, YOUNG et alii (1978) propuseram
reunir em X. campesinis as especies proximas, empregando paré
isso o termo patovar para as especies de bactarias fitopatog?
nicas a nivel infrasubespecifico, comc por exemplo: Xanthomo-

nas campesinis (Pammel) Dowson pv. malvacearum (Smith) Young,



Dye, Bradbury, Ranagopoulos_e Robbs.

A serclogia aplicada a bacteriologia vegetal,
segundo LINK & SHARP (1927) e GOLDSWORTHY {(1%28) fol iniciada
por ZIP?EL em 1912, na Alemanha. Este autor, demonstrou a
correlagao serologica entre as racas de Rhizobium encontradas
em nodulos de ervilha (PLsum sativum L,) e feijao ( Phaseolus
vulgaris L.,) e entre trevo (Tadlfolium pratense L.) e fava (!é
cia fava L.,). ZIPFEL demonstrou tambem que nodulo de Rhizo-
bium de especies diferentes de leguminosas, provavelmente,szo
constituidos de especies tambem diferentes de Rhizobium, pois
puderam ser separadas atraves dos testes de aglutinacao e pre
cipitacao.

A primeira refer&ncia sobre o emprego da tEcni
ca serologica na classificagao das bacterias do genero Xantho
monas deve-se a SAINT JOHN~BROOKS et alii (1925). Esses auto
res trabalharam com 39 isolados de geéneros e especies diferen
tes, Obtiveram antissoros para cada 1solado, e observaram a
ocorréncia de reagoes cruzadas em testes de precig@itacgao. No
entanto, conseguiram diferenciar 3 grupos serologicos distin-
tos, que sao as formas: amarela, branca e fluorescente, entre
as quais nunca ocorreram reagoes cruzadas. Também observaram
que uma concentragso adequada do antissoro e muito importante
para a identificacao especifica e segura da bactéria.

LINK & SHARP (1927) realizaram um trabalho so-
bre testes serologicos com Bacterium campesitre, Bact. pha-

Ae0f4i, Bact, phaseoli var.sofense e Bact. f{Laccumfaciens, e



verificaram que Bact. campesire estava serologicamente muito
relacionada com as outras bacterias do mesmo genero e menos

com Bact. flaccumfaciens. Observaram tambem que a especifici

. - - Ead . .
dade biologica desta bacieria para com 0OS se&us hospedeiros,
estava relacionada a especificidade serologica. Afirmaram

ainda que o teste de aglutinagao poderia ser usado para dife-
renciar as bacterias.

SHARP (1927), trabalhando com Bacit. {4Laccumjia-
ciens, Bact., phaseoldi e Bact. phaseold var. s0fense, e empre=
gando os testes de aglutinagao e precipitacao, concluiu que
todas as especies diferiam serologicamente.

LINK et alii (1929), trabalhando com bacterias
de caracteristicas morfoldogicas muito semelhantes e utili-
zando-se do teste de aglutinagao, conseguiram diferenciar va-
rios isolados, mas notaram a presenca de reacgoes cruzadas.
Concluiram que, quando os testes de aglutinagao nao fossem su
ficientes para diferenciar os isolados, testes complementares
com reacgoes reciprocas poderiam diferenciar antigenicamente.

HORGAN (1931), trabalhando com P, malvacearum,
estudou serologicamente varias racas e demonstrou a especifi-
cidade dos testes de aglutinacao para identificar essas ragas.

ELROD & BRAUN (1%47a) atraves de seu trabalho,
demonstraram pouca confiabilidade nos metodos empregados comu
mente para a classificagao do genero Xanthomonas, como tambem
consideraram incompleta a serologia empregadé na taxonomia

- . ~ .
dessa bacteria. Por essa razaoy; trabalharam com 36 isolados



de Xanthomonas entre especies e sub-espécies, fizeram uma re-
visao da literatura sobre o assunto e aoc mesmo tempo procura-

ram aperfeigoar varias tecnicas. Notaram, que eliminando-se

Su
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previamente a muscilagem encontradas nas calulas bacteriaﬁas
e utilizando a tzcnica de absorgao, puderam determinar 5 sero
tipos: X. vascularum, X. phaseoli, X. campestnis, X. trhanslu-
cens e X. pauni.

ELROD & BRAUN (1947b) estudando as relacoes se
rologicas das especies e sub-~espeéecies do grupo X. transfucens
em comparagzo com outras especies do mesmo genero, chegaram a
conclusao de que esse grupo formava quatro sub-grupos serolo-
gicos, como tambem apresentavam uma peguena correlagao entre
patogenicidade e serotipo.

ELROD & BRAUN (1947c) em zstudos anteriores,
verificarah Que o genero Xanthomonas mostrou uma evidente di~-
visibilidade antigenica éntre suas espéc%es. Quando essas es
pecies individualizadas nao podiam ser diferenciadas pelo pro
cesso comum de classifica¢io usada em bacterioclogia, emprega-
vam a serologia para sepafar estes organismos. No mesmo tra-
balho, mostraram a existencia de tres outras divisoes serolo-
gicas do geémero Xanthomonas, que sao os grupbs: Xovascularunm,
X, phaseoli e X. campeét&ié, Usando exsudatos mucoides da cg
lula bacteriana em testes de aglutinagao, demonstraram a exis
tencia de um parentesco entre os grupos vascularum e phaseoli.

pha-

Contudo, X. vascularum typus aglutinou o antissoro de X, }

I3 L 4 ~ .
5¢0f4, mas a reciproca nao foi observada.



WERNHAN (1948), trabalhando com X, Lthanslucens,
nao conseguiu relacionar patogenicidade e serotipo, ao passo
que, FANG et alii (1950), que tambem trabalharam com X. Lrans
Lucens, conseguiram diferenciar quatro serotipos, concordando
com os estudos de ELROD & BRAUN (1947b).

