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RESUMO - Anti-soros produzidos a partir de células inteiras ¢ ndo tratadas de Pectobacterium carotovorum subsp.
atrosepticum (Pca), P. carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) e P chrysanthemi (Pch), foram testados em plantas de-
batata com sintomas de podridao mole. As hastes de batata, quando comparadas com raizes e folhas, foram melhores para
indexagio sorolégica de Pectobacteriunt spp., porém, somente amostras com sintomas apresentaram antigenos suficien-
tes para a viabilizagio do teste de aglutinagdo em ldtex. De 66 plantas de batata com sintomas de podridio mole, coletadas
a campo e indexadas sorologicamente, 51 reagiram com pelo menos um dos anti-soros. Dos isolados bacterianos obtidos
a partir destas amostras, somente 23 ndo foram considerados tipicos para o género Pectobacterium pelos testes bioquimicos
e ndo reagiram sorologicamente. Dos 43 isolados de Pectobacteriun spp., 26 foram considerados Pcae 17 como Pec, pelos
testes bioguimicos e fisioldgicos. Porém, apenas 17 isolados reagiram com os anti-soros para P. caretovorum (Pca e Pee)
e. mesmo assim, nem todos corresponderam 4 caracterizagio prévia pelos testes bioquimicos. O baixo niimero de reages
sorolégicas com os isolados bacterianos indicaram haver uma selegio involuntdria de estirpes para diferentes sorogrupos.
Nenhum isolado reagiu com o anti-sore para Pch. Concluiu-se que o teste imunolégico de aglutinagiio em latex se constitui
em um processo auxiliar e preliminar para identificagio de bactérias do género Pectobacterium, principalmente, quando
associado aos testes bioquimicos e fisioldgicos.

Palavras-chave: Pectobacterium, carotovorum, atrosepticum, chrysanthemi, diagnose, sorologia, batata, Solarmum
tuberosum

EFFICIENCY OF ANTISERA PRODUCED TO SOFT-ROTTING PECTOBACTERIA IN
POTATO

ABSTRACT - Antisera produced against intact and uritreated cells of Pectobacterivm carotovoriun subsp. atrosepticum
(Pca), P carotovorum subsp. carotovorum (Pec) and P. chrysanthemi (Pch) were used to index several plants of potatoe
that exhibited syntoms of blackleg disease. The stalk samples were better than the root and leave samples for the
serological evaluation of Pectobacterium spp. However, only several samples with blacleg syntoms had enough antigens
for the visualization in the latex agglutination test. Of 66 plants with blackleg syntoms, collected in the field and indexed by
serological methods, only 23 were considered as not typical for Pectobacterium by biochemical tests and did not react
positively in the serological tests. Twenty six out of 43 isolates of Pecrobacterium spp. were considered as Pca and 17 as
Pcc by the biochemical and physiological tests. However, only 17 isolates reacted with the antisera for P carotovorum (Pea
and Pee) and, not all of them correspond to the previous biochemical characterization. The low number of positive
serological reactions with the bacterial isolates indicate that has occurred an involuntary selection of strains for different
serotypes. No one of the isolates react with the antisera against Pch. The results allow to conclude that the latex agglutination
test can be used for the preliminary identification of bacteria of the genus Pectobacterium, specially when associated with
biochemical and physiological tests.

Key words: Pecrobacterium, carotovorum, atrosepticum, chrysanthemi, diagnosis, serology, potato, Solanwm tuberosim
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INTRODUCAO

Ao contrario dos métodos microbiolégicos
para detecgdo e identificagdo de pectobactérias, os
métodos imunoldgicos sdo menos laboriosos e po-
dem ser usados em larga escala. Testes sorol6gicos
para detec¢iio de Pectobacterium spp. tém sido
realizados em hastes e tubérculos de batata proveni-
entes de lavouras comerciais ou de estoques para
semente {VRUGGINK e DE BOER, 1978; DE
BOER, 1983; MAHER et al., 1986), em estudos
sobre a ecologia (VRUGGINK e
MAAGEESTERANUS, 1975; PHILLIPS e
KELMAN, 1982; POWELSON e APPLE, 1984)
e de taxonomia (DEBOER et al., 1979; DE BOER
e McNAUGHTON, 1987).

