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RESUMO 

DIFERENCIAÇÃO SEROLÕGICA ENTRE TRCS PATOVARES 

DE Xanthomona6 campe6tJz.l.ó (Paro.me 1) Dowson 

APLICANDO A TÉCHICA DO L INFONÓDULO E DA 

SUSPENSÃO BACTERIANA 

HAURO lIIDEO SUGIHORI 

Orientador: Avelino Rodrigue� de Oliveira 

Xan;thomana.ó c.ampe..&tJz.l.& pv. ma.lvac.e.aJz.um, Xan:thE_.

mona.-0 c.ampe..&..tJz.ll.> pv. manlhotl.6 e Xa.nthomo na..& ca.mpe.1.i :t.Jz.i-0 pv.

pha.&e.oll iioladas de algodio, mandioca e feijio, respectiva-

�ente, foram compar�das serologicamente. As bactérias cultiva 

das em BDA e incubadas a 28
°

c durante 48h, foram padronizadas 

fotometricamente a 50%T com filtro 578nm, emulsionadas em 

. . . � . adjuvante completo FREUND e utilizadas como antigene no prep� 

ro de antissoros especrficos, atrav�s de duas injeç�es intra-

ganglionares, intercaladas de 15 dias. 

agua 
� • 1 ester1_, 

As �uspens�es bacterianas foram obtidas em 

NaCl 0,85% e âcido acético 2%. Para extração do 

exopolissacarÍdeo dos isolados, utilizou-se solução fisiolÕgí 
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ca est�ril contendo 0�6% de formal neutro. Tanto as suspen-

sões bacterianas como os extratos de exopolissacarÍdeos foram 

padroniza<las a 5%T e utilizadas como antígeno para testes se� 

rolÕgicos. 

Injeç;es intraganglionares com antigenos con-

centrados produziram antissoros específicos logo apÕs a reali 

zaçio das primeiras injeçoes. 

Testes de dupla difusio em agar utilizados nas

� . . reaçoes de antigenos e antissoros inter e intra-e�pec!ficos, 

possibilitaram observàr que Xanthomona..6 c.ampe.-6,tfr..,l.6 patovares 

malvac.e.a�um, manihoti.6 e ph�6e.oli sio serologicarnente distin-

tos. Nestes testes foram tarribem observado$ o aparecimento de 

reaç�es co� uma, duas e ati tr�s linhas 

cinco leituras num intervalo de 17 a 65h. 

de precipítaça·o :; em 

Os ant!genos extraidos pela tecnica Jo exopo­

lissacarÍdeo apresentaram reações mais específicas, mostrando 

que essa ticnica; mais eficiente, pois permite 

nas com os homÕlogos. 

reaçoes ape-

Os resultados demonstraram a grande sensibili­

dade e viabilidade da tecnica serolÕgica como valioso i�stru­

mento auxiliar no emprego de diagnose, identificaçio e taxono 

mia das bactirias do g�nero Xan�homona� estudadas. 
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v. 

Xanthomona� campe6thl� pv.malvaeeahum, Xantha 

mona� camµe�thl� pv. manlhotl� and Xa11thomona� campe�t�l� pv. 

pha�eoll isolated respectiveiy fron cotton, cassava and bean 

plants wer� serologically compared. The bacteria grown on 

PDA and incubated at 28
°

C during 48h were standardized in 

colorimeter at 50%T (578nm), emulsified in FREUND 1 S complete 

adjuvaut and used as antigen in the preparation of specific 

antisera. Each rabbit received two antigen injections in 

the lymph node at 15 days interval. 

Bacterial suspensions were obtained on steri­

le distilled water, 0,85% saline solution and 2% acetic acid. 

For exopolysaccharide extraction of the isolated stcrile sa-

line solution with 0,6% neutral formaldehyde was used. So 
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bacterial suspensions as exopolysaccharide extract were stan­

dardized in cblori�eter at.5%T and used •s antigen for·sero-

logical tests p • 

Intra lymph nade injections with concentrated 

antigens �roduced specifics antisera after fir�t injections. 

Agar double diffusion tests used in inter and 

intra specific antigene and antisera showed that 

malvaeea�um, manihotih and phaheoli of Xanthomo11a6 

tnl� were �erologically distinct. In these tests 

aud three precipitation lines were obser�ed in a 

�Sh. 

patovars 

eampeh-

one, two 

period of 

Exopolysaccharide autigens showed more spe-

�ific .riactions and seems to be the most efficié�t 

allowing differentiation with homologous only. 

technic 

The results demonstrated high sensibility and 

viability fõr serological technique as vàluable abxiliary 

instrument in the diagnosis, identification and t�xonomy of 

bacteria of the genus Xanthomona�. 



1 - INTRODUÇÃO 

A taxonomia das bactérias genraro do 

Xan�homona� que afetam culturas de interesse econ;mico ê ton­

trovertida, trabalhosa e demorada, não obstante o ârduo esfor 

ço de alguns pesquisadores procurarem or1anizâ-la de maneira 

simples e sintética. Recentemente, YOUNG et alii (1978) propu 

seram reunir em Xan�homona� eampeJ�4lh (Pammel) Dowson as es-

pêcies pr5ximas, levando em consideraçio as 

bioqu[micas, f!si6l;gicas e de patogenicidade. 

... . caracter1.st1.cas 

Introduziram 

ainda o uso do termo/patovar (pv) para identificar o hospe-

deiro. 

A descoberta de que as hact;rias quando inje-

tadas em animais, induziam a formaçio de anticorpós, deu um 

grande impulso aos estudos de identificaçio das fitobactfriasw 
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Isto induziu os pesquisadores a utilizarem a serologia como 

t;cnica auxiliar � complementar dentro do complexo. Devido a 

grand� sensibilidade desta metodologia, aliada i t�cnlca do 

linfon;dulo para obtençio dos antissoros (OLIVEIRA� 1975) fo-

ram empregadas suspensoes bacterianas, 

pratica dessas 
� . tecn1.cas .. 

visando a aplicáçao 

Foram analisado� serologicamente os extratos 

de exopolissacarÍdeos e as suspensoes bacterianas em agua e s·-

tiril, NaCl a 0,85% e icido acitico a 2%, como ant!genos. 

Este trabalho visa trazer uma contribuiçio 
.. 

taxonomia desse ginero, dando infase a tliferenciaçio serolog! 

ca entre os isolados de bact;rias do algodio (Gob�yµlum hi�J� 

�um L.), da mandioca (Maniho� t�eulen�a Crantz) e do feijão 

(Pha4eolu4 vulga�i4 L.). 
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2 - REVISÃO DA LITERATURA 

A bact;ria Xan:thomona-6 c.ampeb.tlLl-6 (Pammel)Dow­

son foi descrita pela primeira vez por PAMMEL (1895), como Ba. 

