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RESISTÊNCIA AO COBRE E PERFIL DE RESTRIÇÃO DE ADN 
PLASMIDIAL DE Xanthomonas campestris pv . citri 11 

Autor: João Leodato Nunes. Maciel 
Orientador : Va lmir Duarte 
Co-orientador : Marco Antônio Zachia Ayub 

SINOPSE 

Vinte e um isolados de Xanthomonas campestris pv . 
citri (Xcc ), provenientes de cinco municípios do RS , foram 
cultivados em meio de cultura CYE (casitone, 1 ; extrato de 
levedura , 0 , 35 ; glicerol , 2 ; ágar , 15 g/1) , com zero , 16 , 32, 
40 , 48 , 64 , 80 , 96 , 112 e 128x10-2 rnM de CuS04 • A concentra
ção mínima inibitória (CMI) de CuS04 foi de 40x10-2 rnM para 
todos os isolados . O clone pCuR2 . A de X . campestris pv . 
vesicatoria , associado com resistência ao cobre , foi 
utilizado corno sonda para detecção de homologia com o ADN 
tota l de Xcc. Não houve hibridização com o ADN total de 
nenhum dos 21 isolados. Quando o ADN plasrnidial de 16 
isolados foi digerido com as enzimas de restrição Hindiii e 
BamHI , fragmentos , variando de 9 a 10 kb e 4 a 5 kb , 
respecti varnente , foram detectados com maior frequência . Os 
plasrnídeos apresentaram grande polimorfismo , porém a análise 
de grupos hierárquicos indicou a formação de pelo menos três 
grupos distintos . O uso de perfis de restrição para 
identificação de Xcc dependerá da escolha de perfis realmente 
representativos de cada grupo para viabilizar comparações . A 
relação entre a virulência de Xcc com o perfil de restrição 
plasmidial não foi confirmada . 

1 1 Dissertação de Mestrado em Fitotecnia , área de concen tração 
Fitossanidade Faculdade de Agronomia , Univers·dade 
Federai do Rio Grande do Sul , Porto Aleg re . (69p . ) Agosto , 
1994 . 

lV 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

COPPER RESISTANCE AND RESTRICTION PROFILE OF PLASMID 
DNA OF Xanthomonas campestris pv. citri 1 1 

Author : João Leodato Nunes Maciel 
Adv i ser : Va lmir Duarte 
Co-adviser : Marco Antônio Zachia Ayub 

ABSTRACT 

Twenty one isolates of Xanthomonas campestris pv . 
citri (Xcc ) , from five count i es of RS, were grown on CYE 
(casitone , 1 ; yeast extrac t , 0 . 35 ; glycerol , 2 ; agar 15 g per 
liter ) culture amended with zero, 16, 32 , 40 , 48 , 64 , 80 , 96, 
112 and 128x10-2 mM CuS04 • The CuS04 mi nimum inhibitory 
concentration (CMI) was 40x10 -2 mM to a ll isolates . The 
pCuR2 . A clone of X . campestris pv . vesicatoria , associated 
with copper resistance, was u sed as a probe to d etect 
homology with total DNA of Xcc . No hibridization with DNA of 
the 2 1 isolates was found . When hybridization with t otal DNA 
of 16 isolates was digested with Hind III and Bam H I 
restriction enzymes , fragments , ranging from 9 to 10 kb and 
4 to 5 kb, respec tively , were detected more frequently . There 
was great polymorphism among plasmids , and the a nalysis of 
hierarquical groups showed at least three distinct groups . 
The use of DNA restriction profile to ide ntify Xcc depends on 
a representative profile of each group to allow comparinsons . 
The relationship b etweem virulence of Xc c and the plasmid DNA 
restr i ction profile was not confirmed . 

1 1 M. Se . Dissertation in Crop Science , Faculdade de 
Agronomia , Univers idade Federal do Rio Grande do Sul , Porto 
Al egre , RS , Brazil (69p . ) September, 19 4 . 
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1. INTRODUCÃO 

O Brasil ocupa uma posição destacada no cenário 

citrícola internacional. Além dis s o , as frutas cítricas 

const i tuem- se em fonte acessível d e energia e vitamina C para 

grande parte da população brasileira. Entretanto , a produção 

de citros pode ser limitada por uma sér i e de moléstias 

d e stacando-se como uma das ma is importa ntes , o cancro cítrico 

(CC) , causado por Xanthomonas campestris pv. citri (Hasse) 

Dy e ( Xcc) . 

O controle do CC foi obtido em países como EUA e Nova 

Zelân d i a através da erradica ç ã o d e pl a ntas com a moléstia . O 

custo d a adoç ã o d e progr amas d e erradicação torna 

questi onáve l es ta prática . 

O t ratame n t o de pl a n tas cí t r i cas com produtos à base 

de cobre , conhecidos como cúpricos , tem s ido p r e c oni zado como 

uma das med idas preventivas no controle do CC . O suc esso de 

tal medida depende d a sensibilidade de Xcc ao cobre e da 

ausência de indivíduos r es i stentes a este b a c tericid a . Ass i m 

sendo , primeiramente testou- se a sens ibilidade dos isolados 

de Xcc ao cobre em meio de cul ura . A segui r , considerando os 

relatos n a li eratura documentando a presença de genes de 

resistência ao cobre em plasmídeos , realizou-se testes de 
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hibridização com o ADN total de isolados de Xcc do Estado do 

Ri o Grande do Sul utilizando como sonda um fragmento 

plasmidial oriundo de estirpe re9istente ao cobre de X . c . 

pv . vesicatoria . 

Plasmídeos têm sido mencionados em vários trabalhos 

como sendo úteis para diferenci a r es tirpes bacterianas em 

comparações entre espécies ou patovares . Aos plasmídeos 

também tem-se atribuido várias funções fenotíp i cas sem , no 

entanto, obter comprovações a esse respeito , principalmente 

em b a ctérias d a esp é cie X . campestri s . Assim , a partir de 

div ersos isolado s de Xcc e utilizando técnicas de isolamento , 

obteve-se plasmíde os , os quais foram digeridos com enzimas de 

restrição e subme tidos à ação de el e troforese . O perfil de 

restrição obtido fo i corre l a cionado com a titulaçã o d a 

v i ru l ênc i a dos iso l ados de Xcc . 

