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PRODUCAO DE ANTI-SOROS PARA DIAGNOSE DE PECTOBA CTERIAS
CAUSADORAS DE PODRIDAO MOLE EM BATATA

JOSE RICARDO PFEIFER SILVEIRA', LUIS ANTONIO SUITA DE CASTRO?, MERY ELIZABETH
OLIVEIRA COUTO® OLINDA MARIA MARTINS*, VALMOR BARNP

RESUMO - Foram produzidos anti-soros a partir de células inteiras e nio tratadas de Pectobacterium carotovorum
subsp. arrosepticum (Pea), P carotovorum subsp. carotovorum (Pec) e P chrysanthemi (Pch). Utilizou-se como antigeno
2 ml de suspensilo bacteriana na concentragiio de 6 a 7 x 107 UFC/ml, emulsificada com igual volume de adjuvante
completo de Freund, fazendo quatro aplicagdes em coelhos, com intervalos semanais. Os anti-soros obtidos (titulo 1:640)
foram especificos em relagiio a0s antigenos utilizados e niio reagiram com outras bactérias, virus e fungos fitopatogénicos,
bem como, com extratos de plantas de batata, fumo e tomateiro. Concluiu-se que apenas antigenos presentes nas estrutu-
ras celulares de Pca, Pec e Pch siio identificados pelos anticorpos produzidos e que o teste de aglutinagdo em litex pode
ser realizado com diluigdes do antigeno nas proporgdes de 1:1 e 1:10, partindo-se da concentragio padrio (50%T; 550
nm).
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PRODUCTION OF ANTISERA FOR DIAGNOSIS OF SOFT-ROTTING
PECTOBACTERIAS IN POTATO

ABSTRACT - Polyclonal antisera against Pectobacteriunt carotovorum subsp. atrosepticum (Pca), P. carotovoruii subsp,
carotovorum (Pec) and P chrysanthemi (Pch) were produced from intact, unireated cells. Bacterial suspensions with 6 to
7 x 107 CFU/m1 {2 ml), emulsified with an equal volume of complete Freund’s adjuvant were used as antigens to immunize
rabbits. The antigens were injected four times at weekly intervals. The antisera obtained (1:640 titer) were specific against
the antigens used and did not exhibit any reaction toward other phytopathogenic bacteria, virus and fungi, as well as
potato, tomato, and tobacco plant extracts. Only antigens presents in the cellular structures of Pca, Pec and Pch are
identified by the antibodies and that the latex agglutination test can be used with dilutions of the antigens in order of 1:1
and 1:10 of the initial concentration (50% T, 550 nm).
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INTRODUCAO

A analise de seqiiéncias do DNA ribossomal da
regido 16S de virios membros da familia
Enterobacteriaceae, resultou na separagio do gé-
nero Erwinia em trés grupos filogenéticos, esta-
belecendo trés diferentes géneros: Erwinia,
Pectobacterium e Brenneria (HAUBEN et al.,
1998).

O género Pectobacterium, no qual sdo classi-
ficadas as pectobactérias causadoras de podriddes
moles, € constituido por quatro espécies: P.
carotovorum, P chrysanthemi, P. cacticida ¢ P.
Cypripedii. Sendo a espécie Pectobacterium
carotovorum, subdividida em cinco subespécies:
P. c. subsp. atrosepticum, P. c¢. subsp.
carotovorum, P. ¢. subsp. betavasculorum, P. c.
subsp. odoriferum e P. c. subsp wasabie
(DUARTE e EL TASSA, 2003).

As pectobactérias sdo causadoras de podridio
mole em diversas espécies de plantas. Dentre es-
tas, Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum, Pectobacterium carotovorum
subsp. carotovorum e Pectobacterium
chrysanthemi sdo causadoras de podriddo mole
em batata (Solanum tuberosum L..). O sintoma de
podridao mole € resultante da capacidade do
patdgeno preduzir enzimas tais como pectinases,
poligalacturonases, celulases e proteases, que ata-
cam componentes da parede celular do hospedei-
ro (SALMOND, 1994).