elllu6 eampe-6:tJtib n.sp.; posteriormente, SMITH (1897) deno�i­

nou-a de Pbeudomona6 campe-6:tlLi..6 e Bac.:teJti..um campe-6.tlLe; a se­

guir CHESTER (1897) �enominou · de. Ba.c.:te.Jt.Üun c.ampe..6:tJz.i..-6; mais 

tarde, BERGEY et ali� (1923) denominaram de Phy.tomoncu c.ampei 

.t.Jz.l�. Finalmente, DOWSO� (1939) denominou de Xan:thomona-6 c.am-

pe-6.t.Jti-6, principalmente pelo fato de produzir um pigmento ama 

rilo� a xantofila& 

Segundci consideraç;es feitas por STARR (1959) 

as bact;rias eram classificadas pel6s fitop�tologistas basean 

do-se principalmente na sintomatolo�ia� mas essa t�cnica era 
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inadequada pelo fato de utilizar raetodos e_mpregados em Iílicol�

g1.a. Desta forma, muitas contribuições iniciais sobre as 

bactérias dadas pela caracterizaçio da moléstia ·foram consid� 

radas incompletas. Esse mesmo áutcr, fez uma revisao sobre a 

sistemitica das bact�rias, enfocando os problemas referentes 

ao genero e espécies, emprego da aerologia, utilizaçio de bac 

teriÕfagos, metabolismo, citologia, etc� 

STARR (1959) ainda criticou a tend�ncia geral 

de sé descobrir e descrever novas esp�cies com bases em dados 

incompletos, como tambem criticou os m�todos usuais 

dos par� classificaçio das esp�cies, mencionando a 

emprega-

falta ele 

crinfiança dos pesquisadores. Por essa razio sugeriu a utili-

zação simultânea de outros metadas tais como: a tecnica sero-

16gica, patogenicidade em diversos hospedeiros, 

do substrato e outros mêtodos modernos� 

metabolismo 

Os testes bioquímicos baseados no metabolismo 

das bactérias, com �elaçio aos diferentes substratos emprega­

dos, vêm sendo utilizados desde hã muito tempo, coroo o princi 

pal �êtodo de classificação das bactérias. No entanto, devi-

do a evoluçio das pesquisas, muitos pesquisádores colbcaram a 

sua validade em d�vida, quando empregados separadamente. En­

tretanto, HAGBORG (1942) em seu trabalho verificou que um iso 

lado, 
... 

apos sucessivas repicagens em diferentes meios de cultu 

ras sintéticos, apresentava características bioquimicas dife-

rentes. DYE (1962) estudando virias isolados de Xanthomonaj 

fitopatoginicas, verificou que esses isolados se assemelhavam 
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do ponto de vista cultural, fisiol6gicu e bioqu!mico. Portan 

to, os m;todos empregados nesse estudo comparativo, nio perm� 

tiram uma diferenciaçio significativa. 

WvR·-,.-T- · t' 
,. 9' 8) "' .d dA ·, {. 1 r.f , trabalhando com 12 espécies de

bact;rias do ginero Xanthomana�, demonstrou uma grande espec1 

ficidade em relaçio aoi hospedeiros. DYE (1958) realizou vi-

rias inoculações sucessivas com diversas espécies de Xan-thomE_ 

na�, em feijoeiro (Pha�eolu� vulga4i� L.) e demonstrou o apa-

recimento de sintomas no hospedeiro, causados 

classificados em esp;cies diferentes. Contudo, 

por patÕgenos 

KLEHENT et

alii (1964) e KLEMENT & GOODMAN (1967), trabalhando com o pr� 

blema da hipersensibilidade, discordaram do resultado aprese� 

tado por DYE (1958). 

O C�digo Internacional de Nomenclatura de Bac-

terias e Vírus (1958) propos o termo "fórma specialis", para 

determinar o pat;geno a n!vel inftasubespecffico. 

Segundo YANO (1976), LAPAGE e colaboradores 

realizando uma revisão no CÕdigo Internacional de Bactêrias
i-

mantiveram a espêcie X. campe.õtnl-0 e propuseram que a indica-
~ 

çao do patotipo viesse em seguida, como por exemplo: Xanthom� 

na-6 c.ampe..õtfl.l-6 (Pammel) Dowson f. sp. ue.bicatonia Doidge. 

Recentemente, YOUNG et alii (1978) propuseram 

reunir em X. c.ampe.J.,;t4,f_J as espêc ies prÕximas :, 
empregando para 

isso o termo patovar para as �spêcies de bact�rias fitopatogi 

nicas a n!vel infrasubespecifico� como por exemplo: Xanthomo-

na.-0 c.ampe.JtJt.l.6 (Pammel) Dowson pv. ma.lva.c.e.afl.u.m (Smith) Young, 



Dye, Bradbury, Panagopoulos e Robbs. 
\ . . 

6. 

A serologia aplicada i bacteriologia vegetal, 

segundo LINK & SHARP (1927) e GOLDSWORTHY (1928) foi iniciada 

por ZIP�EL em 1912, na Alemariha. Este autor t demonstrou a

correlação serol;gica entre as raças de Rhizobium encontradas 

em nÕdulos de ervilha (Pif.ium f.ia�ivum L.) e feijio ( Pha6eolu6 

vulga.iLif.i L�) e entre trevo (T1t--é.6ol-lu.m p!La.te.n.óe L.) e fava ( Vi 

eia. óa.va. L.)ª ZIPFEL demonstrou tambem que n;dulo de Rhizo-

bium de especies diferentes de leguminosas, provavelmente,sio 

constituídos de especies tambêm diferentes.de RhizobJ..um, pois 

-puderam ser separadas a traves dos testes de· aglutinação e pr�

cipitação.

A primeira refer�ncia sobre o emprego da têcni 

ca serolÕgica na classificação das bactêrias do gênero Xan.thE._ 

mona.f.i deve-se a SAINT JOHN-BROOKS ::_! alii (1925) 0 Esses auto 

res trabalhara� com 39 isolados de gêneros e especies difere� 

tes. Obtiveram antissoros para cada isolado, e observaram a 

ocorrincia de reaç�es cruzadas em testes de preci•itaçio. No 

entanto, conseguiram diferenciar 1 grupos seiolÕgicos distin­

tos, que são as formas: amarela, branca e fluorescente, entre 

as quais nunca ocorreram reaçoes cruzada$� Também observaram 

que uma concentraçio adequada do antissoro; muito importante 

para a identificaçio espec!fica e segura da bact�ria. 

LINK & SHARP (1927) realizaram um trabalho so-

bre testes serolÕgicos com Ba.e.te�ium campe6Xfte, Ba.c..t. phà.-

�eoli, Bac.t. phaJeoll var.f.iojen6e e Bac�. 6laccum6aclen6, e 
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verificaram que Baet� campe6t�e estava serologicamente muito 

relacionada com as outras bactêrias do mesmo genero e menos 

Observaram tambe� que a especific! 

dade biol�gica desta bact;ria para com os seus 

estava relacionada a especificidade serolÕgica� 

hospedeiros, 

Afirmaram 

ainda que o teste de aglutinaçio poderia ser usado para dife­

renciar as bact;rias. 

SHARP (1927), trabalhando com Bact. 6laccum6a­

eien6, Bac�. pha6eoli e Bact. pha6eoli var. 6ojen6e, e empre­

gando os testes de aglutinaçio e precipitaçio� concluiu que

todas as esp;cies diferiam serologicamente. 

LINK et alii (1929), trabalhando com bactêrias 

de caracteristicas morfol�gicas muito semelhantes e utili-

zando-se.do teste de aglutinação� conseguiram diferenciar. vã-

rios isolados� mas notaram a presença de reaç;es cruzadas. 

Concluíram que, quando os testes de aglutinaçio nio fossem su 

ficientes para diferenciar os isolados� iestes �omplemeritares 

com reaç;es reciprocas poderiam diferenciar antigenica�ente. 

HORGAN (1931), trabalhando com P. malvaeeanurn, 

estudou serologicamente virias raças e demonstrou a especifi­

cidade dos testes de aglutinação para identificar essas raças. 