Baseado nas afirmações anteriores , este t r aba l ho t eve 

por obj et ivos verificar : 1 ) a sen ibilidade d e Xcc a o c obre , 

2 ) a h omo l ogia do ADN d Xcc com genes promoto res de 

resistência ao cobre , 3 ) a adequação do uso d e perfis d e 

r es t r i ção pl asmidial na identificação de Xcc , 4) a titu lação 

da viru lência de Xcc , 5) a correlação entre virulência e 

perfi l de restrição plasmidia l . 

- - - - - - - - - - ---- - ---- - -------' 
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2 . REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2 . 1 . Ocorrência do cancro cítrico 

A moléstia conhecida como cancro cítrico (CC ), a qual 

ocorre em muita s regiões do mundo , é causada por Xanthomon as 

campestris pv. citri (Hasse) Dye (Xcc) em plantas de Citrus 

sp . (HARTUNG , 1992). Os sintomas típicos inc luem manchas 

necrót icas nas folhas , frutos e ramos, sendo que em infecções 

severas podem causar desfolhamento e queda prematura dos 

frutos (STALL & SEYMOUR , 1983) . 

No Brasil , o primeiro registro do aparec i mento da 

moléstia foi em março de 1957 , em São Paulo , Estado que se 

destacou no combate ao CC através de campanhas de erradicação 

(SANTOS , 1991) . Hoje , esta mol ést i a ocorre em vários Estados 

do Brasil como Paraná , Santa Ca tarina , Rio Grande do Sul e 

São Paulo . 

2 . 2 . Controle do cancro cítrico 

FAWCETT , citado por STALL & SEYMOUR (1983) , acredita 

que o CC teve ua orlgem no sudeste da Ásia , sendo 

disseminado para o Japão e da í para os EUA . Depois da 
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introduçã o nos EUA , em 1910 , a moléstia foi caracterizada e 

reconhecida como única devido a sua grande severidade , 

favorecida pelas condições fgvoráveis de umidade e 

temperatura (BERGER , citado por STALL & SEYMOUR, 1983). Do 

Japão do sécul o passa do não se tem registro da adoção de 

medida s de controle e s pec íficas para o CC , mas nos EUA , logo 

a pós o r econhecimento da moléstia , deu - se ênfase para a 

erradicação que como forma de controle atingiu seus objetivos 

pelo menos em determinadas épocas ou momentos , não só nos EUA 

mas também em outros países como África do Sul , Austrália e 

Nova Zelândia (STALL & SEYMOUR , 1983). Em países como Brasil , 

Argent ina e o própri o Jap ã o , foram feitas tentativas de 

err a dica ção do CC , c om maior ou menor nível de êxito mas sem 

cons eguir seus obj etivos f i nais . No Japão , medidas 

a lterna tivas à erradicação at i ngi r am um n íve l satisfatório de 

contro l e do CC, adot ando -se o quebra-ventos ao redo r do s 

poma r es , poda e recolhi ment o dos ra os com a mol é stia , s e i s 

a oito pu l ver i zações com cúpricos para proteger a brotação , 

des i nfestação de equipa e ntos e ferramentas , e plan t i o d e 

variedades ma i s resi sten es como a variedade de l aranj e ira 

Unshiu (KUHARA , 1978 ; ci ado por STA-L & SEYMOUR , 1983) . 

Uso de cúpricos no c ontro l e do cancro cítrico . Muitos 

trabalhos já for a m realizados v isando avaliar a real 

capacidade dos cúpricos no sentido de controlar o CC 

concluindo -se que a eficiência de e produtos tem apenas a 

magnitude preventiva . (19 80 ) demons rou que a 

efet i vidade dos cúprico para dimin ir a incidência do CC 
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depende da época d a aplicação. Para folhas , vi s ando protegê-

las , STALL (1980) sugere que a aplicação dos cópricos .seja 

feita qua ndo alcançarem 75 - 90 % de sua expansão total , fato 

que normalmente ocorre pouco antes da primavera , garantindo, 

dessa forma, o desenvolvimento foliar . Para proteger os 

frutos , o me smo autor recomenda que a aplicação dos cópricos 

sej a f e ita quando medirem 5 a 7 em de diâmetro, d e pendendo da 

espécie. TIMMER (1988) adverte , porém , que se deva evitar a 

aplicação de cópricos durante o pico da f l oração pols , ao 

contrário, p ode ocorrer o favorecimento da moléstia conhecida 

como "Qued a dos Frutos Pós-Florescimento " , causada por 

Coll e totrichum gloesporioides. STALL et al. (1980) afirmam 

que os cópricos não são altamente efic i entes mas são os 

ónicos produtos que d ã o alguma proteção a Citrus sp. contra 

o CC . 

No Brasil , o tratame nto com cópricos tem sido 

p r oposto como um c omponent e d a s medidas de controle do CC 

(LEITE Jr ., 19 8 7 ) porém , se desconhe c e t o t a lmente a 

sen sibilidade de Xcc a o cob re . No momento, a s i t u a ç ã o do Rio 

Grande do Sul se c ara c te r iza pe l a influê nci a d e r e giõe s 

p r óximas , onde sabidame n t e persiste a c onvivência com o CC , 

como é o ca o do Paraná , San ta Ca tarina , Uruguai e Argen t ina , 

tornando-se quest i onável a adoção d e progra mas de 

errad i cação . 
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2 . 3 . Ação do cobre sobre a fisiologia de bactérias 

Mecanismos especiais desepvolvidos por determinados 

microrganismos como a i mobilização física , e liminação , 

aproveitame nto e destoxificação promovem a resistência a 

metais pesados (SUMMERS & SILVER , citado por JAIN , 1990) . 