As bactérias pertencentes ao género
Pectobacterium sao descritas como bastonetes
retos, medindo de 0,5-1,0 X 1,0-3,0 micra, com
presenga de flagelos peritricos, Gram negativas,
anaerdbicas facultativas, nido formadoras de
esporos, oxidase negativas e catalase positivas
(DE BOER ¢ KELMAN, 2001). Possuem uma
distribuigdo geografica e climatica que reflete sua
adaptabilidade a diferentes hospedeiros e tempe-
raturas. Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum esta relacionada a batata cultivada
em regides temperadas, P. carotovorum subsp.
carotovorum € patogé€nica a diversas éspécies

hospedeiras em regides temperadas e tropicais e P
chrysanthemi também € patogénica a diversas es-
pécies e estd distribuida em zonas tropicais,
subtropicais e temperadas (PEROMBELON e
KELMAN, 1987). Em lavouras de batata, o tu-
bérculo semente se constitui em uma importante
fonte de indculo. As plantas também podem ser
infectadas pelas raizes, em solos contaminados,
ou pela dgua de irrigagio (PEROMBELON e
KELMAN, 1980).

Tem-se observado a sobrevivéncia de
Pectobacterium spp. no solo, na agua e em asso-
ciagdo com arizosfera de varias espécies invaso-
ras de campos cultivados e, embora ocorram de
forma endémica em alguns solos, podem néo ser
encontradas em outros. Estudos sobre a ecologia
das Pectobacterium spp. causadoras de podridio
mole em batata tém resuitados contraditérios so-
bre a habilidade dessas bactérias sobreviverem
no solo (BURR e SCHROTH, 1977,
POWELSON e APPLE, 1984). Alguns autores
atribuem estas diferen¢as a ineficiéncia das téc-
nicas para detec¢do do patdgeno. Os meios sele-
tivos, utilizados para isolamento, t€m alcangado
resultados com diferentes graus de sucesso
(CUPPLES e KELMAN, 1974).

Virios métodos soroldgicos tém sido utili-
zados na detecgdo de bactérias fitopatogénicas,
por serem 0s anti-soros altamente especificos e
sensiveis. Na produgiio de anti-soros para bacté-
rias, geralmente usam-se células fixadas com
gluteraldeido ou formalina (DE BOER et al.,
1979). Porém, células bacterianas nfo tratadas
podem ser utilizadas como antigenos, produzin-
do anticorpos policlonais que tendem a reagir com
lipopolissacarideos (somente para bactérias Gram
negativas), proteinas expostas, incluindo a
flagelina e polissacarideos extracelulares (BALL
et al., 1990).

A utilidade da sorologia para identificagdo
de pectobactérias em espécies e subespécies € li-
mitada. Os anticorpos produzidos a partir de
lipopolissacarideos siio altamente especificos, no
entanto, a existéncia de muitos sorogrupos para
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Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
tornam a identificagfio desta subespécie imprati-
cavel. De modo oposto, a maioria das estirpes de
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum
pertencem ao sorogrupo I, sendo que anticorpos
monoclonais especificos a um sorogrupo sao lteis
para a identificagfio desta subespécie (DE BOER
e KELMAN, 2001).

Entre os testes sorolégicos utilizados para
diagnose de bactérias fitopatogénicas, destacam-
se a difusdo dupla em dgar, microaglutinag@o,
imunofluorescéncia, aglutinacdo de latex e ELISA
(SCHAAD, 1988; DE BOER e KELMAN, 2001).

O teste de aglutinagdo de latex utiliza par-
ticulas uniformes de litex (esferas de poliestireno
com 810 nm de diimetro), revestidas com
anticorpos por adsor¢do ou ligagdes covalentes;
o latex sensibilizado € misturado com o antigeno
(bactérias) ocorrendo a aglutinagio dentro de
poucos minutos. Além da rapidez e sensibilida-
de, a reagiio pode ser observada sem qualquer
equipamento. Utilizado inicialmente para estudos
de viroses, o método tem demonstrado sua utili-
dade também com procariontes (SLACK e BALL,
1990).