DE BOER et al. (1979) produziram anti-soros a
partir de células inteiras de P. carotovorum e esta-
beleceram dezoito sorogrupos. Os isolados de P, ¢.
subsp. carotovorum foram agrupados em dezesseis
sorogrupos e os isolados de P. ¢. subsp.
atrosepticum nos dois sorogrupos restantes (I e
XVIII). Foram observadas, também, rea¢fes de
parcial identidade entre os sorogrupos, indicando que
as pectobactérias compartilham antigenos comuns.

A utilidade da sorologia para identificacdo de
pectobactérias em espécies e subespécies € limita-
da. Atualmente, a distribuico de P. carotovorum
em sorogrupos estendeu-se de dezoito para mais de
cingiienta (DUARTE e EL TASSA, 2003). A
especificidade € conferida por componentes da pa-
rede celuiar, principalmente lipopolissacarideos
(antigeno O) (DE BOER ¢ McNAUGHTON,
1987). Os anticorpos produzidos sdo altamente es-
pecificos. No entanto, a existéncia de muitos
sorogrupos para P. ¢. subsp. carotovorum tornam
a identificag@o desta subespécie impraticivel (DE
BOER e KELMAN, 2001). De modo oposto, dos
nove sorogrupos conhecidos de P. ¢. subsp.
atrosepticum, baseados em antigenos de superfi-
cie, o sorogrupo I representa mais de 90% dos iso-
lados na maioria dos paises onde foi testado, confir-
mando ser este grupo mais homogéneo (DUARTE e
ELTASSA, 2003). '
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DICKEY et al. (1984) produziram nove anti-
soros a partir de isolados de E. chrysanthemi dis-
tinguidos em quatro sorogrupos. De um total de 404
isolados de Pch obtidos de 42 hospedeiros diferen-
tes, 78% reagiram com um ou mais dos nove anti-
soros; enquanto que nenhum dos 103 isolados de
outras espécies ou subespécies de Pectobacterium
reagiram com qualquer dos nove anti-soros.

YAKRUS e SCHAAD (1979) enfatizaram a
variabilidade das propriedades antigénicas dos iso-
lados testados, devido a heterogenicidade ter sido
comum entre isolados de um hospedeiro especifico
eentre isolados de diferentes hospedeiros. DEBOER
et al. (1987) observaram também reagfes com 150-
lados de P. carotovorum obtidos de diferentes hos-
pedeiros, com anti-soros produzidos a partir de iso-
lados de batata.

A distribuicio sorol6gica de Pectobacterium
spp. em sorogrupos tem facilitado o estudo ecologi-
co destas bactérias. POWELSON e APPLE (1984)
demonstraram em trés, de um total de cinco experi-
mentos, que os indculos primérios de Pcc em batata
eram sorolégicamente diferentes dos indculos inici-
almente presentes nos tubérculos semente e no solo,
sugerindo que outras fontes de indculo, tais como a
dgua de trrigacdo, poderiam estar envolvias.

O presente trabatho teve como objetivo avaliara
utilizagfo de anti-soros produzidos a partir de célu-
las inteiras e ndo tratadas de pectobactérias, como
urn método ripido e adequado para diagnose de
Pectobacterium spp. causadoras de pedriddao mole
em batata, visando a sua aplicabilidade em estudos
sobre a ecologia dessas bactérias e em programas
de produg¢io de batata de elevada sanidade.

MATERIAL E METODOS

Indexacio sorologica de amostras de plan-
tas de batata inoculadas com Pectobacterium
spp.- Foram produzidos anti-soros a partir de célu-
las bacterianas inteiras e ndo tratadas de P.
carotovorum subsp. carotovorum obtida de Allium
cepa, proveniente da colegdo de bactérias da Uni-
versidade Federal de Vigosa, P. carotovorum subsp.
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atrosepticuin obtida de Solanum tuberosum pro-
veniente da colegdo de bactérias da EMBRAPA/
CPACT e P. chrysanthemi obtida de Arracacia
xanthorriza proveniente da colegio de bactérias da
EMBRAPA/CNPH. '

Plantas de batata foram inoculadas para que
amostras de raizes, hastes e folhas fossem indexadas
soroldgicamente. Os isolados inoculados nas plan-
tas foram os mesmos utilizados para imunizacdo dos
coelhos e produciio dos anti-soros: Pec, Pea e Pch.
Os indculos foram cultivados em meio 523, por 24
horas 2 27 °C. As placas foram lavadas com solu-
¢do salina (NaCl 0,85%) e a suspensio de células
bacterianas diluida no padriio 62,5% T; 550 nm (6
a7 x 107 UFC/ml).