Existe uma quantidade limitada de informações disponíveis 

sobre os me canismos de resistência ao cobre (BENDER et al. , 

1990). LUTKENHAUS , citado por JAIN (1990) , demonstrou que 

alguns isolados de Escherichi a coli podem eliminar o cobre 

pela ausência de membranas proteicas envolvidas no seu 

transporte . Ácidos orgânicos e agentes quelantes produzidos 

por estirpe s de Krebsiela aerogenes formam uma cápsula 

prote tora cap a z d e promover uma to lerância de 10 ppm acima do 

nível tolera do pel a s e stirpes c o ns ideradas s e n síve i s (BITTON 

& FREIHOFER , c itado por JAIN , 1 99 0) . A i mobi l izaçã o fí s i ca d e 

cobre pe lo p e riplasma e ou tras membra na s pro t eíca s t em sido 

d emonstrada como o mecan lsmo d e r e s i tênci a d e Ps eudomonas 

syr~ngae (COOKSEY, 1990) . Os mecani smos de r esistência a o 

cobre e m X . c . pv . vesica tori a ainda s ão de s conhec idos . Mesmo 

as est i rpes bacter ianas c on sideradas sensíveis a o cobr e , 

descons ide r ando -se até o me io de c u l u ra em que s ão f e itos 

os tes t es 11 in vi tro 11
, a p resen am a l guma tol e r ânc i a a esse 

e l eme nto químico , p orém co a c once n tra ç ã o mínima inibitória 

(CMI ) d e Cu SO~ geralme nte não u l rapassando a 0 , 8 mM . Essa 

tol r â nc i a é atr i buida c omo caxa d mutaç ão espontân ea 

(BENDER et al ., 1 9 90) . 
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Os íons de cobre apresent am funções fisio l ógicas 

benéf i cas para determinadas bactérias, podendo atuar na 

síntese de determinadas meta l oproteínas ou em atividade de 

doação ou recepção na cadeia de elétrons (HUGHES, citado por 

BROWN et al ., 1992) . A tox i dez do cobre é assegurada , por 

exempl o , pela sua atividade catalítica em reações redox , como 

a geração de radicais hidroxis na seguinte r eação ; 

= 

Os r a dicais hidroxis são altamente reat i vos e podem 

participar de inúmeras reações danosas como a peroxidação de 

lipídios (BROWN et a l ., 1992) . 

2 . 3 . 1 . Or igem da resi stência ao cobre 

O controle d a moléstia causada por X . c . pv . 

vesicatoria, no pimentão , na Flórida , vinha sendo f ei to pe la 

aplicação constante de cúpricos durante 40 anos a té surgir o 

aparecimento de estirpes re s i stentes (STALL et a l . , 19 86 ). O 

cancro bacteriano , causado por P . syringa e pv . syringae , na 

cerejeira doce ( Prunus avium L . ) e na cerejeira amarga (P . 

cerasus L . ) também apresentava um histórico de vários anos de 

aplicações semanais de cúpricos até o surgimento de estirpes 

resistentes (SUND IN et al ., 1989) . 
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2 . 3.2 . Avaliação da resistência ao cobre 

O meio de cultura CYE , composto por casitone , extrato 

de levedura, glicerol e ágar (CYE) tem sido utlizado em 

testes para avaliação da resistência de bactérias ao cobre, 

sob a forma de sulfato de cobre (CuS04 l. O meio CYE é bJ,ffi 

substrato a dequado nas investiga ções sobre a sensibilidade de 

bactérias ao cobre , em função da homogeneidade na 

concentração desses íons durante o crescimento bacteriano e 

pela baixa concentração de nutrientes capazes de reagirem com 

esses mesmos íons e torná-los indisponíveis quimicamente 

(ZEVENHUIZEN et al ., 1979) . 

MENKISSOGLU & LINDOW (1991b), ao demonstrarem a exata 

concentração de íons de cobre livre s no meio CYE , quando se 

adiciona CuS04 , det e rminaram que es t a r e l a ç ã o não é 

proporciona l , ma s sim quase que exponenc i a l (Apêndice 1) . Os 

resultados obtidos p e rmitem a v a liar qua l a r ea l concentraçã o 

de cobre capa z de causar t ox idez a qualquer microrgan i smo que 

venha a ter a sua sen s i bilidade testada . MENKI SSOGLU & 

LINDOW (1 991 a ) também conseguiram fazer um monitorament o da 

concentração e do estado iônico do cobre sobre as folhas de 

laranjeira doc e ( C . sinensis (L . ) Osbeck) , quando da 

aplicação d e cúpricos . Quando foi r ealizado a pulver i zação d e 

Cu S04 , sob a forma d e calda bordalesa (CuS01 . 5H
2
0 , 9 , 6 g/1 ; 2 2 

l/árvore) , observou-se que a concentração máxima de íons de 

c obre na superfíc i e das folhas , obtida c rca de 60 dias após 

o t ra t amen to , era em torno de 1 ppb ou pCu = 7 , 8 , sendo qu e 

J 
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pCu é o l ogaritmo negativo da concentração mo l ar de íons de 

cobre (Apêndice 2) . Os resultados obtidos nos do i s ultimos 

trabal hos torna possíve l de se fazer comparações entre a 

sensibilidade de bactérias ao cobre diante de testes " in 

vitro " e "i n vivo " . 

2 . 4 . Monitoramento do meio ambiente 

Bactér i as resis t entes ao cobre têm sid o i so l adas de 

amb i entes onde o nível desse elemento químico é e l evado , tais 

como em atividades agrícolas , industriais o u de mi neração 

(COOKSEY , 1 993). O aparecimento de resistência ao cobre por 

parte de microrgani smos fitopatogênicos , que eram controlados 

com o uso de cúpricos , é prejudicial den t r o d o contexto 

agr ícola , pois implica na adoção de medidas a lt ernativas de 

controle. Microrgan ismos com resistência ao cobre também 

podem ser úteis em a tividades como a mineração , lixi viação e 

recuperação do cobre (JAIN , 1 99 0) . 