MUSHIN et 3ii£ {1959), usaundo diferentes tgcni
cas serologicas no estudo de fitobactérias, chegaram a con-
clusao de que a serologia & de grande importancia na sua clas
sificagao e identificacgao.

MORTON (1965) relata em seu trabalho a impor-
tancia de se prevenir a disseminacao da bactéria para outras
areas, baseando-se no fato de que os sintomas sao algumas ve-
zes indefinidos. ©Portanto, processos serolbogicos foram expe-
rimentados, para desenvolver maneiras rapidas de diagnose.,
0 autor comenta ainda, que a aplicagao dos processos serolEgi
cos para detectar infecgges causadas por bactarias fitopatogg
nicas e relativamente pouco desenvolvido.

GRAHAM (1963) foi capaz de diagnosticar canela
preta e podridao mole em batata pela adicao de uma gota do an
tissoro especifico em sucos do tuberculo, onde apareceu um
precipitado floculante, indicando a presenga da bacteria.

Varias especies fitopatoganicaé de Xanthemonas
foram diferenciadas por SHEKHAWAT & CHAKRAVARTI (1977) empre-
gando a tecnica da dupla difusao.

A aplicabilidade do uso da imunodifusao para o

estudo de variabilidade patogenica foi demonstrado por ORELLA
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NA & WEBER (1971) trabalhando com Xanthomonas cyamopsidis.

Para a obtengaoc de antissoros varios metodos
de injecao de antigencs sao encontrados na literatura, tais
como: intra—-muscular, intra-venosa, intra—-peritonial e subcu-
tanea. Essas tecnicas foram utilizadas por varios autores,
desde os primeiros trabalhos realizados em serologia,

?Recentemente, OLIVEIRA (1975) desenvolveu uma
nova tecnica de obtengao de antissoro atraves da injegao de
antigeno, diretamente no linfonodulo do animal (ganglio pOplE
teo). Segundo o proprio autor, este metodo de inje¢ao de an-
tIgeno no linfonodulo apresenta resposta mals rapida do que
quaisquer outros esquemas aplicados para obtencao do antisso-
ro. Posteriormente, muitos pesquisadores passaram a adotar
esta tecnica para obtengzo de antissoros, devido a grande fa-
cilidade e rapidez, tanto para outras bacterias como para
fungos, virus e outros organismos patogenicos. AIROLDI (1973)
trabalhou com levedura de cervejeiro; KIMATI (1975) traba=-
lhou com Colletotrichum graminicola (Ces.) Wils. {(Sensu ARX.
1957); BASTOS (1975) e LEMOS HETO (1975) trabalharam com
Schistosoma mansond Sambon (1907),

OLIVEIRA et alii (1977) trabalhando com Xan-
thomonas albilineans (Ashby) Dowson, conseguiram detectar a
presenga dessa bacteria, mesmo em mistura com varias especies
de Xanthomonas. Empregaram os antissoros obtidos por via in-
traganglionar e obtiveram reagoes especificas com antissoros

do quarto dia de sangria. O mesmo resultado foi encontrado



11.

por SUGIMORI et alii (1978) trabalhando com Pseudomonas Syrin
gae (van Hall) pv. garcae (Amaral, Teixeira & Pinheiro)Young,
Dye, Bradbury, Panagopoulos & Robbs, que obtiveram reagges es
pecificas a partir do quarto dia.

BACH et alii (1978) trabalharam com Xanthomo-
nas campesiiis (Pammel) Dowson pv.cL€ri (Hasse) Young, bye,
Bradbury, Panagopoulos & Robbs, empregando a mesma tecnica de
injecao no linfonodulo e obtiveram reacoes serologicas alta-

P e ~ om -»
mente especificas com preparagoes homologas de antigenos.
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3 ~ MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolamento, purificacao e conservacao das bacterias

Os isolamentos das bacterias Xanthemonas cam-
pestnis pv. malvaceasum (IAC-3139), Xanthomonas campesiris pv.
manihotis (IAC-2833) e Xanthomonas campesiris pv. phaseold
(IAC-3074) foram realizados de tecidos foliares com sintomas
tipicos. Com auxilio de uma tesoura, retiraram-se pequenos
pedagos da area de transigao. Estes foram em Seguida,submeti
dos a um tratamento quimico para desinfestagao, atraves da
imersao em alcool a 70% durante 1-2 min., posteriormente, fo-
ram transferidos para uma solugao de hipoclorito de sodio, na
proporgao de 2:1 (v/v) durante 1-~2 min. e finalmente, lavados

em agua esteril. Posteriormente, os pedagos foliares foram
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macerados em agua esteril e plaqueados no meio de cultura con
tendo batata-dextrose—agar (BDA), pelo processo de riscas pa-
ralelas, com auxilio da alca de Drigalsky, colocando-se a se-
gulr numa estufa incubadora a 28°C durante 48h para cresci-
mento e individualizacao das colonias. Finalmente, as colo-
nias tipicas das bacterias patogenicas foram repicadas para
tubos de ensaio contendo BDA, para a sua multiplicagao, con-

~ . -»
servagao e uso como antlgeno,

3.2. Preparo dos antigenos imunizantes

Culturas das bacterias Xanthemonas campestrnis
pv. malvacearum, Xanthomonas campesiris pv. manihoitis e Xan-
thomonas campesiris pv. phaseofi utilizadas no preparo do an-
tigeno imunizante, foram cultivadas em BDA e incubadas a 28°¢
durante 48h. Apos o crescimento, colocou-se agua estéril nos
tubos e as culturas foram removidas do substrato por raspagem,
mediante o emprego de um bastao de vidro esterilizado. Em se-
guida, a suspens3do obtida foi padronizada fotometricamente a
50%4T e 578nm (Fotococlorimetro Bauch & Lomb modelo Spectronic
20).