Para a obtengfo de plantas-teste de batata, fo-
ram utilizados tubérculos pré-basicos da cultivar
Baronesa. Os tubérculos foram plantados em vasos
de plastico, contendo solo peneirado, adubado e
esterilizado. As plantas foram mantidas em casa de
vegetagio, & temperatura de 25 °C e umidade do
solo préxima a capacidade de campo. Quando as
plantas atingiram uma altura de 25 a 30 ¢cm foram
inoculadas com 0,1 ml de suspensio bacteriana na
concentragdo de 6 a7 x 107 UFC/ml.

Com o auxilio de uma seringa hipodérmica, o
inéculo foi introduzido nas hastes da planta, na re-
gifio do colo. No tratamento testemunha injetou-se
apenas a solugdo salina. O teste foi realizado com
quatro repeti¢des por isolado incluindo a testemu-
nha e avaliadas em 24, 48 ¢ 72 horas apds a
inoculagio.

A reacdo das plantas as bactérias foi caracteriza-
da pelos sintomas manifestados como aparecimento
de podridao mole, talo oco, escurecimento e tom-
bamento da haste.

As amostras das diferentes partes das plantas,
tais como folhas, segmentos de hastes com 15220
cm, cortados 5 ¢cm acima do local de inoculagéo e
raizes, previamente lavadas, foram passadas em uma
prensa de cilindros giratdrios. Os extratos foram
coletados em tubos de ensaio e testados contra o
anti-soro especifico, pelo teste de aglutinagdo em
latex, sem dilui¢do e diluidos em série (fator 10}, de
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1:1 a 1:10000 em tampio Tris-HC1 0,05 M; pH 8,0
mais | % mercaptoetanol. '

Indexacao sorolégica de amostras de plan-
tas de batata provenientes de infecciio natural
por Pectobacterium spp.- Para avaliar a utilizagio
dos anti-soros na diagnose de plantas de batata cul-
tivadas a campo, coletou-se 66 plantas que apre-
sentavam o sintoma de podriddo mole, em lavouras
de produgio nos municipios de Pelotas, S0 Lou-
rengo, Cristal e Morro Redondo. As plantas foram
acondicionadas separadamente em sacos de plasti-
co e armazenadas sob refrigeragio durante 24 h apGs
acoleta.

Os extratos foram obtidos das hastes das plan-
tas, utilizando-se uma prensa de cilindros giratérios
¢ indexados com os anti-soros Pcc, Pca e Pch, con-
forme o procedimento citado.

Identificacio de isolados de Pectobacterium
spp. através de testes bioquimicos e fisiologi-
cos - Das 66 plantas com sintomas de podridao mole,
utilizadas no experimento anterior, foram obtidos iso-
lados para identificagfo através de testes bioquimicos
e fisiolégicos, assim como foram avaliados os isola-
dos Pcc, Pca e Peh, utilizados para imunizagio dos -
coelhos.

Utilizou-se frutos de pimentio como meio parci-
almente seletivo para a recuperagio e isolamento
indireto de Pectobacterium spp. (TAKATSU et
al., 1981). Para obtengiio e manutengdo proviséria
de culturas puras foram empregados os meios agar-
NA(SCHAAD, 1988) ¢ 523 (KADO ¢ HESKETT,
1970). . -

Colbnias apresentando crescimento rapido, opa-
cas, brancas, bordos irregulares, causadoras de po-
driddo mole, anaerdbicas facultativas e Gram nega-
tivas foram consideradas como Pectobacterium spp.
(SCHAAD, 1988; JABUONSKI et al., 1986a).

Os indculos para os testes bioquimicos e fisiold-
gicos (trés repetigdes para cada isolado) foram pre-
parados a partir de culturas com 24 a 48 h, cultiva-
das em meio 523, em temperatura de 27 °C. As sus-
pensoes de células bacterianas foram diluidas em dgua
esterilizada e padronizadas na concentragio 108
UFC/ml (50% T; 550 nm).
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Os principais testes realizados foram os de de-
gradaciio de pectato (CVP) e crescimento em 37
°C, conforme TAKATSU (1983). Os testes de cres-
cimento em meio anaerdbico, formagao de fosfatase,
produgiio de substincias redutoras de sacarose e
produgio de 4cidos a partir dos carboidratos: alfa-
metil-glucosideo, maltose, trealose e lactose, foram
realizados conforme descrito por SCHAAD (1988).