YATES et al ., citado po r JAIN (1990) , e GARDE & 

BENDER (19 91) demonst r aram a ap l icação de técnicas de 

"Sou thern blot " e/ou "Dot bloc. " , utilizando uma sequênc ia 

clonada de genes envolvidos com resistênc i a ao cobre (CuR) 

como sonda , para identificar sequências homólogas entre o 

ácido deoxiribonu leico (ADN) to al de vários mi crorganismos . 

Técnica de "Sou herr: blot " o "Dot blo " são procedimentos 

de fixação de ADN em membranas de nitrocelulose ou nylon , a 

par tir de géis de agarose (SOUTHERN , 1975 ). O ADN fixado nas 
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membranas pode , então , ser submetido a testes de 

hibridização , visando determinar o nível de homo l ogia com 

sondas marcadas . O processo d~ marcação das sondas é 

denominado de "Nick trans1ation " e é um procedimento 

específico de incorporação de nuc l eot ídeos marcados 

radioativamente , ou por outro processo , em ADN de f i ta dup l a 

(MEINKOTH & WAHL , 1987) . 

2 .5 . Resistênc i a ao cobre em Xanthomon as campest r is 

pv . vesicatoria 

Pulveri zações com cúpricos têm sido recomendadas para 

o controle da mancha bacteriana do pimentão (Capsicum annuum 

L . ) e do tomateiro (Licopersicon esculentun Mill . ) , causada 

por X. c . pv . vesicatoria desde que a moléstia foi descri ta 

pela primeira vez , nos EUA , em 1922 (HIGGINS , citado por 

STALL et al . , 1986) . MARCO & STALL (1983) fizeram o primeiro 

registro de ocorrência de resistência ao cobre do 

fitopatógeno , em 1983 , na Flórida . Resistência ao cobre foi 

constatada em estirpe s de X . c . pv . vesicatoria oriundas da 

Flórida (CANTEROS et al., citado por COOKSEY , 1990) , em 

Oklahoma (BENDER et al ., 1 990 ) na Georgia (GITAITIS et al . , 

1985) . Todas as estirpes resistentes ao cobre apr sentam um 

grande plasmídeo com homo l og ia ao plasmíde o pXvCu, 

identificado pela primeira vez nas e stirpes resistentes ao 

cobre por STALL et al . ( 1986) , na Flórid (COOKSEY , 1990) . 

BENDER et al. (1990) demon straram que os genes cu ~< stavam 

Cllnd~ ' 
~ :ALI níoJ 
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loca l izados em um grande plasmídeo de X. c . pv . vesicatoria , 

designado de pXV10A. Os genes CuR foram isolados em um c l one 

de 44 kb , denominado pCuRl (Apêndice 3) por GARDE & BENDER 

(1991 ), a partir do pXVlOA . Subc l ones de p Cu Rl foram 

uti l izados por GARDE & BENDER (1991 ) como sonda em s i stemas 

de "Southern blot " e "dot blot " para verificação de possível 

homo l og i a com o ADN total de vár i as espécies e patovares de 

bactérias . 

2 . 6 . Formas do cancro cítrico 

Até 1984 , quatro formas de CC eram descritas , 

primariamente distingüidas pela sua origem e hospedeiros 

preferenciais . O aparecimento de uma quinta forma de CC , em 

plantas de viveiro da Flórida , denominada E , causou enorme 

consternação e preocupação , aumentando os esforços para 

erradicação da moléstia nos EUA (SCHOULTIES et al ., 1987) . 

As estirpes class ificadas como A são nativas da Ásia 

e são mais agressivas ao pomeleiro (Cit rus paradisi Macf.), 

à limeira mexicana (C. aurantifolia (Christm . ) Swingle) , à 

laranjeira doce e ao limoe i ro (C . limon (L . ) Burm . ) ; a s 

e tirpes classificadas como B ocorrem principalmente na 

Argentina , Paraguai e Uruguai e são mals agress ivas ao 

limoe i ro e a limeira mexicana ; as e tirpes classificadas como 

C são encontr das no Br sil e afe am somente a l imeira 

m xicana ; e as stirpes cl ssificadas como D são restritas ao 

México e a . . mérica do Sul e se manifestam princ ipa lmente no 

-----------------------------------------
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limoe iro e na limei r a (HARTUNG, 1992) . 

A forma E pode ser conside rada de maneira 

particulari zada , uma vez que .. provoca um quadro 

s intomato lóg ico diferencia l conhecido como mancha bacteriana 

ou cancro dos viveiros da Flórida sendo predominantemente 

associada com o pomeleiro variedade Swingle (C. paradisi x 

Ponc irus trifoliata) (GABRIEL et al . , 1989) . 

2.6 . 1 . Reclassificação de Xanthomonas campestris pv . 

citri 

A utilização de uma nova classificação para Xcc foi 

s ugerida por GABRIEL et al . (1989 ) basea da na s imilar idade 

e nt re o ADN tot a l d e e st irpes r epresen tan tes das cinco formas 

de CC . A s imilar idade entre est i r pes foi det erminada por 

testes de "restr i c ti on f r agme nt l engt h po lymorphisms " 

(RFLP ) , o qua l é baseado em s is t emas de hibridização por 

sonda radioa iva utilizando o ADN to al dos indivíduo s a 

serem compar dos . Segundo a sugestão de GABRIEL e t al . 

(1 98 9) , a s estirpes pertencent es à forma A deveriam assumi r 

a condição de espécie , chamando-se X . c i tri re t omando a 

t ermi nol ogia utilizada por DOWSON veiculada em 193 9 (DYE et 

al ., 197 4) ; as estirpes B, c e D seriam classifi c a d a s como X . 

campestris pv . auran ifolii ; e as estirpes da forma E seriam 

denominadas X . campe tris v . citrumelo . 