ELROD & BRAUN (1947a) atrav�s da seu trabalho, 

demonstraram pouca confiabilidade nos m�todos empregados comti 

mente para a classificaçio do ginero Xanthomona�, 

consideraram incompleta a serologia empregad� na 

~

. ,· I como tambem 

taxonomia 

dessa.bacteria. Por essa razao� trabalharam com 36 isolados 



8 • 

de Xanthomona4 entre esp�cies e sub-esp;cie�, fizeram uma re-

v1.sao da literatura sobre o assunto e ao mesmo tempo 
0

procura-

ram aperfeiçoar v;rias ticnicas. Notaram
.,. 

que eliminando-se 

... 

previamente a muscilagem encontradas na� celulas bacterianas 

e utilizando a t;cnica <le absorçio, puderam determinar S ser� 

tipos: X. va4culanum, X. pha�eol�, X. campe�tJtiJ, X. �Jtan�l�­

c.enJ e X. pnu.n,i,. 

ELROD A BRAUN (1947b) estudando as relaç�es se 

rol�gicas ·das espi�ies e sub-esp;cies do grupo V 

,, .

... . 

em comparaçao com outras espec1es do mesmo genero, chegaram a

conclusio de que esse grupo formava quatro sub-grupos �erol6-

gicos, �amo tambem apr�sentavam uma pequena correlaçio 

patogenicidade e serotipoº 

entre 

ELROD & BRAUN (1947c) em estudos anteriores, 

verificaram que o gênero Xanthomo�a-0 �ostrou uma evidente di� 

visibilidade antigênica entre suas espec�es. Quando essas es 

pêéies individualizadas não podiam ser diferenciadas pelo pr2_ 

cesso comum de classifi�açio usada em bacteriologia, emprega-

vam a serologia para separar estes organismos. No mesmo tra·-

balho, mostraram a existência de três outras divis�es serol6-

gicas do gênero Xan:thomona1.,, que sao os grupos: X�va-0Qula�um 1 

X� pha1.,e.oli e X. campe-0:t,'l.i..J.;i. Usando exsudatos mucÕides da cê 

lula bacteriana em testes de aglutin�çio, dem6nstraram a exi� 

tência de um parent€sco entre os grupos va6culanum e pha-0eoli... 

Contudo, X. va-0cula1tum typus aglutinou o antissoro de X. 

Jeol,i,, mas a recrproca nio foi observada. 
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WERNHAN (1948), trabalhando com X. -t1ta.n-0lu.Q ... e.n-0
!r 

nao conseguiu relacionar patogenicidade e setcitipo, ao passo 

que, FANG et alii (1950) ,1 que tambem trabalharam com X. -tJta.n-6 

lucen�� conseguiram diferenciar quatro serotipos, concordando 

com os estudos de ELROD & BRAUN (1947b). 

MUSHIN et alii (1959), usando diferentes t;cni 

cas serol;gicas no estudo de fitobact�rias
) 

chegaram a con� 

clusio de que a serologia � de grande importincia na sua elas 

sificaçio e identificaçio. 

MORTON (1965) relata em seu tr�balho a impor-

tincia de se prevenir � disseminaçio da bact�ria para outras 

areas, baseando-se no fato de que os sintomas 
~ 

sao algumas ve-

zes indefinidos. Portanto, processos serol6gicos foram expe-

rimentados, para desenvolver maneiras râpidas de diagnose. 

O autor comenta ainda, que a apli6açio dos processos serol;gi 

cos para detectar infecç;ei causadas por-bact;rias fitopatogi 

n(cas � relativamente pouco desenvolvido. 

GRAHAM (1963} foi capaz de diagnosticar canela 

preta e podridio mole em batata pela adiçio de uma gota do an 

tissoro especifico em sucos do tub;rculo, onde apareceu um 

precipitado floculante, indicando a presença da bactiria. 

Vârias espicies fitopatoginica� de Xan-thornana� 

foram diferenciadas por SHEKHAWAT & CHAKRAVARTI (1977) empre­

gando a t;cnica da dupla difusio. 

A aplicabilidade do uso da imunodifusio para o 

estudo de variabilidade patoginica foi demonstrado por ORELLA 
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NA & WEBER (1971) trabalhando com Xanthomana4 cqamop4ldl4. 

Para a obtençio de antissoros virios mêtodos 

de injeção 
4' 

~ 
de antigenos s-ao encontrados na literatura, tais 

como: intra�muscular, intra-venosa, intra-pe�itoriial e subc�-

tânea. Essas têcnicas forau utilizadas por virfos autores, 

desde os primeiros trabalhos realizados em ierologia. 

ºRecentemente, OLIVEIRA (1975) des�nvolveu uma 

nova têcnica de obtenção de antissoro atravês da injeçao de 

antfgeno, diretamente no linfon�dulo do animal (ginglio pcipl{ 

teo). Segundo o pr;prio autor, este mêtodo de injeção de an-

t!geno no lLnfon;dulo ap�esenta resposta mais ripida do que 

quaisquer outros esquemas aplicados para obtenção do antisso­

ro. Posteriormente, muitos pesquisadores passaram a adotar 

esta técnica para obtenção de antissoros, devido a grande fa-

cilidade e rapidez� tanto para outras bactirias como para 

fungos, vírus e outros organismos patogênicos. AIROLDI (1973) 

trabalhou com levedura de cervejeiro; KIMATI (1975) ·traba-

lhou com Cat..te.;to.tJz.,lc.hwn gtw.m.lnl.c.oi.a (Ces.) Wils. (Sensu ARX º 

1957); BASTOS (1975) e LEMOS NETO (1975) trabalharam com 

Sch,l1.:,;to1.:,oma man1.:,onl Sambon (1907). 

OLIVEIRA et alii (1977) trabalhando tom Xa.n-

.thomona.6 a.t.bl..e..lnea.n.ó (Ashby) Dowson, conseguiram detectar a 

presença dessa bactéria, mesmo em mistura com várias especies 

de Xan.thorno na1.:,. Empregaram os antissoros obtidos por via in-

traganglionar e obtiveram reaç;es especificas com antissoros 

do quarto dia de sangria. O mesmo resultado foi encontrado 
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por SUGHIORI � alii (1978) trabalhando com PJ.:.e..ucfomona..6 .&ij4,Í,!!:_ 

gae (van Hall) pv. ga.neae (Amaral, Teixeira & Pinheiro)Young, 

Dye, Bradbury, Panagopoulos & Robbs� que obtiveram reações es 

pecÍficas a partir do quarto <lia. 

BACH� alii (1978) trabalharam com Xa.n..thomo-

na/.:. campel.t�i.6 (Pammel) Dowson pv.ci.tf[_L (llasse) Young, Dye, 

Bradbury, Panagopoulos & Robbs, empregando a mesma t;cnica de 

injeção no linfonÔdulo e obtiveram reações serolÕgicas alta-

mente espec!ficas com preparaç�es hom&logas de ... ant1.genos� 
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3 - MATERIAIS E MÊTODOS 

3.1. Isolamento, puriflcaçio e conservaçao das bact�rias 

Os isolamentos das bact�rias Xanthomona4 cam­

pe4tni4 pv. malvacea�um (IAC-3139)� Xanthomonal ca�pe4tni4 pv. 