A suspensao bacteriana assim obtida foi centri
fugada a 15.000g durante 10 min. ( Centrifuga Eppendorf).
O sobrenadante (LS) foi eliminado. Ao precipitade (P) adicio

nou—-se 0,5ml de adjuvante completo FREUND (Difco) e em segui-
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da homogeneizado. 0 produto resultante foi utilizado <como

ant{geno imunizante (ESQUEMA 1).

3.3, Preparo dos antissoros

Coelhos pesando em média 2,5kg foram utiliza-
dos nas imunizagoes para obtengao dos antissoros. Antes da
primeira injeg¢ao os animais foram submetidos a wuma sangria
previa (15ml) para se obter o soro normal (SN), que £oi con-
servado em congelador até a sua utilizagao como controle nas
reagoes serolcgicas, Posteriormente, os animais feceberam
duas injecoes no linfonodulo (OLIVEIRA, 1975) de 0,5 ml, dos
antigenos AT-3139 ( X. campestris pv. malvacearum ), AT-2833
(X. campesinis pv. maﬁihoiib)bef AT-3074 { X. campesindis pv.
phaseoli), emulsionados éom adjpvante completo FREUND(Difco),
obedecendo um inter§a1§ de'iSVdiaé énﬁre:as mesmas.

Os coelhosbfdram submefidos a sangrias diarias
(10 a 15ml/dia) por um peribdo de 30 dias (ESQUEMA 2). Apos
a realizagao das sangriés, procedeu~se o preparo dos antisso-
ros e estes foram colocados em ampolas plasticas, adicionan-
do-se em seguida, mertiolato na concentragao de 1:10000 e con
servados em congelador., Os codigos utilizados para:identifi-
cagcao dos antissoros foram: AS-Xmv-3139 (Xanthomonas campes-
tnis pv. malvacearum); AS-Xm-2833 (Xanthomonas campestris pv.

manihetis) e AS=Xph-3074 (Xanthomonas campesinis pv.phaseoli).



ESQUEMA 1.

15.

Preparo do antigeno imunizante das bacterias
Xanthomonas campestris pv.malvacearum, X. campes-

Inds pv. manilhetis e X, campesiris pv. phaseold.

X.Cco pv,., malvacearum (AT=-3139)

Culturas de Bacterias

XeCs pv. manihotis (AT-2833)

| Xeco pv. phasecold (AT-3074)

BDA
48h

28°¢C

Kgua Esteril

Agitar com bastao

Suspensao Bacteriana

Padronizagao fotometrica a 50%ZT-578nm

15.,000g = 10 man.,

LS

+ adjuvante Freund

'S

ANTIGENO IMUNIZANTE
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3.4, Preparo dos antigenos para testes serologicos

3.4,1, Suspensoes bacterianas

Culturas puras das bactérias Xanthomonas cam=~
pestrdis patovares malvacearum, maninotfis e phaseold repicadas
para tubos de ensaio contendo o meio BDA foram 1incubadas a
28°C durante 48h, As bactérias foram removidas do substrato,
por raspagem, mediante o emprego de um bastao de vidro. Pos-
teriormente, foram feitas suspensoes das bacterias em agua es
teril (I), solucao salina a 0,85% (II) e acido acetico a 27
(I11). Em seguida, as suspensoes obtidas foram padronizadas
fotometricamente a 5%T e 578nm (Fotocolorimetro Bauch & Lomb
modelo Spectronic 20). 0 material padronizado foi empregado

para a realizagao das reagoes serologicas. ( ESQUEMA 3 ).

3.4.2. Preparo dos extratos de exopolissacarideos

No preparo dos extratos de exopolissacarideos,
foi utilizado o metodo de CARTER & HYLTON (1974) descrito pa~
ra a obtengao de exopolissacarideo de Corynebacterium equd
e modificado por YANO (1976). As bacterias Xanihomonaé cam-
pestris pv. malvacearum, Xanthomonas campebtnié pv. manihoZt.is
e Xanifhomonas campestris pv. phaseoli cultivadas em tubos de

. . . o
ensalo contendo o meio BDA foram incubadas a 28 C durante 48h.
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ESQUEMA 3, Preparo do Antigeno Para Suspensoes Bacterianas.

X.c. pvemalvacearum (AT-3139)

itur Bacterias S
Culturas de Bacterias Xoc. pvemanlhotis (AT-2833)

X.co pu.phaseoli (AT~3074)
BDA
48h
28°¢
Agua Esteril (I) NaCl 0,85%7 (II) Ac.acetico 2% (III)

Agitar com bastao

Padronizagao fotometrica 5%T -578nm

ANTTGENO PARA TESTES




19.

Apos o desenvolvimento, para cada tubo que continha os dife-
rentes patovares, foram colocados 5ml de solugao fisiologica
esteril contendo 0,6% de formol neutro. As.colonias feram re
movidas do substrato por raspagem com auxilio de um bastao de
vidro. Obteve~se assim uma suspensao bacteriana que foil pa-
dronizada fotometricamente a 52T e 578nm (Fotocolorimetro
Bauch & Lomb modelo Spectronic 20), Essa suspensao foi colo-
cada em banho=-maria sob agitagzo a 56OC durante 30 min. Em se
guida, foi,centrifugada a 15.000g durante 5 min., tempo sufi-
ciente para promover a sedimentagao das celulas bacterianas.
0 precipitado (P) foi eliminado e o sobrenadante (LS) obtido,
que & o extrato de exopolissacarideo, foi conservado em conge
lador, adicionando-se antes o mertiolato mna concentragao de

1:10000 ( ESQUEMA 4).