Identificacio soroldgica de isolados de
Pectobacterium spp.- Os isolados bacterianos
obtidos a partir de coldnias puras, anteriormente iden-
tificados através de testes bioquimicos e fisiolégicos,
foram testados soroldgicamente contra os anti-so-
ros Pcc, Pca e Pch. Para isso, os isolados foram
cultivados em meio 523, por 24 h, a 27 °C, sendo as
placas lavadas com solugio salina (NaCl10,85%) e
as suspensdes bacterianas padronizadas a 62,5% T

550 nm, em espectofotébmetro (MICRONAL MD

B382). ‘

As suspensdes bacterianas padronizadas foram
testadas com os anti-soros para Pecrobacterium
spp., conforme procedimento descrito anteriormen-
te.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Indexacio sorolégica de amostras de plan-
tas de batata inoculadas com Pectobacterium
spp- - Aproximadamente 24 h apds a inoculagio, as
plantas apresentaram murcha das fothas, que evo-
luiu de modo bastante acelerado, seguido de podri-
dio umida e escurecimento das hastes. No terceiro
dia algumas hastes estavam comprometidas em quase
toda a extensdo, provavelmente devido as condigdes
ideais para o desenvolvimento do patgeno o que,
de acordo com JABUONSKI et al. (1986b), inclu-
em alta umidade do solo, temperatura elevada, sus-
ceptibilidade do hospedeiro, sitio apropriado de
inoculagio e alta concentragio de inGculo.

No primeiro dia de avaliagfo, 24 h apés a
inoculagiio, as hastes de nove plantas das doze ino-
culadas reagiram com o0s respectivos anti-soros,
porém, raizes e folhas ndo apresentaram reagdes po-
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sitivas {Tabela 1).

Nas plantas inoculadas com solugfo salinanio se
registrou qualquer reagiio com 0s anti-soros, nem apre-
sentaram sintomas da enfermidade.

Nos dois dias subseqiientes os sintomas foram mais
evidentes para as plantas inoculadas com Pcc e Pca,
sendo que, mesmo alguns peciolos desenvolveramuma
podridao dmida caracteristica, e folhas e raizes revela-
ram reagGes soroldgicas positivas (Tabela 1). Os anti-
soros tratos diluidos até 1:100.

Tabela 1. Nimero de amostras positivas por teste

imunoldgico de um total de quatro plantas de
batata inoculadas com Pecfobacterium spp.

&%*ga%ao,r LOCAL DA AVALIAGOES
PLANTA
19(24h}  2°(48h) 3" (72 h)
Pee/Pec ! Folha 0 3 3
Haste 4 4 4
Raiz 0 l 1 4
Pca/Pca Folha 0 3 3
Haste 3 4 4
Raiz 0 2 4
Pch/Pch Folha 0 0 ' 0
Haste 2 4 4
Raiz 0 1 2
'Pee- Pectobacterim carotavorum subsp. carotaverim; Pea - P

c. subsp. atrosepiicien; Pch - P ehrysanthemi

Em plantas inoculadas com Pch poucas amostras
de raizes apresentaram reagdes positivas, provavel-
mente devido a temperatura (25 °C) nio favorecer
desenvolvimento da espécie. Segundo
PEROMBELON e KELMAN (1980), a faixa de
temperatura 6tima para crescimento de Pch oscila
entre 34 ¢ 37 °C, enquanto a de Pcc e Pca esta
entre 25 ¢ 30 °C.

Somente amostras de locais necrosados das has-
tes, folhas e raizes das plantas inoculadas com
Pectobacterium spp. reagiram positivamente no tes-
te de aglutinagiio em latex. Este resultado estd de
acordo com os resultados dos trabalhos de
VRUGGINK e MAASGESTERANUS (1975) ¢
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VRUGGINK ¢ DE BOER (1978), que avaliaram
métodos para a obtengio de antigenos de
Pectobacterium spp. em plantas e tubérculos de
batata. Segundo os autores, o extrato das hastes e
tubérculos com sintomas de podridio mole podem
ser testados diretamente por sorologia quando obti-
dos das partes afetadas da planta, porém, nas infec-
¢oes latentes € necessirio aumentar-se a populagio
bacteriana induzindo o aparecimento de sintomas.
Deste modo, antes de testar tubérculos aparente-
mente sadios, deve-se induzir a manifestagio da
moléstia, colocando-os sob condigdes propicias tais
como: umidade relativa e temperatura clevadas e
baixo nivel de oxigénio. DE BOER (1983) ¢
MAHER et al. (1986) utilizaram diferentes meios de
cultura, sélidos ou liquidos, como forma de isola-
mento e multiplicagio de Pectobacterium spp., para
posterior indexagiio sorologica.