YOUNG et al . (199 1 ) contesta , afirmando que os 
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métodos recomendados pelo Código Internacional de 

Nomenclatura de Bactérias , baseado em cerca de 60 diferentes 

testes bioquímicas , são suficientes para classificar e 

distingüir qualquer entidade bacteriana . YOUNG et al . (1 991 ) 

também mencionam a natureza fragmentaria dos estudos de RFLP 

e a diversidade de procedimentos sendo que as possíveis 

interpretações decorrentes podem limitar a uti l ização do ADN 

como elemento de classificação . KRAWIEC (1985) também afirma 

que o uso de fragmentos de ADN como sondas em sistemas de 

RFLP pode desconsiderar muitos e l ementos do genoma que seriam 

taxonomicamente importantes . 

2 . 6 . 2 . Identificação de Xanthomonas campestris pv . 

citri 

Diversas técnicas têm sido utilizadas para 

caracterizar e identificar as bac térias causadoras do CC , 

baseando-se em difere nças observadas em relação à 

pa togenic idade (HAMLIN , 1967; NAMEKATA , citado por CIVEROLO , 

1985 ; NAMEKATA & BALMER, citado por CIVEROL0
1 

1985) 
1 

à 

fisiolo ia (GOTO et al . I citado por CIVEROLO , 1985 ), à 

sensibilidade à bacteriófagos (GOTO et al . I citado por 

CIVEROLO , 19 85) , à sorologia (BACH et al . I 1982 ; BACH et al ., 

citado por CIVEROLO , 1985 ; MESSINA , citado por CIVEROL0
1 

1985 ; C VEROLO & ?AN , 1982 ; ALVAREZ & BENEDICT , 1990 ; ALVAREZ 

et al ., 1987) , ao nível de homologia de ADN plasmidial (LIN 

et al . I 1979 ; CIVEROLO 1985 ; GABRIEL , 1985 ; LAZO & GABRIEL , 
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1987 ; STRIPECKE & ROSATO , 1988 ; ULAGANATHAN & MAHADEVAN , 

1990 ; HARTUNG , 1992 ; PRUVOST et al . , 1992 e ADN total 

(HARTUNG & CIVEROLO , 1987 ; GABRisL et al. , 1988; HARTUNG & 

CIVEROLO , 1989 ; GABRIEL et al ., 19 89 ; EGEL et a l. , 1991 ; 

BROADBENT et al ., 1992) . A ma i oria desses trabalhos , 

expressos em diferentes magnitudes em função da técnica , 

objetivam classificar ou identificar estirpes pertencentes às 

diferentes f ormas do CC . Ao se testar várias t écnicas para 

identificar Xcc intrinsicamente busca - se , também , justamente 

definir qual é a mais rápida , adequada e precisa , uma vez que 

a solicitação de diagnóstico de plantas para determinação do 

agente causal do CC é um procedimento rotineiro em regiões 

citrícolas . 

2 . 7. Plasmídeos 

Os plasmídeos assumem grande importânc ia na 

perpetuação da vida bacteriana a través da codificação de 

funções fenotípicas , da capacidade de garantirem 

variabil i d i'\de genética pela conj ugação e , finalme nte , pela 

possibi lidade de envolverem-se diretamente em processos 

adaptativos como a resistência a metais , ant ibióticos , 

produç ã o de bac teriocinas , síntese de enz1mas , patogenicidade 

a animais ou plantas , etc . .. ( SOUZA , 1987) 

Os plasmídeos apre entam como principa i s 

c aracterísticas morfológic s diferencia i s a sua conf iguração 

de ADN circular , as variações no peso molecular (0 , 7 - 500 
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megadaltons ) e o número relativamente constante de plasmídeos 

por célula (1 a 3) na maioria das bactérias (COPLIN , 1982) . 

Nos experimentos iniciais o ADN p l asmidial era i solado 

somente na forma linear mas o desenvolvimento de técnicas 

mais sensíveis possibbilitou a separação de plasmídeos sob 

duas conformaçõe s : circular, covalentemente fechada , ou 

superenrolada (SOUZA , 1987) . 

Quando os plasmídeos são subme tidos à ação de enzimas 

de restrição (endonuc l eases ) estas promovem o que se chama de 

digestão ou c li vagem proporcionando a fragmentação do ADN 

plasmidial . As enzimas de restrição têm a capacidade de 

r e conhe c e rem sequências específicas d e ADN e , exatamente ali , 

promoverem a clivagem onde , por exemplo , BamHI e Hindiii 

r e conhecem as seguintes sequênci a s d e nucleotídeos : 5· -GGATCC -

3 · e S· - AAGCTT-3· , respectivamente (WINNACKER , 1987 ) . 

Ocorrênc i a de plasmídeos em bact é ria s fit opato gê -

nicas. Pra tica me nte todas as e s pécies de bactérias 

f i topatogên i cas têm sido e xaminadas no s e ntido de observar a 

prese nça de p l asmid i os . A g rande ma i oria do s r e latos d escreve 

a pres e nç a de p l asmídeos , no e nta nto , a ma ioria de s ses 

plasm í deos permanec e m crípt i cos , isto é , sem n e nhuma função 

con ecida (COPLIN , 1 9 89) . Se j a como resultado f i nal ou 

int rínsico , e s ses tra ba l hos revelam const a t a ções biológ icas 

importantes e de g r and e poten cialidade n o sent i d o d a r ea l 

ut il ização de pla smídeos como agente d ifer e n c i ador de 

bactérias , seJa entre esp é ci es ou patovares difer ntes , ou 

até me mo em um úni c o patova r . A d iferencia ção p o d e tanto 
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estar baseada no tamanho , número , perfil de restrição ou 

ocorrênc i a de hibridização com sondas específicas de 

plasmídeos (STRIPECKE & ROSATO , t988) . 