3.5. Testes serologicos

Os antigenos utilizados nas reagoes serolagi
cas foram:- AT-3139 (Gessypium hirsutfum L.) - Proced. Agual,
AT-3074 (Phaseolus vulgaris L.) — Proced. Campinas e AT-2833
(Manihot escufenta Crantz) - Proced. Pindamonhangaba. Os tes=—
tes serolagicos foram realizados empregando-se a tecnica de
dupla difusao em gel-agar de OUCHTERLONY (1958) em 1laminas e
modificado por OLIVEIRA (1967). 0 esquema de distribuigao

. - . . . . .
dos orificios da matriz sobre o mel10 agarizado fol de um hexa
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ESQUEMA 4. Extragao do exopolissdcarideo

Xec. pv.malvacearum (AT-3139)

Culturas de Bacterlas |, . pu.manihotis (AT-2833)

Xee. puv.phasecli (AT-3074)

BDA

48h

28°C

solucao salina + 0,6% formol neutro

Agitar com bastao

Suspensao bacteriana

Padronizagao fotometrica a 5%T = 578nm

Banho—-maria

56°C - 30 wmin.

ISoOOOg - 5 mina

eliminado

|
P LS

.

EXTRATO DE EXOPOLISSACARIDEO




21.

gono, inscrito num circulo de 1,3ca de difmetro, tendo os ori
ficios externos um diametro de 2,5mam, o orificio central
3,5mm de diametro e a distancia tangencial de 4,0mm.

Para cada lamina previamente limpa e desengor-
durada, foi distribuido de maneira uniforme 4,0ml do meio aga
rizado. Apos a solidificagao efectuou~se os orificios e cole-
cou~se os antigenos e os antissoros para reagirem. Para tedas
as reagoes serologicas foram realizadas einco leituras, com

intervalos de 17; 24; 413 48 e 65h.



4 - RESULTADOS

4.1. Titulo dos antissoros

Para obtengao dos titulos
AS-Xmv~-3139, AS-Xm-2833 e AS~Xph-3074 foi
de dupla difusao em gel-agar, em combinagao
antigenos extraldos em agua estéril. Esses
lizados com o primeiro e o ultimo antissoro
reagoes positivas.

Para o antissoro AS-Xmv=-3139

22.

dos antissoros
empregado o teste
homologa com os
testes foram rea-

que apresentaram

(Xanthomonas cam-

pestnis pv. malvacearum) do decimo segundo dia de sangria a-

pos a primeira injegao de antigeno no linfonodulo, reagindo

com AT homologo AT-3139, o titulo foi de 1:1 e para o AS do
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iltimo dia de sangria apos a segunda injecao, o titulo foi de
1:16., Para o antissoro AS%Xm~2833 (Xanthomenas aampeéimig PV
manihotis) do quinto dia de sangriz apos a primeira injegao
do antigenc no 1in£on3dulo, reaginda cenr o seu AT howmologo
AT-2833, o titulo foi de 1l:1, e para o AS do 1ultimo dis
sangria apos a segunda injeg¢ao, o titulo fai de 1:8. Para o
antissoro AS-~Xpn-3074 (Xanthomonas campesials pv. phaseoli)
do oitavo dia de sahgria apos a primeira imjegao de antigeno
no linfonodulo, reagindo com AT homGlogoe AT-3074, o titulo
foi de 1:1, e para o AS do uUltimo dia de sangria apos a segun

da injecgao, o titulo foi de 1:16 ( QUADRC 1 ).

4.2, Testes com antissoros para Xanthomonas campesdinis

pv. malvacearun

Para facilitar a intarpfetagzo dos testes sero
l6gicos de dupla difusao em agar, utilizamos as seguintes no-
tagoes:-

1) Os antissoros obtidos apas sangrias diarias, receberam um
codigo fracionario. O numerador indica o dia da sangria
e o denominador o numero de injegoes de antigeno.

2) As linhas de precipitacao foram codificadas com as letras
Ev(praxima ao orificio do antigeno), b (posigao interme=

. - - - » - d . -
diaria) e ¢ (proxima ao orificio do antissoro).
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AT

AS

Antissoros para Xanthomonas campestris pv. mal
vacearum (AS-Xmv~3139) reagiram contra antigenos homologos e
heterclogos estraldos em agua esteril (I), NaCl 0,85% (IL) e
dcido acético 27 (III). Reagoes com extratos de exopolissaca
rideo (IV) foram observadas apenas nos testes contra antige-

nos homologos ( TABELA 1 ).

4,2.1., Reacoes homologas

0 A5-Xmv-3139 - 12/1 apresentou as primeiras
reagoes positivas evidenciadas pela linha a de precipitacgao,
para os AT-3139 extraidos em agua esteril (I) e NaCl 0,857
(II) como tambem para o extrato de exopolissacarideo (IV).

Além da linha a presente em todas as reagoes,
observou-se o aparecimento das linhas bec (FIGURA 1): 0
anf?geno extraido em agua esteril apresentou somente a linha
a. O antigeno extraido em NaCl 0,85% apresentou alem da li-
nha a, uma consistente linha b a partir do antissoro 1/2. Exo
polissacarideos apresentaram além da linha a, a linha b nos

antissoros 13/1; 14/1; 15/1; 1/2: 2/2 e 3/2, e a linha € mos

antissoros 15/1 e 2/2 (FIGURA 2).
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TABELA 1. Reaggo do AS-Xmv~3139 com o antigeno (AT) homolo-

gos e heterologos: I~ Xgua esteril; II~NaCl 0,85%;

IIT = Acido acético 27 e IV = Exopolissacarideo.