Segundo SLACK ¢ BALL (1990), a sensibilida-
de do teste de aglutinagdo em liatex para bactérias,
esté na faixa de 107 UFC/ml, o que torna dificil a
detecgiio do patégeno em amostras seim sintomas.

Indexacio sorolégica de amostras de plan-
tas de batata provenientes de infec¢io natural
por Pectobacterium spp. - Das 66 plantas
indexadas sorolégicamente com os anti-soros Pcc,
Pcae Pch, 15 niio reagiram. O nimero de plantas
com reagdes positivas para Pca (49) foi bem superi-
or ao niimero das que reagiram com Pcc (14) (Ta-
bela 2), em concordancia com PEROMBELON e
KELMAN (1980). Para estes autores, Pca predo-
mina em regides temperadas ¢ Pec possui ampla dis-
tribuigao geogréfica, alcangando também as zonas
temperadas.

DE BOER et al. (1979) trabalharam com 1001
isolados de Pectobacterium carotovorum agrupan-
do 829 (83%) em 18 sorogrupos, onde apenas dois
sorogrupos pertenciam a subespécie atrosepticum
e o restante a subespécie carorovorum, indicando
uma variabilidade muito maior para esta subespécie.
Atualmente, a classificagfio sorolégica de E.
carotovorum estende-se para mais de 50
sorogrupos (DUARTE e ELTASSA, 2003).

PEROMBELON e KELMAN (1987) afir-

PESQ.AGROP. GAGCHA, v. 8, n. 1-2, p. 15-23, 2002

mam que mais de uma espécie ou subespécie de
Pectobacterium pode estar presente tanto em has-

Tabela 2 . Ndmero de plantas de batala que reagiram
soroldgicamente de um tolal de 66 testadas para
Pectobacterium spp.

ANTI-SOROS PLANTAS
Pca' 37
Pce 2
Pch 0
Pca e Pcc 1
Pca, Pcc e Pch 1

Pca - Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum,
Pcc - Pc. subsp. carotovorum; Pch - P. chrysanthemi

tes aparentemente sauddveis quanto naquelas que
apresentam os sintomas da moléstia. Deve-se con-
siderar, também, o relacionamento sorolégico entre
as subespécies carotovorum ¢ atrosepticun mos-
trado por VRUGGINK ¢ MAASGEESTERANUS
(1975)e DEBOER et al. (1979), em que isolados
bioquimicamente diferentes mostraram-se
soroldgicamente idénticos.

Os lipopolissacarideos (LLPS), que constituem os
antigenos O, obtidos de Enterobacteriaccae sio 0s
mais (teis para agrupamentos sorolégicos, tendo-se
extraido LPS de diversas pectobactérias. Os
antigenos O sio constituidos por vérios fatores O,
comuns para mais de um serogrupo, como mostra-
do pelas reagdes de parcial identidade (DE BOER
etal., 1979).

No presente trabalho, o anti-soro para Pch nio
reagiu com o exirato de nenhuma das plantas
amostradas, concordando com PEROMBELON e
KELMAN (1980), que afirmam secr E.
chrysanthemi restrita a regides mais quentes. Quanto
a especificidade do anti-soro para Pch, DICKEY et
al. (1984) produziram nove anti-soros para
Pectobacterium chrysanthemi e distinguiram qua-
tro sorogrupos. De um total de 103 isolados de £
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carotovorum subsp. atrosepticum, P.
carotovorum subsp. carotovorum, P.
carotovorum subsp. betavasculorum, P.
cypripedii, Erwinia amylovora e E. rhapontici,
nenhum reagiu com qualquer dos anti-soros, demons-
trando especificidade para a espécie.