Métodos ripidos e efetivos para a identifi-
cacao de bactérias fitopatogénicas, tais como as
Pectobacterium spp., facilitariam os estudos eco-
l6gicos e o controle desses organismos, pois os
testes bioquimicos e fisioldgicos rotineiramente
utilizados ndo sfo inteiramente satisfatorios, por
serem trabalhosos, de dificil interpretagio € mui-
to demorados (SCHAAD, 1988). De acordo com
DE BOER e KELMAN (2001) é estimado que
um tergo das estirpes de Pectobacterium
carotovorum isoladas de batata possam ser clas-
sificadas em um dos quarenta sorogrupos descri-
tos. Algumas estirpes de outros hospedeiros tam-
hém pertencem a estes sorogrupos, porém a di-
versidade soroldgica de estirpes de outros hospe-
deiros que nio a batata, ndo é conhecido.

- O presente trabalho teve como objetivo

- adaptar e desenvolver tecnologia na produgdo de-

anti-soros policlonais a partir de células inteiras
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e niio tratadas de Pectobacterium spp., causado-
ras de podriddo mole. Para avaliar os anti-soros
utilizou-se o método de aglutinacio de latex,
adaptando-se o procedimento descrito por
FRIBOURG (1981) para sensibilizago de latex,
e obter um titulo adequado de modo a viabilizar
o teste. O desenvolvimento de técnicas ripidas, e
de ficil interpretagdo, poderd auxiliar os estudos
sobre a ecologia das pectobactérias causadoras
de podriddo mole, em programas de produgéo de
batata de elevada sanidade no Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Origem e avaliacdo dos antigenos - Trés iso-
lados de Pectobacterium spp. foram utilizados
como antigenos: P. carotovorum subsp.
carotovorum, obtida de Allium cepa, provenien-
te da colegiio de bactérias da Universidade Fede-
ral de Vigosa; P. carotovorum subsp. atroseptica,
obtida de Solanum tuberosum, proveniente da
colegdo de bactérias da EMBRAPA/CPACT; ¢ P.
chrysanthemi, obtida de Arracacia xanthorriza,
proveniente da cole¢do de bactérias da
EMBRAPA/CNPH.

As bactérias utilizadas como antigeno fo-
ram confirmadas em nivel de género pelos testes
de Gram e de crescimento em meio anaerdbico, e
em nivel de espécie e subespécie pelos testes de
crescimento 4 37 °C, formagio de fosfatase, pro-
dugio de substancias redutoras de sacarose e pro-
ducdo de acidos a partir dos carboidratos alfa-
metil-glucosideo, lactose, trealose € maltose
(JABUONSKI et al., 1986; SCHAAD, 1988). A
patogenicidade foi testada em frutos verdes de
pimentdo e em plantas de batata (TAKATSU et
al., 1981; JABUONSKI et al., 1986).

Producio dos anti-soros - Culturas de bac-
térias em meijo 523 (KADO e HESKETT, 1970)
foram lavadas das placas de Petri com jatos de
seringa hipodérmica, contendo solugdo salina
(NaCl 0,85%), e submetidas & centrifugagao (500
g; 5 min), descartando-se o precipitado. O
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sobrenadante foi centrifugado trés vezes (3000 g;
20 min; centrifuga JOUAN MD CR 11.4), usando-
se 6 ml da solugdo salina para ressuspender os pre-
cipitados obtidos. As suspensdes bacterianas foram
padronizadas em 62,5% T; 550 nm
(espectrofotdmetro MICRONAL MD B 382), para
se obter uma concentragio aproximadade 6 a7 x
107 UFC/ml, conforme determinagio prévia obtida
através de diluigbes e contagem de colOnias em pla-
cas. Aliquotas de 2 ml foram congeladas (-20 °C)
para posterior imunizagio de coelhos daraga Nova
Zelindia. Cada coelho recebeu quatro inje¢des
intramusculares de 2 ml da suspensdo bacterianae 2
ml de adjuvante completo de Freund, em intervalos
sernanais. Uma semana apds a tltima injegdo inicia-
ram-se as sangrias periédicas, através de corte da
veia marginal da orelha. O sangue coletado foi dei-
xado coagular por uma hora & temperatura ambien-
le, descolado das paredes do Becker com uma agu-
lha hipodérmica e deixado por 15 h sob refrigeragio
(5 °C). O soro obtido foi entdo centrifugado (2000
rpm; 15 min; centrifuga FANEM MD 204-NR) e o
sobrenadante separado em aliquotas de 3 ml para
armazenamento em freezer (-20 °C).