AS~Xmv-~3139

SANGRIAS AT-3139 AT-2833 AT=3074
I II III IV I II IIT IV r II TI1I 1V
5/1 - - - - - - - - - e - -
6/1 - - - - - - = - - - - -
7/1 - - - - - - - - o - - -
8/1 e = = - - - - - . = im s
9/1 - - - - - - - - " - - -
10/1 - - - - - - - = = - = -
11/1 - e - - e - - i e - -
12/1 a a - a - - - o - - s =
13/1 a a - ab - - - - - - - -
14/1 a a ab ab - - - - - - - -
15/1 a a abc abc = - - - - a a -
1/2 a ab abec ab a - - - = a a -
2/2 a ab abe abec a - - - a a a -
3/2 a ab abc ab a - - - a a a -
4/2 a ab ab a a - - - a a a -
5/2 a ab a a a - - - a a a -
6/2 a ab a a a - - - a a _a -
7/2 a ab a a a - -~ - a a a -
8/2 a ab a a a - - - a a a -
9/2 a ab a a a - - - a a a -
10/2 a ab a a a - - - a a a -
11/2 a ab a a a - - - a a a -
12/2 a ab a a a ~ - - a a a -




FIGURA

3
ES

Testes serologicos de dupla difusao em agar.

Antigenos (AT-3139) extraidos em HaCl 0,85%.

P - . .
T = antigeno puro; S = antissore puro.. Apare

cimenteo de 3 linhas de precipitagao.

27.
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reste

LS

s serologicos de dupla difusao em agar.

Antigeno ( AT-3139 ) extrato de exopolissaca

> ™ - PR = P
rideo. T = antlgenc puro; S = antissoro puro.

Aparecimento de 3 linhas de precipitagao.
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0 AS-Xmv=3139 - 14/1 apresentou a primeira rea
cao positiva evidenciada pela linha a de precipitacao, para o
AT-3139 extraido em acido acético 2% (III). Al2m da linha a
presente em todas as reagses, ecbservou—se o aparecimento da
linha b nos antissoros 14/1; 15/1; 1/2; 2/2;3; 3/2 e 4/2, e da

linha ¢ nos antissoros 15/1; 1/2; 2/2 e 3/2 ( TABELA 1 e

FIGURA 3 ).

4.2.2. Reacoes heterologas

4.2.2.1., Antissoro Xanthomonas campestris pv. malvacee-

ruim (AS—X¥mv-=-3139) contra o antigeno Xanthomonas

campesinis pv. manilhotis (AT-2833)

0 AS~Xmv-3139 - 1/2 apresentou a primeira rea-
¢ao positiva evidenciada pela linha a de precipitagao, para o
AT-2833 extraldo em agua esteril (I). Este antigeno apresen-
tou somente a linha a. Para os demais antigenos extraidos em
NaCl 0,85% (IL), acido acetico 2% (III) e extrato de exopolis

L . ; L .
sacarideo (IV) os antissoros apresentaram reagoes negativas

( TABELA 1 e FIGURA 4 ).



FIGURA 3

Testes scrologicos de dupla

- =4
Antigeno (AT-3139) extraido
2%, T = antigeno puro; S =

Aparecimento de 3 linhas de

difusao em agar.
- - - -

em acldo acetico

antissoro puro.

precipitacao.

30.
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FIGURA 4 - Testes serologicos
Antigeno (AT-2833)
T = antigeno puro;

cimento de 1 linha

de dupla difusao em agar.

- - - .
extraido em agua esteril.
S = antissoro puro. Apare

de precipitacao.
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4.2:2.2. Antissoro Xantfhomonas campesinis pv. malvacea-

Aum (AS-Xmv-3139) contra o antigeno Xanthomonas

campesthis pv. puasegfdi (AT-3074)

Os AS-Xmv-~3139 - 15/1 e 2/2 apresentaram as
primeiras reagoes positivas evidenciadas pela linha a de pre-
cipitacao, para os AT-3074 extraldos em agua esteril(I), NaCl
0,85% (II) e acido acetico 2% (III). Estes antligenos apresen
taram somente a linha a, sendo que, para o antigeno extraido
em agua esteril as reacoes se iniciaram a partir do antissoro
2/2 e para os antigenos extraidos em NaCl 0,85%Z e dacido acéti
"co 2% a partir do antissoro 15/1. GCom 0o antigeno extrato de

. < . e
exopolissacarideo (IV) os antissoros apresentaram reagoes ne-

gativas ( TABELA 1 e FIGURA 5 ).

4.3. Testes com antissoros para Xanlfhowmonas campesinds

pv. mandihotis

Antissoros para Xanthomonas campestrnis pv. ma-
nihotis (AS-Xm-2833) reagiram contra antigenos homologos e he
terologos extraidos em agua esteril (I), NaCl 0,85% (II) e
acido acetico 2% (III). Reagoes com extratos de exopolissaca
rideo (IV) foram observadas apenas nos testes contra antige-

nos homologos ( TABELA 2 e FIGURA 6 ).
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TABELA 2, Reaggo do AS-Xm -2833 com o antigeno (AT) homolo-

gos e heterologos:

I~ Agua esteril; II-NaCl 0,85%;

111 - Acido acetico 27 e IV - Exopolissacarideo.