Identificacdo de isolados de Pectobacterium
spp. Através de testes bioquimicos e fisiologi-
cos - Para aidentificagio de espécies e subespécies
de Pectobacterium, foram utilizados alguns testes
bioguimicos e fisiolégicos relacionados por
JABUONSKI et al. (1986a) e SCHAAD (1988)
(Tabela 3).

Dos isolados bacterianos obtidos de 66 plantas
com sintomas de podriddio mole, 23 nao foram
fermentativos para os testes de desenvolvimento
anaerdbico e/ou ndo apresentaram a depressfio ca-
racteristica no meio Cristal Violeta Pectato (CVP),
nio sendo consideradas, portanto, tipicos do géne-
10 Pectobacterium.

Foram considerados 26 isolados como Pca por
apresentarem resultados negativos para crescimen-
to rdpido a 37 °C e formagio de fosfatase e resulta-
dos positivos para produgiio de dcidos a partir de
alfa-metil-glucosideo e/ou produgao de substancias
redutoras de sacarose. Dezessete isolados foram
constderados como Pec por apresentarem resulta-
dos negativos em todos os testes citados para Pca.

Os isolados Pca, Pcc e Pch utilizados para imu-
nizacdo dos coelhos corresponderam a sua identifi-
cag¢do prévia, sendo que o isolado de Pch resultou
positivo para os testes de crescimento rapido a 37
°C e formacao de fosfatase e negativo para os testes
de produgio de substancias redutoras de sacarose
e produgio de acidos a partir de alfa-metil-
glucosideo.

Nos resultados obtidos com 43 isolados consi-
derados tipicos do género Pectobacterium, todos
puderam ser classificados. De acordo com
JABUONSKI et al. (1986a), as formas intermedia-
rias e ndo identificdveis de Pecrobacterium sdo es-
cassamente reportadas e, dentro do esquema vigen-
te, $40 necessdrios poucos testes bioquimicos e fisi-
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ologicos para aclassificacdo de Pectobacterium spp.

O ndmero de isolados da subespécie
carotovorum (17) foi quase tdo expressivo quanto
o da subespécie atrosepticum (26). JABUONSKI
et al. (1986a) testaram 22 isolados de
Pectrobacterium spp. em batata, no Estado do Rio
Grande do Sul, identificando 18 da subespécie
atrosepticum e quatro que ndo puderam ser classi-
ficados.

O teste de crescimento rédpido a 37 °C em menos
de 48 h diferencia Pch, pois o crescimento 6timo de
Pca e Pcc da-se entre 25 e 30 "C (TAKATSU,
1983).

O teste de degradacio de pectato (CVP) deter-
mina a habilidade de Pectobacterivm spp. em de-
gradar substincias pécticas (DE BOER e
KELMAN, 1975, MAHER et al., 1986) e se evi-
dencia por uma depressao caracteristica no meio
CVP. Nove isolados que foram positivos no teste
OF, nao degradaram pectato e, portanto, nao foram
considerados tipicos do género Pectobacterium.

A produgiio de acidos a partir de lactose, maltose
e trealose ndo sdo Gteis para a caracterizagiio de
Pectobacterium spp., segundo JABUONSKI et al.
(1986a) e, no presente trabalho, apenas dois isola-
dos de Pca apresentaram os resultados positivos nos
testes com maitose. A produgio de acidos a partir
de alfa-metil-glucosideo e a produgio de substanci-
as redutoras a partir de sacarose sdo 0s mais impor-
tantes para a diferenciag¢io de Pca e Pec, sendo que
apenas um isolado de Pca ndo foi positivo para o
teste de producio de substincias redutoras a partir
de sacarose.

Identificacdo soroldgica de isolados de
Pectobacterium spp. - Dos 43 isolados de
Pectobacterivm spp. identificados bioquimicamente,
somente 17 apresentaram reacdes positivas com 0s
anti-soros. Nenhum isolado apresentou reagdes cru-
zadas com os demais anti-soros.

Quando se testou o extrato das plantas (Tabela
2), 51 amostras reagiram com pelo menos um dos
anti-soros. No entanto, dos isolados obtidos das 66
plantas com sintomas de podridiio mole, apenas 17
reagiram soroldgicamente com somente um dos anti-
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Tabela 3. Reagles apresentadas nos testes bioguimicos e fisiolégicos por isolados bacterianos provenientes de plantas de

batata com sintomas de podridiio mole.