Para purificagdio da gama-globulina
(FRIBOURG, 1981}, precipitou-se com sulfato
de amonio saturado, na proporgio de 1 ml da so-
Jugdo do sal, para 0,3 ml do soro diluidoa 1:5em
solugdo salina. A mistura foi deixada por 30 min
para precipitagiio e centrifugada a 7000 g; 20 min.
Os precipitados foram suspensos em 3 ml de so-
lugdo tampdo Tris-HCI1 0,05 M, pH 8,0 ¢ subme-
tidos a 18 horas de didlise, seguindo-se uma
centrifugag@o de 10000 g; 30 min. A gama-
globulina foi armazenada sob refrigeragio (5°C).

Na determinagio do titulo dos anti-soros, o
ldtex foi sensibilizado com diferentes diluigdes
da gama-globulina. Para isto, fez-se oito dilui-
¢oOes em série (fator 2) da gama-globulina em tam-
péo Tris-HCI1 0,05 M, pH 7,2, partindo de 1:20
até 1: 5120. Em 1 m! de cada dilui¢éo acrescen-
tou-se 1 ml de latex (0,8 micron SIGMA) dilui-
doa 1:60. O processo de sensibilizagio constou
de trés centrifugagdes de 6000 g; 20 min. Os pre-
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cipitados foram ressuspensos em 2 m! da solugdo
tampdo Tris-HC] 0,05 M pH 7,2 acrescido de
0,02% de polivinilpirrolidone (PVP-40). Ap6s a
dltima centrifugagio os precipitados foram
ressuspensos em apenas 1 ml do tampao.

O ldtex sensibilizado foi armazenado em
frascos de vidro, etiquetado e conservado a 5 °C
para posterior utilizagiio. De um total de oito san-
grias para cada isolado, foram testados os anti-
soros provenientes da segunda e sétima sangrias,
dos trés isolados.

Avaliacio do titulo dos anti-soros - O
litex sensibilizado com as dilui¢des da gama-
globulina foi testado contra o respectivo antigeno
na dilui¢do padrao (62,5% T; 550 nm) e seriada
(fator 10) de 1:1 a 1:10000, em tampao Tris-HCl
0,05M, pH 8,0, acrescido de 1% mercaptoetanol.
Cada diluigéo dos diferentes anti-soros foi testa-
da contra as diferentes concentragdes de seu res-
pectivo antigeno. O titulo foi padronizado pela
dilui¢iio mais elevada do antigeno em que as rea-
¢Oes apresentaram-se caracteristicas para o teste.

Especificidade dos anti-soros - Para avali-
ar a especificidade dos anti-soros, estes foram
testados inicialmente em relacio aos indculos
utilizados na produgiio dos demais anti-soros e,
posteriormente, contra varios tipos de antigenos,
tentando-se determinar reagdes nfo especificas
nos testes a serem realizados rotineiramente.
Foram testados os extratos de plantas de batata,
tomate e fumo; plantas de batata contendo os prin-
cipais virus que incidem na cultura (virus X, S, Y
e Enrolamento da Folha); fungos patogénicos a
cultura da batata, como Alternaria spp., Fusarium
spp., Phomopsis spp., Phytophthora infestans e
Rizoctonia solani € bactérias fitopatogénicas,
como Ralstonia solanacearum, Pseudomonas
corrugata, P. rubrilineans, Acidovorax avenae
subsp. avenae e Xanthomonas arboricola pv.
pruni, culttvados em meio de cultura. O extrato
das plantas, € as suspensdes de células bacterianas
e de fungos foram testados conforme processo
descrito na etapa de avaliagio do titulo dos anti-so-
ros.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Avalia¢ado dos antigenos - Os isolados de
Pectobacterivm spp. utilizados para imunizagéo
dos coelhos apresentaram as caracterfsticas do
género, ou seja, foram Gram negativos e
fermentativos em meio anaerébico. As caracte-
risticas culturais corresponderam as de
Pectrobacterium spp., com crescimento rapido,
colOGnias opacas, brancas, apigmentadas, de to-
nalidade cinza ou levemente esverdeada e bor-
dos irregulares. Foram também confirmadas em
nivel de espécie e subespécie pelas caracteristi-
cas bioguimicas e fisioldgicas (JABUONSKI et
al., 1986).