AS-Xm—-2833
SANGRIAS AT-2833 AT-~3139 AT-3074

I It IIT 1V I I1 1Ir1 1V I II II1I1 IV

5/1 a a a a - s . - - - - -
6/1 a a a a a - -~ - - - - -
7/1 a a a a a a - - - - - -
8/1 a a a a a a -~ - - - - -
9/1 a a a a a a - - - = - s
10/1 a a a a a a - - - o s -
11/1 a a a a a a - - - 4 - -
12/1 a a a a a a - - - - - -
13/1 a a a a a a o - s - - -
14/1 a a a a a a - - - - o -
15/1 a a a a a a - - - - - -
1/2 a a a -a a a - - - =
2/2 a a a a a a - - = - - -
3/2 a a a a a a - - - - - -
4/2 a a a a a a - - - S - -
5/2 a a a a a a - - - - - -
6/2 a a a a a a - - - - - -
7/2 a a a a a a - - - . - -




FIGURA 6 - Testes serologicos
Antigeno (AT-2833)
NaCl 0,85%, acido

4 . -*
exopoelissacarideo.

de dupla difusao em agar.
s - - -

extrairdo em agua esteril,

acetico 2% e extrato de

m — - - Q — P
T = antigeno puro; S = an

tissoro puro. Aparecimento de 1 linha de pre

cipitagao,
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4.3.1. Reacoes homologas

0 AS-X¥Xm-2833 - 5/1 apresentou as primelras rea

g¢oes positivas evidenciadas pela linha a de precipitagasc, pa-

o

ra os AT-2833 extraidos em agua estéril (I), NaCl G,853%7 (II),
Gcido acetico 27 (1I1) e tambem para o extrato de exopolissa-
carfdeo(IV)u Estes antfgenos em reagges com o0s antissoros

apresentaram somente a linha a ( TABLELA 2 e FIGURA 6 )

paRs

4.3.2. Reacoes heterdlogas

4.3.2.1. Antissoro Xanthomonas campesinis pv. nanlhotils

(AS-Xn-2833) contra o antigeno Xanthomonas cam-

pesilris pv. malvacearum (AT-3139)

Os AS-Xm~2833 - 6/1 e 7/1 apresentaram as pri-
meiras reacoes positivas evidenciadas pela linha a de precipi
tagao, para os AT-3139 extralidos em agua esteril (I) e HaCl
0,85% (II). Os antigenos extraidos em acido acético 2% (III)
e extrato de exopolissacarideo (IV) nao apresentaram recagoes
positivas com os antissoros. Os antigenos extraldos em Aagua
esteril - 6/1 e HaCl 0,85% - 7/1 apresentaram somente a linha

a em todas as reagoes ( TABELA 2 e FIGURA 7 ).
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FIGURA 7 - Testes serologicos de dupla difusao em agar.

Antigeno (AT-3139) extraido em agua esteril
e NaCl 0,85%2. T = antigeno puroj; S = antisso
ro puro. Aparecimento de 1 linha de precipi-

tagao.
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4.3.2.2.- Antissoro Xanthoemonas campeslnds pv. manihctis

(AS-=Xm-2833) contra o antligeno Xanthomonas cam=-

pesinis pv. phaseoli (AT-3074)

0 AS~¥m-2833, reagindo couw os AT-3074 extrai-
dos em agua estéril (I), NaCl 0,85% (LI), acido acetico 2%
(III) e extrato de exopolissacarideoc (IV), naoc apresentaram

reagoes positivas ( TABELA 2 ).

4.4, Testes com antissoros para Xanfhomonas campestrdis

pv. phasecli

Antissoros para Xanthomenas campesinis pv. pha
se0L4i (AS—Xph-3074) reagiram contra antigenos homologos e he-
terologos extraidos em agua esteril (I), NaCl 0,857 (II) e
acido acetico 2% (III). Reagaes com extrato de exopolissaca-
rideo (IV) foram observadas apenas nos testes countra antige-

nos homologos ( TABELA 3 e FIGURA 8 ).

4.4,1. Reacoes homologas

O AS~Xph~3074 apresentou as primeiras reacoes
positivas evidenciadas pela linha a de precipitagao, para os
AT~3074 extraidos em agua esteril (I), NaCl 0,85% (II), acido

acetico 2% (III) e extrato de exopolissacarideo (IV).



TABELA 3, Reagﬁo do AS=Xph~3074 com o antigeno (AT)

"gos e heterdlogos: I~ Agua esteril; II-NaCl 0,85%;

39.

homolo=

III ~ Acido acetico 2% e IV - Exopolissacarideo.
AS-Xph~3074

SANGRIAS AT~3074 AT=-3139 AT-2833
I II TIII IV I IT TIII IV I II TIII IV
5/1 - - ~ - - - - - - - - -
6/1 - - - - - - - - - - -
7/1 - - - - - - - - - - - -
8/1 a - - e = - = = a - - -
9/1 a e - o o - - - a - - -
10/1 a - = - = == - - a - - -
11/1 a = = = - = = - a - ~ -
12/1 a a - - a a - - a - - -
13/1 a a ~ a a a - a - - -
14/1 a a - a a a - - a - - -
15/1 a a = a a a - - a - - -
1/2 a a - a a a - - a - - -
2/2 a a - a a a - - a - - =
3/2 a a o a a a - - a = - e
4/2 a a a ab - a - - a o o -
5/2 a ab a ab = a - - a - - -
6/2 ab ab ab ab - a - - a - = -
772 ab ab abc ab - a - - a - - -
8/2 ab ab ab  ab - a - = a - - -
9/2 abc abc abe ab - - - - a - - -
10/2 abc abc ab ab - - - - a % - -
11/2 abc ab abec ab - - - - a o = -
ab ab a ab - - - - a = - -

12/2




FIGURA 8

Testes serologicos de dupla difusao em agar.,
>) b oD

Antissoro AS-Xph-3074 com antigeno (AT-3074)
- - - - - - .

extraitdo em agua esteril, WaCl 0,857 e acido

acetico 27. T = antigeno puro; S = antissoro

puro. Aparecimento de 3 linhas de precipita-

gao.