Salienta-se o trabalho real i zado por LAZO & GABRIEL 

(1987) para verificar e caracterizar a presença de plasmídeos 

em diversos patovares da espécie X. campestris . No ref erido 

trabalh o , incluindo mais de 1 25 patovares correntemente 

r econhecidos (DYE et al ., 1980 ; BRADBURY , 1984) ' 26 

diferentes patovares foram testados com o objetivo de 

determinar se o conteúdo plasmidial , baseados em s i stemas de 

hibridização por sonda s radioat i vas , poderia ser u sado para 

dife r enciar patov ares de X . campestris . Os resultados 

permit iram concluir que o perfil d e plasmídeos não-digeridos 

n ão são a d e quados pa r a ide nti f icação , uma vez que várias 

estirpe s , que apresentav a m pl asmídeos com dimens õe s muito 

próximas , demonstraram perf i s muit o dife r e nt es d epois da 

di gestão com e n zimas de res tr ição . 

2 . 8 . Ut i lizaçã o do ADN na identificação de 

Xan thomona campestris pv . citr i 

Vários estudos já foram feitos no sentido de avaliar 

o c ont eúdo plasmidial (LIN et 1 ., 1979 ; CIVEROLO 1985 ; 

GABRIEL , 1985 ; LAZO & GABRIEL , 1987 ; STRIPECKE & ROSATO, 

1988 ; ULAGANATHAN & M~HADEVAN , 1990 ; HARTUNG , 1992 ; PRUVOST 

et a l . , 1992 ) e ADN total (HARTUNG & CIVEROLO , 1987 ; GABRIEL 

ta l . , 1988 ; HARTUNG & CIVEROLO , 1989 ; GABRIEL et al . , 1989 ; 

'·' c. Jt ~ J. .,.. ___ · .. de .7'Lt 
~,c uv· ... 

'BtbLLotWJ 
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EGEL et al . , 1991; BROADBENT et al . , 1992) de Xcc com o 

objetivo básico de definir o nível de homogeinidade. das 

bactérias pertencentes a esse patovar . Os trabalhos 

caracterizam- se por const ituírem-se de estudos 

epidemiológicos através d e comparações entre as diferentes 

formas de CC , embora veiculando , de forma paralela , a 

possibilidade d e se est abelecer um procedime nto padrão para 

identificação de Xcc . 

PRUVOST et al . (1992) utilizaram os perfis de 

plasmídeos digeridos por enz i mas de re s trição separados em 

gel de agarose em sistema de e l etroforese para diferenciar 

estirpes de Xcc . A comparação entre os perfis plasmidiais 

digeridos , como referido acima , também denomina-se técnica de 

"finge r pr int " p odendo ser executada com o auxílio de 

progr amas comput a cionais que determinam a similaridade entre 

i ndivíduo s difere n tes (SCOTT et al ., 1993) 

2 .9 . I solamento de ADN plasmidial de Xanthomonas 

campestris pv . cit ri 

A técnica p ra extração de plasmídeos de Xc c nã o 

parece de conhecimento geral uma vez que a l guns pesquis a dores 

não obtiveram sucesso nesse i ntento (LIN e t a l. , 19 7 9 ; 

ULAGANATHÃN & MAHADEVAN, 1990 ) . STRIPECKE & ROSATO (l988 ), que 

lzeram no Brasil a carac rização de plasmídeos de Xcc , não 

d inir m com cl reza os proce imento e pa sos empregados . 

O trabalho de CIVEROLO (19 85) aponta para duas 

----------------------------------------------------------~ 
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dificuldades mais evidentes para isolar o ADN plasmidia l de 

Xcc . A primeira dificuldade reside em eliminar o ADN 

cromossomal , sendo que os proceqime ntos para viabilizar o 

isolamento adequado do ADN plasmidial incluem , ou o 

a quecimento das amostras em processo de lise celu l ar a 65°C , 

durant e 2 h , ou à 93-96 °C por 5 min, caracterizando a 

inde finição de um proced imento padrão. A segunda dificuldade 

é a estrutura natural da baixa definição de intensidade das 

bandas quando separadas em gel de agarose , acarretando 

possibilidades de imprecisão na caracteri zação do conteúdo 

plasmidial . Os motivo s que promovem a baixa definição de 

intensidade das bandas, segundo o próprio CIVEROLO (1985) , 

não foram conclusivamente determinadas, ma s podem repr esentar 

pl asmíde os que es tão prese nt es em ba ixo número de cópias , 

d escara cterizando a poss i b il idade de promoverem a lgum tipo d e 

f un ç ão f e notípi ca . Al t ernativamente as bandas d e tectadas 

podem con s titui r arranjos de pequenos pl asmídeos , ou ainda, 

a e fi c i ênc i a c om que os plasmideos são e x t r a ídos p elas 

preparaçõe s preconizadas pode ser baixa . 

2 . 10 . Perfis dos p l asmídeo s de Xanthomona s c ampes t r i s 

pv . citri 

Quanto aos perfis dos plasmideos , CIVEROLO (1985 ); 

GABRIEL (19 85 ); LAZO & GABRIEL (1 987) ; PRUVOST et al . (1992) 

encon t raram grande variação n a magnitude de seus resultados 

quando se procedia a comparação entre es irpes de Xcc , seja 
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em termos de peso molecular , número de plasmí deos ou 

hibridização com sondas espec íficas . Essa variação foi 

constatada inclusive para estirpes pertencentes a me sma forma 

de CC , como foi demonstrado por PRUVOST et al. (199 2 ) que 

encontrou em estirpes per t e ncentes à forma A, diferenças de 

8 a 100 kb e 1 a 5, em relação ao peso molecular e ao número 

de pla s mídeos , respectivamente . Ao contrário, STRIPECKE & 

ROSATO (198 8 ) relataram a ocorrência de perfis de plasmídeos 

homogêneos com pouca ou nenhuma variação . 

O perfil de p l asmídeos , quando submet idos à ação de 

enzlmas de restrição , também registra grande variação . 