Os resultados obtidos em frutos de pimen-
tao e plantas de batata foram satisfatdrios, devi-
do a severidade com que os isolados causaram 08
sintomas. Tais informag¢des concordam com
JABUONSKI et al. (1986), que avaliaram a
patogenicidade de 152 isolados de
Pectobacterium carotovorum, obtidos de plantas
de batata, tomateiro e 27 outras espécies hospe-
deiras, e concluiram que, independente da classi-
ficagdo taxondmica e do hospedeiro de origem,
80 e 84% dos isolados foram patog€nicos respec-
tivamente, a tubérculos de batata e frutos de pi-
mentao.

Producio dos anti-soros - Nas sangrias
semanais dos coelhos imunizados foi possivel
obter aproximadamente 20 ml de sangue e, apds
a separagdo do codgulo, aproximadamente 9 ml
de soro. Foram produzidos 3 ml de anti-soro
dialisado para a segunda e sétima sangrias ¢ 1 ml
de latex sensibilizado nas nove diferentes dilui-
¢Oes de cada anti-soro..

O esquema de imunizagdo variou em rela-
¢do a outros trabalhos quanto & concentragio de
antigeno utilizado (10° a 3 x 10" UFC/ml), ni-
mero de injecdes (7 a 10) e local de aplicacdo
(intramuscular, subcutanea ou a combinagdo destas)
(DE BOER et al., 1979, POWELSON e APPLE,
1984; DICKEY et al., 1984). Porém, Nio se ob-
servaram problemas de intoxicagao nos coelhos imu-
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nizados, o que, segundo DE BOER et al. (1979), €
comum no género Pectobacterium.

O método utilizado por FRIBOURG
(1981), para sensibilizagio de litex com gama-
globulina na identificagio de viroses, foi adequa-
do para a detec¢do de Pectobacterium spp. nos
experimentos realizados nesse trabalho.

Titulo dos anti-soros - O titulo obtido para
os anti-soros Pcc, Pca e Pch na segunda sangria,
foi de |: 640. Na sétima sangria foi de 1:640 para
os anti-soros Pcc e Pch e 1:320 para Pca. Foi pos-
sivel detectar o antigeno, partindo-se da concen-
tragdo padrio (62,5% T, 550 nm), até a dilui¢ao
1:100. Entretanto, as melhores reagdes ocorre-
ram nas diluigdes 1:1 e 1:10.

DE BOER et al. (1979) produziram anti-
soros com células ndo tratadas e células fixadas
com gluteraldeido, obtendo titulos que variaram
em ambos os tratamentos entre 1:256 ¢ 1:16384.
As diferencas em titulos, segundo os autores, de-
vem-se 2 variag@o na sensibilidade dos animais ¢
ndao as diferencas antigénicas das estirpes
bacterianas. De acordo com DE BOER e
KELMAN (2001), anti-soros policlonais produ-
zidos a partir de células fixadas com gluteraldeido
contém, normalmente, um titulo elevado de
anticorpos para lipopolissacarideos e sdo muito
Gteis para tipificagio soroldgica.

Os titulos dos anti-soros produzidos neste
trabalho apresentaram-se acima do padriio mini-
mo (1:512) estabelecido por SLACK e BALL
(1990). Porém, foram inferiores aos titulos alcan-
¢ados por DE BOER et al. (1979), devido a dife-
renga do método utilizado para padronizagdo dos
anti-soros. DE BOER et al. (1979) utilizaram a
técnica de microprecipitagio e determinaram os
titulos considerando somente a diluigdo dos anti-
soros em relagio ao indculo padrio utilizado para
imunizag@o. No presente trabalho o inéculo pa-
drdo foi diluido até 1:10000 em tampao Tris-HCI
0,05 M; pH 8,0 mais 1% mercaptoetanol e o titulo
determinado pela reagio caracteristica do teste de
aglutinagiio de litex, na mais elevada diluig¢do do
antigeno.
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Especificidade dos anti-soros - Os anti-so-
ros obtidos reagiram especificamente com 08
antigenos utilizados, ndo se obtendo reagdes cru-
zadas entre os mesmos. Do mesmo modo nido
houve reagdes positivas nos testes realizados com
plantas de batata, tomateiro e fumo, bem como
para antigenos de fungos, bactérias e virus
fitopatogénicos. Os resuitados obtidos concordam
com ALLAN e KELMAN (1977), que avaliaram
a especificidade de um anti-soro produzido para
P. ¢. subsp. atrosepticum em relagdio a 16 isola-
dos do género Pectobacterium e 60 isolados de
outras espécies de bactérias.