44.
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g - . £
Alem da linha a presante em todas as reagoes,

observou—-se o aparecimento das linhas b e ¢ (FIGURA 3. O an-—

-

-

- Ld Ll - - . e
tigeno extralido em agua esteril (I) apresentou a linha a a

-

partir do antissorc 8/%, a linha b a partir do antissoro

o

/2
a a linha ¢ nos antissoros 9/2; 0/2 e 11/2. O antigeno ex~—
traldo em NaCl 0,85% (II) apresentou a linha a a partir do an
tissoro 12/1, a linha b a partir do antissoro 5/2 e a linha ¢
nos antissoros 9/2 e 10/2. O antigeno extraido em acido ace~-
tico 2% (III) apresentou a linha a a partir do antissoro 4/2,
a linha b nos antissoros 6/2; 7/2; 8/2; 9/2; 10/2 e 11/2, e a
linha c nos antissoros 7/2; 9/2 e 11/2. © antigeno extraido
de exopolissacarideo (IV) apresentou a linha a a partir do an

tissoro 13/1 e uma consistente linha b a partir do antissoro

4/2 ( TABELA 3 e FIGURA 9 ).

4.4.2, Reacoes heterologas

4,4.2.1. Antissoro Xanthomonas  campestris pv. phaseold

(AS-Xph-3074) contra o antfgeno Xanthomonas cam

pestrnis pv. malvacearum (AT-3139)

0 AS=Xph—=3074 -~ 12/1 apresentou as primeiras
reagoes positivas evidenciadas pela linha a de precipitagao,
para os AT-3139 extraidos em agua esteril (I) e NaCl 0,857%

(rr1). O antTgeno extraldo em agua estéril apresentou somente



FIGURA 9 ~ Testes serologicos de dupla difusao em agar.

e ~ - . «
Antigeno {AT-3074) extrato de exopollssacari
deo. T = antigeno puro; S = antissoro puro.

Aparecimento de 2 linhas de precipitagao.
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a linha a nos antissoros 12/1; 13/1; 14/1; 15/1; 1/2; 2/2 e
3/2. 0 antigeno extraido em NaCl 0,85% apresentou tambem so-
mente a linha a a partir do antissoro 12/1 ao 8/2. O0s demais
antIgenOs extraidos em acido acetico 2% (IL1I) e extrateo

de exopolissacarideo (IV) apresentaram reagoes negativas

( TABELA 3 ).

4.4.2.2. Antissoro Xanthomonas campestris pv. phascell

(AS—-Xph—-3074) contra o antfgeno Xanthomonas cem=-

pestnis pv. manilhoiis (AT-2833)

0 AS-Xph-3074 - 8/1 apresentou as primeiras
reagoes positivas evidenciadas pela linha a de precipitagao,
para o AT-2833 extraido em agua esteril (I). Este antigeno
apresentou somente a linha a a partir do antissoro 8/1. Os
demais antigenos extraidos em NaCl 0,85% (II), acido acético
27 (III) e extrato de exopolissacarideo (IV) apresentaram rea

goes negativas ( TABELA 3 ).



b4,

5 - DISCUSSAO

Os trabalhos apresentados por diversos pesqui-
sadores com respeito a testes bioquimicos, caracteres cultu-
rais, morfologicos e fisiologicos, tem um valor relativo na
separagao das espécies e sub-especies de bactérias, como fo-
ram comentados por STARR (1959) e demonstrados por HAGBORG
(1942), FANG et alii (1950) e DYE (1962). No entanto, sao da
dos importantes para se determinar o genero, de acordo com as
caracteristicas apresentadas.

As bactaerias Xanthomonas campesiris pv. maﬂua—b
cearum, Xanthomonas campesitrnis pv. manihotis e Xanthomonas
campestnis pv. phaseofi podem ser classificadas como peften-

centes ao mesmo genero e a patovares diferentes, pois, a dife

renga entre os tres patogenos e evidenciada quando se leva em



45,

. ~ . a . -~ 13
consideracao a patogenicidade e os componentes antigenlcos,
g L d . I3 .
que sao especificos para os seus respectivos hospedeiros.

A taxonomia das bacterias do genero Xanthomo-

o

a4 & muito controvartida e a tendencia atual & reduzir ao mé
ximo o numero de espicies, desde qr.ie_e &srgésquisas demonstrem
essa necessidade. Assim sendo, YOUNG et Eiii 1973) propuse-
ram em seu trabalho a deéignaggo ”patdvar"5 quando se veri£i~
ca uma variacgao dentro da especie ae bactéria patogenica a ui
vel infra-especifico.

Realizando estudos sobre a taxonomia de bacte-
rias do genero Xanthomonas, varios pesquisadores demonstraram
a dificuldade e a complexidade de classifica-las a nivel de
especie. Assim sendo, ELROD & BRAUN (1947-a,b,c), empregando
tecnicas serologicas, determinaram cinco serotipos para o ge-~
nero Xanthomonas, contudo, os resultados obtidos pelos auto-
res sugerem que as quantidades de antigeno e antissoro nao fo
ram convenientemente estudadas.

FANG et alii (1950), utilizando as tecnicas se
rologicas demonstraram a possibilidade de diferenciar a maio-
ria das formas especiais dentro do grupo Xanthomonas translu-
censd.

A técnica que utiliza agentes emulsificantes,
seguﬁdo MUSHIN et alii (1959), foi primeiramente descrita por
ROSCHKA'S que trabalhou com bacilos da tuberculose, realizan-

do a emulsao em temperatura ambiente. Posteriormente esta

tecnica foi modificada por FREUND et alii (1948).



A teécnica de imunizacao de <coelhos atraves do
emprego de antigenos via intraganglionar foi utilizada pela
primeira vez por CARDOSO & OLIVEIRA (1374) para antiggnos fﬁg
gicos. OLIVEIRA et alii (1977), trabalhando com Xanthononas
albilineans (Ashby) Dowson, utilizando a técnica de agentes
emulsificantes e injecao de antigenos via intraganglionar pa-
ra pbtengao de antissoros especificos, conseguiram obter res-
postas altamente especificas nos antissoros do quarto dia,
apos a realizacao da primeira injecgao.