PRUVOST e t al. (1992) d e monstra ram , por exemplo , at ravés de 

t este de " fing erprin t " nos plasmídeos de Xcc , baseado nos 

p e rfi s médios proporcionados pe l a ação das enzimas de 

r est r ição BamHI , Hindiii e EcoRI que os percentuais de 

similar ida d e e n t r e e s tirpes pert e ncentes à forma A variou em 

torno de 25 a 95% . 

2 . 11 . Ti tu lação da vi r ulên c i a 

A virul ênc ia de um f i topa tóge no pode ser ava liada 

através da relação proporcional e nt re a concentração do 

agente infeccioso e a freqüência da resposta específica do 

ho pedeiro (MEY ELL & MEYNELL , citado por CIVEROLO , 19 75 ). De 

acordo com ERCOLANI (1984 ), a ti ulação da vi ru lência de 

bactérias é realizada em quatro etapas : 1 . ) uma suspen são 

bacteriana é di l uída sucess i vamente ; 2 . ) c a d a d iluiçã o é 



• • • • • • • • • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • I. 
:e 
I • • • • • • • • • • • • 

20 

usada para inocular um grupo de plantas hospedeiras ; 3 . ) a 

resposta de cada planta é registrada ; e 4 . ) os dados são 

usados para estimar a virulência qp patógeno ou a resistência 

do hospedeiro . As titulações de virulência podem ser baseadas 

tanto na resposta quantitativa como qualitativa . Resposta 

qua ntitativa é aquela na qual as plantas podem ser 

registradas como vivas ou mortas , doentes ou sádias , com ou 

sem lesão , etc . .. Resposta qualitativa pode ser 

caracterizada , por exemplo, como severidade ou tempo de 

incubação . 

Equação de r e spo sta. Segundo ERCOLANI (1984) , em 

Fitobacteriologia, as titulações de virulência têm sido 

baseadas geralmente na res p osta quantitativa. A proporção de 

p l a nt a s que responde m a u ma d e t e rminada concentração do 

p a tógeno é r e gistrada e uma equação da relação d o s e/resposta 

é obtida . A proporção de respost s positivas é c o nver t ida 

para p robits . Pr obit s significa a probabili d a de d e 50 % d a s 

re postas serem p osl lvas e obc ida r vés da tabela 

descrita por FINN EY (1971) (;\pêndic 4) . 

A r e l ação entre o p~obit d ~espos a e a concentra ção 

da su pen são b acterian a seguin e equacão l inear : 

Y= ax + b 

onde ; 

Y Probit ou p roporção de respo tas positivas 

X = Concentraç -o da su pensão bac eriana 

a coef i cien de inclinaçêio da r "Ca (ltterlsura a virulência) 

b = pon to ond a ret a p ssa p elo ~l ~o y 
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3 . MATERIAIS E MÉTODOS 

3 . 1. Isolados 

Isolame nto . Ramos , folhas e frutos de laranje i ra 

(Citru s sinensis (L.) Osbeck) com lesões de cancro cítrico 

(CC) foram recebidos de d i versos municípios do Rio Grande do 

Sul (Tabela 1) . O isolamento de Xanthomonas campestris pv . 

citri (Hasse) Dye (Xcc) foi feito a partir de folhas que 

foram desinfestadas através da submersão por 30 s em álcoo l 

70% e hipoclorito de sódio 1 ~ O I consecutivamente, e lavadas 

com água destilada esterilizada (ADE) ; tiras de tecido de 2 - 3 

mm de largura da região do halo amarelado das lesões foram 

recortadas com um bisturi e maceradas em gotas de ADE em 

ambient e asséptico . Com uma alça de platina, transferiu-se 

algumas gotas (2 - 3 ) do macerado para a superfície do meio de 

cultura CCDEL (carbonato de cálcio , 20 ; extrato de levedura , 

10 ; ága r , 20 ; dextrose , 20 g/1) em placas de petri semeando-

se por esgotamento . Colôni as amare l as , de tamanho unifo rme , 

foram repicadas novamente para CCDEL . 

Preservação. Os isolados (Tabela 1) foram man tido s de 

duas manelras : ( 1) em microtubos ( 1, 5 ml ) com glicerol e 

caldo Wildbrink s (bactopeptona , 5 ; sacarose 2,5 ; K2 PO~ , 0 , 5 ; 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
, . 
• • I. 
• • • • • • • • • • • • • • • 

22 

MgS04 , 0,25 g/1) (1 : 1), à -20°C ; e (2) em tubos de ensa i o com 

CCDEL , recoberto com óleo minera l, à 4°C . 

Patogenicidade. Uma susp.~nsão de células de cada 

isolado de Xcc foi feita em solução tampão fosfato 0 , 01 M. A 

concentração foi ajustada para aproximadamente 107 unidades 

formadadoras de colônias (UFC) por ml . A confirmação da real 

identidade das b a ctérias foi feita através da inoculação das 

folhas de laranj eira , recém perfuradas com a lfinetes , com os 

isolados s u spensos na solução tamponada . 

Características. Todos os isolados foram submetidos 

ao crescimento em meio tetrazólio (extrato de carne , 3 ; 

peptona , 5 ; ágar , 15 ; sal de tetrazólio , 0 , 5 g/1) e HF de 

oxi-fermentação (peptona , 2 ; NaCl , 5 ; K2HP04 , 0 , 3 ; ágar , 3 ; 

azu l de bromotimo l , 0,08 g/1) Os i so lados também foram 

submetidos ao t es e de Gram . 