VRUGGINK ¢ MAAGEESTERANUS .

(1975) utilizando anti-soros para P. ¢. subsp.
atrosepticum ndo encontraram reagdes positivas
com P. chrysanthemi, nem com estirpes do géne-
ro Erwinia, tais como E. Amylovora ¢ E.
herbicola. Entretanto, um grande ndmero de 1so-
lados de P. c. subsp. carotovorum reagiu positi-
vamente com anti-soros para P. ¢. subsp.
atrosepricum em testes de aglutinagio (30), tanto
quanto em testes de difusdio dupla em dgar (35).
Posteriormente DE BOER et al. (1979) confir-
maram estarem Pcc e Pca sorologicamente rela-
cionadas. Atualmente sdo conhecidos mais de
quarenta sorogrupos (DE BOER e KELMAN,
2001).

Apesar da alta propor¢io de antigenos serem
comuns tanto para Pca como para Pcc, a
especificidade € conferida por componentes da
parede celular, principalmente,
lipopolissacarideos (antigenc O). Dos nove
sorogrupos de Pca, baseado em antigeno de su-
perficie, o sorogrupo I representa mais de 90%
dos isolados da maioria dos paises onde foi testa-
do (DUARTE e EL TASSA, 2003).

Procedimentos soroldgicos sio uteis para a
identificagao preliminar de culturas bacterianas
purificadas ou presentes em amostras de planta
ou solo, se anticorpos especificos aos sorogrupos,
ao qual pertencem as estirpes bacterianas, estive-
rem presentes. Os lipopolissacarideos séio impor-
_ tantes determinantes antigénicos para a maioria
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das bactérias Gram negativas inciuindo as
pectobactérias €, deste modo, os anticorpos po-
dem ser utilizados para diferenciar as estirpes. No
entanto, a utilidade da sorologia para identificar
pectobactérias em nivel de espécies e/ou
subespécies é limitada, devido a existéncia de
muitos SOrogrupos.

A utilizagdo de anti-soros para
pectobactérias de diferentes sorogrupos pode ser
Gtit em trabalhos ecoldgicos. No Rio Grande do
Sul, de 408 isolados obtidos em um levantamen-
to de pectobactérias associadas a canela preta em
lavouras de batata, 224 foram consideradas como
Pca, 173 como Pcc e 8 como Pch. No entanto,
diversos isolados foram considerados variantes
de Pcc e Pca, pelos testes bioquimicos ¢ fisiold-
gicos (OLIVIERA, 2001). A ocorréncia de for-
mas intermedidrias, com caracleristicas biogui-
micas ¢ fisioldgicas comuns a Pca, Pcc e Pch,
também tem sido relatada por outros autores
(STANGHELLINI ¢ MENELEY, 1975;
THOMSON et al. 1981; JABOUNSKI, et
al.1986), e a caracterizagio destas estirpes em
sorogrupos pode facilitar os trabalhos ecoldgicos.

CONCLUSOES
Os anti-soros  produzidos para
Pectobacterium carotevorum subsp.

carotovorum, Pectobacterinm carolovorum
subsp. atrosepticum e Pectobacterium
chrysanthemi, a partir de c€lulas inteiras e nio tra-
tadas, apresentaram especificidade em relag@o ao
antigeno utilizado paraimunizagdo de coelhos € ape-
nas antigenos presentes nas estruturas celulares de
Pca, Pcc e Pch sdo identificados pelos anticorpos
produzidos.

Seguindo-se 2 metodologia utilizada para pro-
dugdo de anti-soros para Pca, Pcc e Pch, o teste de
aglutinacio de latex pode ser realizado com dilui¢oes
do antigeno nas proporgdes de 1:1 e 1:10 (antigeno/
solugdo tampio), partindo-se da concentragdo pa-
drio 6 a7 x 10" UFC/ml (62,5%T; 550 nm).
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