Esta tecnica foi tambem empregada para antige-

nos bacterianos por SUGIMORI et alii (1978), trabalhando com

Pseudomonas syningae (van Hall) pv. garcae (Amaral, Teixeira
e Pinheiro) Young, Dye, Bradbury, Panagopoulos e Robbsj; e por
BACH et alii (1978), trabalhando com Xanihomonas canmpes tnis
(Pammel) Dowson pv. cAfr{ (Hasse) Young, Dye, Bradbury, Pana-
gopoulos e Robbs.

No presente trabalho foi empregada a tecnica
de agentes emulsificantes, combinada com o método de aplica-
cao de injegoes de antigeno no linfonddulo (ganglio popliteo)
do coelho, segundo OLIVEIRA (1975). Estas tecnicas apresenta
ram grande efici@éncia na obtengao de antissoros especificos,
pois, demonstraram a presenga de anticorpos nos soros logo a-
pos a realizagao da primeira injecao de antigeno, como obsér-
va-se nas TABELAS 1, 2 e 3. Apos a realizacao de injegoes de
antigenos no linfonodulo, os titulos maximos dos antissoros

. ~ Ll
obtidos em reacoes homologas, para os antigenos extralidos em
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agua esteril e em testes de dupla-difusao em agar, nao foram
elevados, demonstrando especificidade para cada especie (QUA-
DRO 1 ).

Os testes serologicos de dupla difusao em agar
demonstraram grande eficiéncia, pois, permitiram observar di-
ferengas inter—especificas entre os isolados de algodao, man-
dioca e feijao.

Os resultados obtidos em combinacgoes homdlogas
e heterdologas para os antigenos extraidcos em agua esteril,nao
permitiram detectar diferengas entre os isolados pelo fato de
ocorrerem reagoes inter e intra-especificos, demonstrando que
os antigenos nestas condigoes nao apresentavam diferengas an-~
tigenicas entre os isolados. Para os antigenos extraldos em
NaCl 0,857 as reagsesbinter~especfficas apareceram negativa-
mente para os AS-Xph-3074 x AT-2833 e AS-Xmv-3139 x AT-2833 ,
apresentando ja alguma diférenga antigénica entre os isolados
Para os antigenos extraidos em acido acetico 27 a diferencga
antigeénica foi maior, pois ocorreram reagoes com os homologos
e apenas com o AS=Xmv-3139 x AT-3074 heterologo, mas essa rea
cao inter-especifica & perfeitamente explicavel pelo fato de
possuir o AT-3074 caracteristicas morfologicas semelhantes ao
AT—3139.-'Contudo, quando foram utilizados os extratos de expo
polissacarideo como antigeno as reagoes foram muito especifi-
cas, pois, oS antlgenos e antissoros apenas reagiram com os
seus homologos, demonstrando uma grande diferengca antigenica
entre os isolados e muita confiabilidade no metodo utilizado

(QUADRO 2).
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¥Yoi observado tambem g¢gue o AS-Xm-2833 x AT-
3074, em todos os casos apresentaram reagoes negativas, inde=
pendentemente, do metodo de extragao do antigeno.

Foi observado que os AS-Xmv-3139 e AS-Xph-—
3074 em reagaes homologas apresentaram, alem da linha a de
precipitagao, as linhas b e c, enguanto que os AS-Xm-2833
apresentaram apenas a linha a de precipitaggo°

Em reagoes inter—especificas com es antigenos
extraidos em ﬁgua esteril, os resultados demonstraram que oS
AT-3139 e AT-~3074 apresentaram reagges reciprocas, o mesmo
acontecendo com AT-3139 e AT-2833, porem, entre os AT-2833 e
AT-3074 as reagges ocorreram num unico sentido ( ESQUEMA 5).
Para os antigenos extraldos em NaCl 0,85% as reagoes recipro-
cas ocorreram apenas entre AT-3139 e AT-3074 e wunidirecional
de AT-2833 para AT-3139, enquanto que de AT-2833 para AT-3074
nao houve reagao (ESQUEMA 6). Para os antigenos extraidos em
acido acetico 2% ocorreram apenas reacgao unidirecional de AT-
3139 para AT-3074 (ESQUEMA 7). Com os extratos de exopolissi
carideo como antigeno os AT-3139, AT-2833 e AT-3074 naoc apre-
sentaram nenhuma reacao reciproca ou unidirecional (ESQUEMA 8).
Observou~se tambem pelos resultados que AT-3139 possue ca=’
racteristicas antigenicas mais proximas de AT-3074, do que de
AT-2833, apesar das reagges apresentadas. Por outro lado o
AT-2833 em comparagao com o AT~3074 mostrou que a relagao se-

- . . - . - - -
rologica existente e menor, devido as diferengcas morfologilcas

(ESQUEMA 9).
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6 - CONCLUSOES

- . - .
As tecnlicas serologilicas podem ser empregadas com su-

cesso para diferenciar Xanthomonas campestris pv.
malvacearum de Xanthomonas campesinis pv. phaseold e

de Xanthomonas campesdtnis pv. manihotis.

A técnica do linfonddulo para obtengdo de antissoros
especificos e os testes serologicos realizados em du
pla difusao em agar, demonstraram a possibilidade de
se diferenciar os patovares de Xanthomonas campes-
Inié,blogo apos a aplicacao da primeira injecgao de

-« . - .~ .
antigeno, com grande eficlenctia.
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4,

presenga de reagoes in

56.

A tecnica da suspensao bacteriama com 08 aptigenos

extrajdos em agua esteril, HaCl 0,857 e acido aceti-

co 2% podem ser empregada com restrigoes, devido a

or

- - 3
er e 1ntra—especificos.
S

A tecnica do exopolissacarideo pode ser uvtilizada
com sucesso, pols, demonstrou grande especificidade,

reagindo apenas com o0s antigenos homologos das bacte

rias estudadas.,
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