manihoti4 (IAC-2833) e XanthamonaJ 

(IAC-3074) foram realizados de tecidos foliares com sintomas 

� . t1p1cos. Com aux!lio de uma tesoura, retiraram-se pequenos 

pedaços da ârea de transiçio. Estes foram em_ seguida,submeti 

dos a tim tratamento qurmico para desinfestaçio, atravis da 

imersio em alcool a 70% durante 1-2 min., posteriormente, ·fo­

ram transferidos para uma soluçio de hipoclorito de s�dio, na 

proporçio de 2:1 (v/v) durante 1-2 min. e finalmente, lavados 

em âgua estéril. Posteriormente, os pedaços foliares foram 
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macerados em igua estiril e plaqueados no meio de cult.ura con 

tendo batata-dextrose-agar (BDA), pelo processo de riscas pa­

ralelas, com aux!lio da alça de Drigalsky, colocando-se a se­

guir numa estufa incubadora a 28
°

c durante 48h para cresci-

mento e individualizaçio das col;nias. Finalmente� as colÔ-

nias t!picas das bactfrias patog�nicas foram repicadas para 

tubos de ensaio �ontendo BDA, para a sua multiplicaçio, con-

. ... servaçao e uso como ant1geno� 

3. 2. Preparo dos ant!genos imunizantes 

Culturas das bact�rias Xan.thomona.ó c.ampe-0.tJti-0 

pv. ma..tvac.ea.Jtu.m, Xan.thomo na.ó c.ampe.-6.t.11.,é,b pv. man.,f,ha .ti..-0 e Xa.11-

tho mo na.1.> c.ampe.-6.t.Ji,,[,6 pv. pha-6e.of.,,[ utilizç1.das no preparo do an­

t!geno imunizante, foram cultivadas em BDA e incubadas a 28° C 

durante 48h. Ap6s o crescimento, co16cou-se igua estiril nos

tubos e as culturas foram removidas do substrato por raspagem, 

mediante o emprego de um bastio de vidro esterilizado. Em se­

guida, a suspensao obtida foi padronizada fcitometricamente a 

50%T e 578nm (Fotocolor!metro Bauch & Lomb modelo Spectronic 

20). 

A suspensao bacteriana assim obtida foi centri 

fugada a 15.000g durante 10 min. ( Centrífuga Eppendorf). 

O sobrenadante (LS) foi eliminado. Ao precipitado (P) àdicio 

nau-se 0,5ml de adjuvante completo FREUND (Difco) e em segui-
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da homogeneizadoº O produto resultante foi utiliiado como 

,.,. . . antigeno imunizante (ESQUEMA 1). 

3.3� Pr�paro dos antissoros 

e. lh d - . ? -k oe os pesan o em media -,5 g foram utiliza-

dos nas imunizações para obtençio dos antissoros. Antes. da 

primeira injeção os animais foram submetidos a uma sangria 

pr;via (15ml) para s·e obter o soro normal (SN), que foi con­

servado em congelador at; a sua utilizaçio como controle nas 

reações serolÕgicas. Posteriormente� os animais receberam 

duas injeções no linfon�dulo (OLIVEIRA� 1975) de 0,5 ml, dos 

an t Í g e nos AT-313 9 ( X. c.amp e..6 .tJz.-i.-6 pv. ma.l va.c.e.a.llum ) , AT- 2 8 3 3 

(X. c.a�pe.-6.tJz.i.6 pv. manlhot1.6) e AT-3074 ( X. c.ampe.ótJz.i-6 pv.

pha.óe.oli), emulsionados com adjuvante completo FREUND(Difc�), 

obedecendo um intervalo de 15 dias entre as mesmas. 

Os coelhos foram submetidos a sangrias di�rias 

(10 a 15ml/dia) por um per!odo de 30 dias (ESQUEMA 2). Ap6s 

a realização.das sangrias, procedeu-se o preparo dos antisso­

ros e estes foram colocados em ampolas plisticas,· adicionan­

do-se em seguida, mertiolato na concentraçio de 1;10000 e co� 

servados em congelador. Os cÕdigos utilizados para identifi­

cação dos antissoros foram: AS-Xmv-3139 (Xan.thomona.ó eampe..6-

tJz.,Ü pv. ma.e. v ac. e.a.Jz.um) ; As-Xm- 2 8 3 3 ( Xan..tho mo na-0 c.am p e.-6 -tJz.i-6 pv. 

manlhoti-6) e AS-Xp�-3074 (Xa.n..thomonab c.ampebtJz.l.ó pv.pha6e.oli). 
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ESQUEMA 1. Preparo do ... antigeno imunizante das bactérias 

Culturas de 

Xan:thomonaJ.i campe�:t4lJ.i pv.malvacea4Um, X. campe.�­

:t�l� pv. manlhotl� e X. ca.mpeJ:tfll� pv. phaJ.ieoll. 

Bactérias 

BDA 

48h 

2s
º

c 

X. e..

X• e..

X• e.•

pv. m a..f.. v a.c.e.aflu.m (AT-3139) 

pv. ma n.l ha :ti.-6 (AT-2833) 

pv. pha1.i e..all (AT-3074) 

Água Estêril 

gitar com bastio 

Suspensio B�cteríana 

LS 

adronização fotométrica a 50%T-578nm 

15.000g - 10 min. 

p 

+ adjuvante Fr�und

•. 

ANTÍGENO IMUNIZANTE 
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3.4. Preparo dos � antigenos para testes serolOgicos 

3.4.1. Suipens;es bacterianas 

Culturas puras das bact;rias Xanthomon�6 cam­

pebthlb patovares malvacia�um, ma11ihoti6 e pha�eoll repicidas 

para tubos de ensaio contendo o meio BDA foram incubadas a 

28° c durante 48h. As bact;rias foram removidas do substratci, 

por raspagem, mediante o emprego de um bastio de vidro� Pos-

teriormente, foram feitas suspensões das bactérias em âgua es 

tiril (I), soluçio salinti a 0,85% (II) e icido ac;tico a 2%

(III). Em seguida, as suspensões obtidas foram padronizadas 

fotometrícamente a 5%T e 578nm (Fotocolorimetro Bauch & Lomb 

modelo Spectroníc 20). O material padronizado foi empregado 

para a realizaçio das reaç;es serol;gicas. ( ESQUEMA 3 ).

3.4.2. Preparo dos extratos de exopoiissacarÍdeos 

No preparo dos extratos de exopolissacar!deos, 

foi utilizado o método' de CARTER & HYLTON (1974) descrito pa­

ra a obtençio de exopolissacar!deo de Co�ynebae�e4lum equl 

e modificado por YANO (1976). As bactérias Xanthomona-0 cam-

pe6t4l4 pv. maluaeea4um, Xanthom�na-0 campe-0t4i6 pv. manihotiJ 

e Xan�homona-0 eampe6�4l6 pv. pha-0eoll cultivadas em tubos �e 

ensaio contendo o meio BDA foram incubadas a 28° c durante 48h. 
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ESQUEMA 3. Preparo do Ant!geno Para Susperis;es Bacterianas. 

X.e. pv.malvacea�um (AT-3139)

Culturas de Bact�rias 
X.e. pv.manLhoti�

X.e� pv.pha�eoli

(AT-2833) 

(AT-3074) 

Ãgua Estéril (I) 

BDA 

48h 

o 
28 e

NaCl O, 85% (II) Ac.acetico 2% (III) 

Agitar com bastão 

Padronização fotomêtrica 5%T -578nm 

1 ANTÍGENO PARA TESTES I 
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ApÕs o desenvolvimento, para cada tubo que continha os dife-

rentes patovares, foram colocados 5ml 

estiril contendo 0,6% de forraol neutro. 

4e sriluçio fi�iolÕgica 

As, colônias foram re. 

movidas do substrato por raspagem com aux!lio de um bastio de 

vidro. 
-

Obteve-se assim uma suspensao bacteriana que foi pa-

dronizatla fotometricamente a 5%T e 578nm (FotocolorÍmetro 

Bauch & Lomb modelo Spectronic 20). Essa suspensão foi colo-

. - . o . 

cada em ban4o-maria sob agitaçao a 56 C durante 30 min. Em se 

guida, foi,�entrifugadi a 15.0-0üg durante 5 min., tempo sufi-

ciente para promover a sedimentaçio das cilulas bacterianas. 