TESTES

Desenvolvimento anaerédbico (OF)

Degradacio de pectato (CVP)

Gram

Crescimento a 37 °C

Formagao de fosfatase

Producio de substAncias redutoras de sacarose
Produgfio de Acidos a partir de:
Alfa-metil-giucosideo

Lactose

Trealose

Maltose

REAGOES
POSITIVAS NEGATIVAS
52 14
43 23
o 52

52

o 52

25 27

27 25
52 o]
52 o]

11 a1

10s testes OF e CVP foram realizados para 66 isolados.
52 isolados positivos para OF.

soros, sendo 11 Pcae 6 Pcc. Este baixo nimero de
reagdes pode ser explicado por uma selegio
involuntaria durante os processos de isolamento, pois
ndo apenas diferentes espécies ou subespécies de
Pectobacterium podem estar presentes em hastes
com sintomas de canela preta, conforme
PEROMBELON ¢ KELMAN (1987), mas tam-
bém, estirpes de diferentes sorogrupos.

Os 23 isolados ndo identificados bioquimicamente
como pertencentes ao género Pectobacterium ndo
reagiram nos testes sorologicos. Estes resultados
sugerem especificidade dos anti-soros produzidos.

De 1} isolados identificados sorolégicamente
como Pca, cinco haviam sido caracterizados
bioquimicamente como Pcc, e de seis isolados iden-
tificados sorolégicamente como Pec, quatro haviam
sido caracterizados bioquimicamente como Pca.
Estes resultados confirmam o relacionamento
soroldgico entre as subespécies carotovorum e
atrosepticum, mostrados por VRUGGINK e
MAASGESTEERANUS (1975)e DEBOER et al.
(1979). Os antigenos O, componentes dos LPS,
podem ser completamente independentes das carac-
teristicas bioquimicas das bactérias (DE BOER et
al., 1979).
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Os demais testes, apenas para os

Com base no relacionamento soroldgico entre
as subespécies atrosepticum e carotovorum, DE
BOER etal. (1979) estabeleceram 18 sorogrupos
designados em seqiténcia numérica romana, aco-
modando deste modo, estirpes consideradas
bioquimicamente diferentes, porém,
sorologicamente idénticas, tanto quanto 1solados
considerados intermedidrios bioquimicamente.

Segundo SCHAAD (1979), anti-soros pro-
duzidos a partir de células bacterianas inteiras e
ndo tratadas apresentam baixa especificidade em
relagéo aos produzidos a partir de células trata-
das pelo calor ou fixadas com gluteraldeido. J4,
DE BOER et al. (1979) produziram anti-soros
para P. carotovorum a partir de células nio tra-
tadas ¢ tratadas com gluteraldeido, pelo calore
pelos dois simultaneamente, mas néo relaciona-
ram qualquer diferenca de especificidade nos
anti-soros.

Os 26 isolados caracterizados bioquimicamente
como pertencentes a P. carotovorum e que ndo
reagiram sorologicamente poderiam pertencer a
outros sorogrupos, semelhantes aos descritos por
DE BOER et al. (1979) e DICKEY et al. (1984).
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CONCLUSOES

Seguindo-se a metodologia utilizada para produ-
¢io de anti-soro para Pca, Pcc e Pch, o teste de
aglutina¢iio em latex pode ser realizado com dilui-
¢oOes nas proporgdes de 1:1 e 1:10 do extrato de
plantas, levando-se em consideragiio que amostras
de hastes com sintomas da enfermidade contém
antigenos de Pectobacterium spp. em quantidade
suficiente para a viabilizaco do teste.

Existe inter-relacionamento soroldgico entre bac-
térias do género Pectobacterium, em nivel de
subespécie, em plantas de batata cultivadas nos mu-
nicipios de Pelotas, Séo Lourengo, Cristal e Morro
Redondo.

O processo de isolamento € multiplicagio de bac-
térias do género Pectobacterium para obtengio de
coldnias puras sugere haver uma selecio involuntéria
de estirpes de diferentes sorogrupos, podendo oca-
sionar varia¢des nos resultados do teste de
aglutina¢do em latex.

O teste imunolégico de aglutinagdo em ldtex cons-
titui-se em um processo auxiliar e preliminarnaiden-
tificagdo de Pca, Pcc e Pch, principalmente quando
associado aos testes bioquimicos e fisioldgicos, sen-
do vidvel a sua utilizag@o em estudos ecoldgicos de
pectobactérias.
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