O precipitado (P) foi eliminado e o sobre.nadante (LS) obtido, 

que ; o extrato de exopolissacarrdeo, foi conservado em cong� 

lador, adicionando-se antes o mertiolato na concentraçio de 

1:10000 ( ESQUEMA 4). 

3.5. Testes serolÕgicos 

Os ant!genos utilizados nas reaçoes serolÕgi 

cas foram:- AT-3139 (Go��ypium h���u�um L.) - Proced. Aguar� 

AT-3074 (Pha6eoluJ vulga�i� L.) - Proced. Campinas e AT-2833 

(Manihot e6�ulen�a Crantz) - Proc�d. Pindamonhangaba. Os tes­

tes serolÕgicos foram realizados empregando-se a tecnica de 

dupla difusio em gel-agar de OUCHTERLONY (1958) em liminas e 

modificado por OLIVEIRA (1967). O esquema de distribuiçio 

dos orifícios da matriz sobre o meio agarizado foi de um hexa 



ESQUEMA 4. Extraçio do exopolissácarrdeo

X�c. pv.malvaeeanum (AT-3139) 

Culturas de Bactirias 

BDA 

48h 

2s
º

c 

X.e. pu.maniho�lh 

X.e. p�.pha6eoli 

soluçio salina + 0,6% formal neutro 

�gitar com bastão 

Suspens�o bacteriana 

(AT-2833) 

(AT�3074) 

20. 

Padronizaçio fotom;trica a 5%T � 578nm 

Banho-maria 

56
°

c - 30 min. 

15.000g - 5 min� 

eliminado 

p LS 

!EXTRATO �E EXOPOLISSACARÍDEOI
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gano, inscrito num circulo de l,3c□ de diimetro, tendo os ori 

f!cios externos um diimetro de 2�5Qm, o orif!cio central 

3,5mm de <liimetro e a distincia tangencial de 4,0mm. 

Para cada li�ina previamente limpa e d�sengor­

durada, foi distribuído de maneira uniforme 4,0ml do meio ag� 

rizado. Ap;s a solidificaçio efetu6u-se os orifrcios e colo-

cou-se os antfgenos e os antissoros para reagirem. Para todas 

as reaç�es serol�gicas foram realizadas cinco leituras, com 

intervalos de 17; 24; 41; 48 e 65h. 
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4 - RESULTADOS 

4. 1. Título dos antissoros 

Para obtenção dos �Itulos dos antissoros 

AS-Xmv-3139, AS-Xm-2833 e AS-Xph-3074 foi empregado o teste 

de dupla difusão em gel-agar, em combinação hom5loga com os 

antígenos extraidos em água estéril. Esses testes foram rea� 

lizados com o primeiro e o Gltimo antissoro que apresentaram 

reaçoes positivas. 

Para o antissoro AS-Xmv-3139 (Xanthomanaa eam­

pe-0tni-0 pv. malvaeea�um) do decimo segundo dia de sangria a­

p6s a primeira injeç�o de ant!geno no linfon;dulo, reagindo 

com AT hom5logo AT-3139, o t!tulo foi de 1:1 e para o AS do 
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�ltimo dia de sangria apôs a segunda injeçio, o titulo foi de 

1:16. Para o antissoro AS-Xm-2833 (Xan,thomon.a.,� c.ampe./2;ltc.i.6 pv� 

ma.nihoLLó) do quinto dia de sangria 
-

apos a primeira iujeçab 

do antigene no l. - ... ' l 
; . intonouu o, reagin0a e.cm o seu AT homo lc)go 

AT-2833, o t!tulo foi <le 1:1, e para o AS do �ltimo dia de 

sangria apôs a segunda injeçio, o crtulo foi de 

antissoro AS-Xph-3074 (Xanthamona� 

do oitavo dia de sangria apôs a pri!ileir-a injeção 

1:8. Para l) 

de 
... antJ.geno 

no linfon6dulo� reagindo com AT hom6logo AT-3074, o título 

f6i de 1:1, e para o AS do �ltimo dia <le
0

sangria apôs a segu� 

da injeçio. o t!tulo foi de 1:16 ( QUADRO 1 )� 

4.2. Testes com antissoros para Xa.n�homona6 ca�pe�tfc.�6 

pv. ma.lvac.e.a.Jc.u.m 

Pa�a facilitar a interpretaçio dos testes sera 

lÔgicos de dupla difusio em agar� utilizamos as seguintes no-

Caçoes:-

1) Os antissoros 
.... 

obtidos apos s angrias diirias, receberam um

c�digo fracionirio. O numerador indica o dia da sangria

e o denominador o numero de injeções de antígeno.

2) As linhas de precipitaçio foram codificadas com as letraB

� (pr5xima ao orifício do ant{geno)� b (posiçio interme­

diiria) e e (pr6xima ao oriffcio do antissoro).
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AT 

a 

b 

e 

AS. 

Antissoros para Xcw.th.oman.a.,� c.ampic�-6-tJz..[.ó ·pv .. mal 

uac.eaJz.um (AS-Xmv-3139) reagiram contra ant!genos .homólogos e 

heterOlogos estraidos em igua est;ril (I)� NaCl 0,85% (II) e 

icido ac;tico 2% (III). Reaç�es com extratos de exopolissac� 

r!deo (IV) foram observadas apenas rios testes contra antfge­

nos homologas ( TABELA 1 ). 

4.2.1. Reações homÜlogas 

O AS-Xmv--3139 - 12/1 apresentou as primeiras 

reaç�es positivas evidenciadas pela linha a de precipitaçio, 

para os AT-3139 extraídos em igua estêril (I) e NaCl 0,85% 

(II) como tambem para o extrato de exopolissacarÍdeo (IV).

Alêm da linha a presente em todas as reaçoes, 

observou-se o aparecimento das linhas b e �  (FIGURA 1). O 

ant'tgeno extraído em âgua estéril apresentou somente a linha 

a. O ant!geno extraido em NaCl 0,85% apresentou alêm da li-

nha �, uma consistente linha b a partir do aritissoro 1/2. Exo 

polissacarÍdeos apresentaram alem da linha�, a linha� nos 

antissoros 13/1; 14/1; 15/1; 1/2; 2/2 e 3/2
P 

e a linha e nos 

antissoros 15/1 e 2/2 (FIGURA 2). 
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TABELA 1. Reação do AS-Xmv-· 313 9 com. o antÍg eno · (AT) homÕ lo­

gos e heterÕlogos: I- Água estêril; II-NaCl 0,85%; · 

III - Acido acêtico 2% e IV - Exop�lissacarÍdeo* 

AS-·Xmv-313 9 

SANGRIAS AT-3139 AT-2833 AT-3074 

I II III IV I II III IV r II III IV 

5/1 

6/1 

7 / 1 

8/1 

9/1 

10/1 

11/1 

12/1 a a a 

13/1 a a ah 

11+/l a a ab ab 

15/1 a a abc abc a a 

1/2 a ab abc ab a a a 

2/2 a ab abc abc 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 ah 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 ah a a a a a a 
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FIGURA l - Testes serol;gicos de dupla difusio em agar. 

Ant!genos (AT-3139) extraidos em NaCl 0, 85% . 

T = antigene puro; S = antissoro puro •. Apar� 

cimento de 3 linhas de precipitaçio. 
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FIGURA 2 - Testes serol�gicos de dupla difusio em agar. 

Ant!geno ( AT-3139 ) extrato de exopolissac� 

r!deo. T aatigeno puro; S • antissoro puro. 

areciruento de 3 linhas de prccipitaçio. 
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O AS-Xmv-3139 - 14/1 apresentou a prineira rea 

çio positiva evidenciada pela linha a <le precipitaçio, para o 

AT-3139 extra!do em icido ac�tico 2% (III). Alêrn da linha a 

presente em �odas as reaç�es� observou-se o aparecimento da 

linha b nos antissoros 14/1; 15/1; 1/2; 2/2; 3/2 e !, I? 
-r / �,. e da 

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

FIGURA 3 ). 

4.2.2. Reações heterÕloga� 

4.2.2.L Antissoro Xa.nthomona.i c.a.mpe.t..tJz.i.õ, pv. ma.lva.c.e.a-

Jz.um (AS-Xmv-3139) contra o ant!geno Xanthomonaf.. 

campef.,t4if.. pv. manihotlf.. (AT-2833) 

O AS-Xmv-3139 - 1/2 apresentou a primeira rea­

çio positiva evidenciada pela linha � de precipitaçio, para o 

AT-2833 extraído em agua estéril (I). . .,. Este antigene apresen-

tou somente a linha a. Para os demais ant{genos extra!dos em 

NaCl 0�85% (II), icido acitico 2% (III) e exfrato de exopoli� 

sacarÍdeo (IV) os antissoros apresentaram reaçoes negativas 

( TABELA 1 e FIGURA 4 ). 
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FIGURA 3 - Testes serol6gicos de dupla <lifusio em agar. 

Ant!geno (AT-3139) extrarJo em icido ac�tico 

2%. T = antígeno puro; S � antissoro puro. 

Aparecimento de 3 linhas de precipitaçao. 
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FIGURA 4 - Testes serologicos de dupla difusão em agar. 

Antigeno (AT-2833) extra{do em igua est�ril. 

T = antigene puro; S = antissoro puro. Apar�
cimento de 1 linha de precipitação. 
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4.2.2.2. Antissoro Xcw;tho mo na..6 c.amp e.,5 ,tlí..-i .. -:5 pv. ma.l vcLce.a­

lí..um (AS-Xmv-3139) contra o antígeno Xanthomonab 

Os AS-Xmv-3139 - 15/1 e 2/2 apresentaram as 

~ 

primeiras reaçoes positivas evidenciadas pela linha a de pre-

cipitação
1 

para os AT-3074 extraídos em água esteril(I), NaCl 

0�85% (II) e acido acético 2% (III). Estes antígenos aprese� 

taram somente a linha �, sendo que, para o antígeno extraído 

em agua est�ril as reaçoes se iniciaram a partir do antissoro 

-2/2 e para os antígenos extraídos em NaCl 0,85% e acido acêti

'co 2% a partir do antissoro 15/1. Com o antigeno extrato de 

exopolissacarÍdeo (IV) os antissoros apresentaram reaçoes ne-

gativas ( TABELA 1 e FIGURA 5 ). 

4.3. Testes com antissoros para Xan;thamond.6 

pv. man..i,ho;ti-0 

Antissoros para Xan�homana4 eampe.-0;t�..[4 pv. ma­

n..i,ho;t..i,-0 (AS-Xm-2833) reagiram contra antígenos homÕlogos e he 

ter�logos extraldos em igua est;ril (I). NaCl 0,85% (II) e 

acido ac�tico 2% (III). Reaç�es com extratos de exopolissac� 

rldeo (IV) foram observadas apenas nos testes contra 

nos ·hom�logos ( TABELA 2 e FIGURA 6 ). 

... antige-



FIGURA 5 - Testes serolÕgicos de dupla

Antígeno (AT-30 7 !, ) extraído

NaCl 0,85% âcido acético

puro; S = antissoro puro.

1 linha de precipitaçio.

33. 

difusão em agar.

.. 

estéril, em agua 

2%. T = antigeno 

Aparecimento de 
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TABELA 2. Reaçio do AS-Xm -2833 com o a�tigeno (AT) hom;lo­

gos e heter;logos: I- Ãgua est�ril; 11-NaCl 0,85%; 

III - Ãcido acitico 2% e IV - Exopoliisacar!deo� 

AS-Xm-2833 

SANGRIAS 
AT-2833 AT-3139' AT-3074 

I II III IV II III IV I II III IV 
. .

5/1 a a a a 
.... 

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 

10/1 a a a a a a 

11/1 a a a a à a 

12/1 a 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 a a a a 

4/2 a a a a a a 

5/2 a a a. a a a 

6/2 a a a a a a 

7/2 a a a a a a 
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FIGURA 6 - Testes serol;gicos de dupla difusio em agar. 

Ant{geno (AT-2833) extrafdo em i g ua est;ril, 

NaCl 0,85%, icido ac�tico 2% e extrato de 

exopolissacar!deo. T = antigeno puro; S = an 

tissoro puro. Aparecinento de 1 linha de pre 

cipitaçao. 
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4.3.1. �çÕes homÜlogas 

O AS-Xm-2833 - 5/1 apresentou as primeiras rea 

çÕes positivas evidenciadas pela lin:1a -� de precipitação, pa-

ra os AT-2833 ... .,. 

extraidos em agua estê·cil (I), NaCl O
j

85% (II) � 

icido ac�tico 2% (III) e tambem para o extrato de exopolissa-

carÍdeo(IV). Estes ,,.ant1genos em reaçoes com os antissoros 

apresentaram somente a linha a ( TAB[LA 2 e FIGURA 6 ). 

4.3.2. ReacÕes heterÕlogas 

4.3.2.1. Antissoro Xa.n.:t.homana/.) c..cttil)JU-t1t,l.6 pv. mcrnDw:t,lJ.i 

(AS-Xm-2833) contra o antígeno Xanthomana.ó cam­

pe-6.:t.Jti-6 pv. ma.lvace.a.1w.m (AT-3139) 

Os AS�Xm-2833 - 6/1 e 7/1 apresent�ram as pri­

meiras reaçoes positivas evidenciadas pela linha a de precipi 

tação, para os AT-3139 extraídos em ãgua estêril (I) e NaCl 

0,85% (II). Os antígenos extraídos em âcido acético 2% (III) 

e extrato de ex�polissacarideo (TV) nao apresentaram rcaçoes 

positivas com os antissoros. Os antígenos extraídos em agua 

est�ril - 6/1 e NaCl 0,85% - 7/1 apresentaram somente a linha

a em todas as reaçocs ( TABELA 2 e FIGURA 7 ). 
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FIGURA 7 - Testes serol�gicos de dupla difusio em agar. 

Ant!geno (AT-3139) extra!do em igua estiril 

e NaCl 0,85%. T = antigene puro; S = antisso 

ro puro. Aparecimento de l linha de precipi­

taçao. 
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4.3.2.2 •. Antissoro Xanthomon.al.:i c.ampe.6-tJz.iJ.i pv. manihotiJ.i 

(As�xm-2833) contra o antígeno Xan,thomonal.:i c.mn-· 

pe1.:itni.6 pv. pha.óeoli (AT-3074) 

O AS-Xm-2833, reagindo com os AT-3074 extrai-

.,. . .  dos em igua est;ril (I), NaCl 0,85% (II). 

(III) e extrato de exopolissacar!deo (IV),

âcido acet1.co 2% 

nao apresentaram 

reaçoes �ositivas ( TABELA 2 ). 

4.4. Testes com antissoros para Xan;thomona.6 c.ampe1.:itJz.iJ.i 

pv. pha,H.olJ.. 

Antissoros para Xan.thomon.aJ.i c.ampe..J.i-tJz.i.6 pv ,, ph.E!:_ 

J.ieoli (AS-Xph-3074) reagiram contra ant{genos hom�logos e he-

ter;logos extraidos em igua est�ril (I). NaCl 0,85% (II) e

icido ac;tico 2% (III). Reaç�es com extrato de ex6polissaca-

rrdeo .(IV) foram observadas apenaê nos testes �outra ... antJ.ge-

nos homÕlogos ( TABELA 3 e FIGURA 8 ). 

4.4.1. Reaç�es hom�logas 

O AS-Xph-3074 apresentou as primeiras reaçoes 

positivas evidenciadas pela linha a de precipitação, para os 

AT-3074 extra!dos em igua estéril (I), NaCl 0,85% (II), icido 

acético 2% (III) e extrato de exopolissacarÍdeo (IV)º 
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TABELA 3. Reaçio do AS-Xph-3074 com o ant!geno (AT) hom;lo­

. gos e hcter;logos: I- Ãgua est�ril; II-NaCl 0,85%; 

SANGRIAS 

5/1 

6/1 

7/1 

8/1 

9/1 

10/1 

11/1 

12/ 1 

13/1 

14/1 

15/1 

1/2 

2/2 

3/2 

4/2 

5/2 

6/2 

7/ 2 

8/2 

9 / .2. 

10/2 

11/2 

12/2 

- �.,. • o .,q, 

III - Acido acetico 2% e IV - Exopolissacarideo. 

AS-Xph-307 1
, 

AT-·3074 AT-3139 AT-2833 

I II III IV I II III IV I II III 

a a 

a a 

a a 

a a 

a a a a a 

a a a a a a 

a a a a a a 

a a a à a a
--

a a - a a a a 

a a a a a a 

a a a a a a 

a a a ab a a 

a ab a ab a a 

ab ab ab ab a a 
;;.. 

ab ab abc ab a a 

ab ab ab ab a a 

abc abc abc ab a 

abc a.bc ab ab a 

abc ab ahc ab a 

ab ah a ab a 

IV 

...,. 
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FIGURA 8 - Testes serol�gicos de dupla difusio em agar. 

Antissoro AS-Xph-3074 � 
com ant1geno (AT-3074)

extra!do em igua est�ril, NaCl 0,85% e icido 

acêtíco 2%. 
� 

T = ant1geno puro; S = antissoro 

puro. Aparecimento de J linhas de precipita­

çao. 
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Al�m da linha a presente 
·-

em todas as reaçoess 

observou-se o aparecimento das linhas b e e (FIGURA 3)� O an-

t!geno extraido em igua est�ril (I) apfesentou a linha a a 

partir do antissoro 8/1� a linha b a partir do antissoro 6/2 

e a linha e nos antissoros 9/2; 10/2 e 11/2� ,,,. O ant1.geno ex-

traído ern NaCl 0,85% (II) apresentou a linha_� a partir do a� 

tissoro 12/1 ) a linha b a partir do antissoro 5/2 e a linha �-

nos antissoros 9/2 e 10/2º O antfgeno extraido em icido 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 e nos antissoros 7/2; 9/2 e 11/2. O antrgeno extra!do 

de exopolissacarideo (IV) apresentou a linha a a partir do a� 

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

4/2 ( TABELA 3 e FIGURA 9 ) o

4.4.2. Reações heterÕlogas 

(AS-Xph-3074) contra o ant!geno Xa.n�homona.ó cam­

pe..ó ,t'1..,[.6 pv $ ma.R.vac. e.cur.u.m (AT-313 9) 

O AS-Xph-3074 - 12/1 apresentou as primeiras 

reaçoes positivas evidenciadas pela linha a de precipitaçio� 

para os AT-3139 extra!dos em igua estiril (I) e NaCl 0,85% 

(II). O ant!geno extri!do em igua est;ril apresentou somente 
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FIGURA 9 - Testes serolÕgicos de dupla difusão em agar • 
., 

) 1 . ...
Antigene (AT-3074 extrato de exopo issacar� 

deo. T = ant!geno puro; S = antissoro puro. 

Aparecimento de 2 linhas de precipitaçio. 
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a linha a nos antissoros 12/1; 13/1;. 14/1; 15/1; 1/2; 2/2 e 

3/2. O antrgeno extra!do em NaCl 0�85% apresentou tambem so-

mente a linha� a partir do antissoro 12/1 ao 8/2. Os demais 

antigenbs extrardos em icido ac�tico 2% (III) e extrato 

de exopolissacarÍdeo (IV) 
~

apresentaram reaçoes negativas 

( TABELA 3 ). 

4.4.2.2. Antissoro Xanthomona� eampe�t�L6 pv. pha6ealL 

(AS-Xph-3074) contra o antigeno Xan�homona� Qam-

O AS-Xph-3074 - 8/1 apresentou as primeiras 

reaç;es positivas evidenciadas pela linha a de precipitaçio. 

paia o AT-2833 extraído em agua est;ril (I). Este ... antigeno 

apresentou somente a linha� a partir do antissoro 8/1. Os 

demais antígenos extraídos em NaCl 0,85% (II), acido acético 

2% (III) e extrato de exopolissacarÍdeo (IV) apresentaram rea 

ç�es negativas ( TABELA 3 ). 
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5 - DISCUSSÃO 

Os trabalhos apresentados por diversos pesqui­

�adores com respeito a testes bioqu!micos, caracteres cultu­

rais, morfol�gicos e fisiol�gicos, tim um valQr relativo na 

separação das espêcies e sub-espêcies de bactérias, como fo-

ram comentados por STARR (1959) e demonstrados por HAGBORG 

(19 4 2) , F AN G e t ali i ( 1 9 5 O) e D Y E (19 6 2) .. No entanto , s a o d a 

dos importantes para se determinar o ginero, de a��rdo �om as 

características apresentadas .. 

As bactêrias Xan.thomona.6 campe.6.tfl..i.6 pv. ma.lva­

c.e.a.Jt..u.m, Xan.;thomona.-0 c.ampe..6:tJt..l-0 pv. ma.niho.ti.6 e Xa.n.thomon.a.6 

c.ampe.6.tJt..i.6 pv. pha.6e.oli podem ser classificadas como perten� 

centes ao mesmo ginero e a patovares diferentes, pois, ·a dif� 

rença entre os tris pat6genos i evidenciada quand� se leva em 
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consideraçio a patogenicidade e os componentes antigênicos, 

que sao especificos para os seus respectivos hospedeiros. 

A taxonomia das bact;rijs do ginero Xanthomo-

HCUi ê muito controv2rtida e a tendência atual ê reduzir a.o mâ 

xímo o 
- .;> " numero de especies, desde que� a.s pesquisas demonstrem 

essa necessidade. Assim sendo, YOUNG et !>lii {1973) propuse-

ram em seu trabalho a designação 11 patovar" i, quando se verifi­

ca urna variaçio dentrb da espécie de bact�ria patoginica a uf

vel infra-específico. 

Realizando estudos sobre a taxonomia de bacté­

rias do g;nero Xan�homona�, virias pesquisadores demonstraram 

a dificuldade e a complexidade de classifici-las a nfvel de 

especie. Assim sendo, ELROD & BRAUN (1947-a p b,c)� empregando 

técnicas serol;gicas ? 
determinaram cinco serotipos para o gi-

nero Xanthomana-6, 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 

rolÕgicas demonstraram a possibilidade de diferenciar a maio­

ria das formas especiais dentro do grupo Xan�homona-6 t�anJlu­

c. e.11-6 •

A técnica que utiliza agentes emulsificantes, 

segundo MUSHIN .!:_!:_ ali� ( 19 59) � foi primeiramente descrita por 

ROSCHKA'S que trabalhou �om bacilos da tuberculose, realizan-

do a emulsio em temperatura ambiente. Posteriormente esta 

técnica foi modificada por FREUND et alii (1948). 
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A ticnica de imunizaçio de coelhos átrav�s do 

,p emprego de ant1genos via intragànglionar foi utilizada pela 

primeira vez por CARDOSO & OLIVEIRA (1974) para ant!genos f�h 
' 

-

gicos. OLIVEIRA et alíi (1977) � trabalhando com Xa.n.t:Íl.Oi'i!OHltl.) 

albilinean4 (Ashby) Dowson, utilizando a t;cnica de agentes 

emulsificantes e injeção de antígenos via intraganglionar pa­

ra fbtenção de antissoros especfficos� conseguiram obter res-

postas altamente especrficas nos antiss�ros do quarto dia� 

apôs a realização da primeira injeção6 

Esta t;cníca foi tambem empregada para ant!ge-

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

P4eudomona� �y�ingae (van Hall) pv. ga�eae (Amaral, Teixeira 

e Pinheiro) Young, Dye, Bradbury, Panagopoulos e Robbs; e por 

BACH et alii (1978), trabalhando com Xa.n�homana.� c.a.m p e.1.i :t.1ti..1., 

(Pammel) Dowson pv. ci:t.Jti (Hasse) Young, Dye, Bradbury� Pana­

gopoulos e Robbs. 

No ptesente trabalho foi empregada a t;cnica 

de agentes emulsificantes, combinada com o mitodo de aplica­

ção de injeções de ant!geno no linfonÕdulo (gânglio poplÍteo) 

... . do coelho, segundo OLIVEIRA (1975). Estas tecn1cas apresent� 

ram grande eficiência na obtenção de antissoros específicos, 

pois, demonstraram a presença de anticorpos nos soros logo a­

pôs a realização da primeira injeção de antígeno, como obser­

va-se nas TABELAS 1, 2 e 3. Apôs a realizaçã� de injeç�es de 

antígenos no linfonÕdulo, os títulos mâximos dos 

obtidos em reações homologas, para os antígenos 

antissoros 

extraídos em 
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igua est�ril e em testes de dupla-difusio em agar, nao foram 

elevados, demonstrando especificidade para cada espicie (QUA-

DRO 1 ). 

Os testes serol�gicos de dupla difusão em agat 

demonstraram grande eficiincia, pois, �ermitiram observar di­

ferenças inter-específicas entre os isolados de algodão, màn­

dioca e feijão. 

Os resultados obtidos em combinaç;es hom5logas 

e heterÓlogas para os antígenos extraídos em água estêril,não 

permitiram detectar diferenças en�re os isolados pelo fato de 

ocorrere� reaç�es inter e intia-espec{ficos, <lemonstrando que 

os antígenos nestas condições não apresentavam diferenças an-

tigênicas entre os isolados. 
• .  

� . 

Para os antigenos extraidos em 

NaCl 0,85% as reaç�es inter�espec{ficas aparece�am n�gati�a-

mente para os AS-Xph-3074 x AT-2833 e AS-Xmv-3139 x AT-2833 , 

apresentando ji algum� dif�rença antig�nica entre os isolados. 

Para os ant{genos extraídos em âcido acetico 2% a diferença 

a-ntigênica foi maior, pois ocorreram reaçoes com os homÕlogos

e apenas com o AS-Xmv-3139 x AT-3074 heterÕlogo, mas essa rea 

çio inter-específica� perfeitamente explicâvel pelo fato de 

possuir o AT-3074 caracter{sticas morfolÕgicas semelhantes ao 

AT-3139. Contudo, quando foram utilizados os extratos de exo 

polissacarÍdeo como antígeno as reações foram muito especÍfi-

cas, . ..,, 
. . . .. pois, os antigenos e antissoros apenas reagiram com os 

seus homÕlogos, demonstrando uma grande diferença 

entre os isolados e muita confiabilidade no �êtodo 

(QUADRO 2). 

antigênica 

utilizado 
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Foi observado tambem que o AS-Xm-2833 x AT-

3074, em todos os casos apresentaram reaçoes negativas� inde-

pendentemente, <lo metodo de extração do antígeno. 

Foi observado que. os AS-Xmv-3139 e AS-Xph-

3074 em reaç;es hom�ldgas apresentaram� al�m da linha a de 

precipitação, as linhas b e �, enqúanto que os AS-Xm-2833 

apresentara- apenas a linha � de precipitaçao. 

Em reaç;es inter-especfficas com os ant1.genos 

extraídos em âgua estéril, os resultados demonstraram que os 

AT-3139 e AT-3074 apresentaram 
- •IP reaçoes reciprocas, o mesmo 

i�onteeendo com AT-3139 e AT-2833, por;m� entre os AT-2833 ê

AT-3074 as reaç�es ocorreram num �nico sentido ( ESQUEMA 5)º 

Para os antígenos extra!dos em NaCl 0,85% as reaçoes rec!pro­

cas ocorreram apenas entre AT-3139 e AT-3074 e unidirecional 

de AT-2833 para AT-3139, enquanto que de AT-2833 para AT-3074 

não houve reação (ESQUEMA 6). Para os ant!genos extra!dos em 

âcido acético 2% ocorreram apenas reação unidirecional de AT-

3139 para AT-3074 (ESQUEMA 7). Com os extratos de exopoliss� 

carideo como antfgeno os AT-3139, AT-2833 e AT-3074 não apre­

sentaram nenhuma reação reciproca ou unidirecional(ESQUEMA 8). 

Observou-se tambem pelos resultados que AT-3139 possue ca-· 

-, . . . ..... . . - . racter1st1cas ant1gen1cas mais proximas de AT-3074, do que de 

AT-2833, apesar das reaç�es apresentadas. Por outro lado o

AT-2833 em comparação com o AT-3074 mostrou que a relação se-

rolÕgica existente e menor, devido as diferenças morfolÕgicas 

(ESQUEMA 9). 
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55. 

g - CONCLUSÕES 

1. As têcnicas serolÕgicas podem ser empregadas com su­

cesso para diferenciar Xanthomonal..l c.a�pe1..1.t.1ti-0 pv.

malvac.ea!tum de Xa.n.thamona� c.ampe1..1.t.1ti1..1 pv. pha.1..1eali e

de Xan.thoman.a.1..1 c.a.mpu.t.1ti1..1 pv� mani..ho:ti1..1.

2º A tecnica do linfonÕdulo para obtenç�o de antissoros 

especrficos e os testes serolÕgicos realizados em du

pla difusio em agar, demonstraram a possibilidade de 

se d if erenci ar os p at ovares de Xanthomo 110..,5 c.ampe� -

t.1ti1..1, · logo apôs a aplicação da primeira injeção de 

anttg�no, com grande efici�ncia. 



4. 

56. 

A t�cnica da suspensao bacteriana com os antígenos 

extraf<los em igua est�ril, NaCl 0,85% e icido ac�ti-

co 2% podera ser empregada com restriçoes, devido a 

presença ,1 e, 
u� reaçoes inter e intra-especfficos. 

A ticnica do exopolissacar{deo po<le ser utilizada 

com sucesso, pois, demonstrou grande especificidade• 

reagindo apenas com ós antfgenos hom5logos das bacti 

rias estudadas. 
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