3.2. Resistência a o c obre 

A s e n sib ilidade a o cobre do 21 isolados oi tes tada 

em me io CYE (casitone , 1 ; e x trato de levedura , o 1 3 5 ; 

glice r ol, 2 ; ágar 15 g/1 ) O sulfa o de cobre (Cu 0 1 ) foi 

a di c iona do ao meio , em dif rentes quan idades (zero , 16 , 32 , 

40 , 48 , 64 , 80 , 96 , 112 e 128x l0- 2 mM) e o pH aju tado para 

6 , 0 antes da au oclavagem . concentração minima inibitória 

(OH ) e CuSO~ necessár i a para impedir o cresc imen o Xcc foi 

determi nado pela ~noculação de 10 go s do caldo Wildbrink·s, 

o qua l se rv i r a previamente de substra o para o crescimento 



• • • • • • • • • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

23 

das bactér i as , em placas de Pet r i com CYE+CuS0
4

• O ca l do 

Wildbr i nk ·s servia , então , de l í quido de suspensão com 

densidade ótica nunca inferior a 1 , 0 (600 nm ). Esse tipo de 

suspensão era obtido pela ação de agitadores automáticos de 

meio líquido por 14 h , à 28 °C . O experimento foi conduzido 

três vezes . 

3 . 3 . Iso l amento do ADN p l asmidial 

O ácido deoxiribonucleico (ADN) plasmid i al foi 

isolado conforme o método d e KADO & LIU (1 981) com a l gumas 

modificações sugeridas por PRUVOST et al. (1992). Após 24 -

48 h de cresc i mento , à 28 °C, em meio LPA (extrato de levedura , 

7 ; b a ctopeptona , 7 ; ága r , 20 g/ 1 ; pH 7 , 2) , co l ônias de Xcc 

for a m t r a nsfer idas p a ra erlenmeyers contendo 50 ml de caldo 

Wildbri n k · s que f oram mant ido s e m a g itadores por 16 h , à 28 °C . 

As cé lulas f o r am co l etadas por c e ntrifugaçã o (Rotor Du Pont -

SS 34 , 10 . 000 rpm , 15 mln , 4°C; c e ntrífuga Du Pont) . Os 

péletes for a m s u spen sos em doi s ml d e s olução t ampã o TE (10 

mM Tris ; 1 mM EDTA , pH 8 , 0) . Ad i cionou-s e , então , cinco ml d e 

soluç ã o de l i se (Dodec il Su l fato d e Sódio 3 ~ O I SDS ; 50 mM 

Tri s ; pH 12 , 6) . As amostras foram incubadas p or 15 min , à± 

2 5°C , e , e n tão , por duas h à 65°C, c ondições e stas s ugeridas 

por PRU VO ST e t al . (1992 ) para degrad r o ADN cromo ssoma l . A 

seguir , foram eitas duas extrações com fenol/c lorofór-

mio/álcoo l i oamilico (24 : 24 : 1 ), e uma com cloro f ó r mi o /álcool 

iso 11Í li co ( 2 4 : 1) , e as amos r as foram , então , c e n t r i fu gad a s 
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como descrito acima . Um mililitro de acetato de sódio (3 M, 

pH 5 , 2) foi adicionado para cada c inco mililitros da fase 

aquosa contendo o ADN plas midial. ~s amost r as foram incubadas 

no gelo por 10 min e o ADN plasmidial foi prec i p i tado pela 

adiçã o d e d uas vezes o volume total (fase aquosa + acetato de 

sódio ) de etano l absoluto gelado e novament e incubado por , no 

mínimo , 16 h, à - 20°C . o ADN obtido depois da centrifugação 

foi l avado com etanol 70% . Peletes obtidos depois da 

centrifugação foram ressu spensos em 60 a 100 ~l do tampão TAE 

(0 , 04 M Tris-HCl; 0 , 02 M Acetato de Sódio ; 0 , 002 M EDTA ; pH 

7 , 8) e estocados à -20 °C . 

3.3 .1 . Digestã o com enzimas de re s triçã o 

As e nzimas BamHI e Hi ndi ii (Cenbiot) f o r am uti li zadas 

n a digestão do ADN plasmidial . A con c e ntra ç ão , qua nt i dade e 

ordem dos component es da digestão fo i a que segu e ; água , 4 ; 

t ampão (Tr is-HCl , 1 0 mmo l / l ; MgC l 2 , 5 mmol/l ; NaCl , 1 0 

mmo l / 1), 1 ; ADN de Xc c (30-1 00 ng/ ~ 1 ) , 5 ; e nzima de restr içã o 

(10 un / ~ 1) , 1 ~ 1 . 

A temperat u r a para digestão f oi d e 37 °C p or n o mín imo 

dua s h. Posterio rmen e a dicionou -se do i s p l d e tampão d e 

c orr ida (az u l d e bromofeno l 0 , 2 5%; xilocianol 0 , 25% ; sacarose 

40 %) . 
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3 . 3.2 . Eletroforese em g e l de aga rose 

Os fragmentos de ADN foram separados em gel de 

agarose (agarose , 7 ; brometo de etídio , 2x10 -7 g/1 de tampão 

TBE , cuja composiçã o é Tri s-base , 10 , 8 ; ácido bór i co , 5 , 5 

g/1 ; 4 ml de EDTA 0 , 5 m, pH 8 , 0) , a 6 V/cm , em cubas contendo 

também t a mpã o TBE . A visualização foi feita com luz 

ultravioleta (300 nm) . As fotografias foram tomadas usando 

filtro amarelo (Tiffen Nº 1 2) , filmes Po l aroides (t ipo 667 ) . 

O tamanho dos fragmentos foram estimados através da análise 

de regressão linear do logaritmo da mobilidade relativa 

versus o logaritmo dos pares de b as es (pb) , usando o fago 

l ambda digerido com a enzima d e restrição Hindiii como 

marcador de referênc ia . 

3 . 3 . 3 . Análise d e grupo s hi erárquicos 

A restr ição proporcionada pela ação das enzlmas BamHI 

e Hindiii foi utilizada na análise de grupos hierárquicos . O 

índi ce de similaridade entre os isolados foi determinado 

utilizando o programa computacional DNA-SIMDEX (SCOTT et a l ., 

1993), o qual usa a seguinte equação para comparar isol ados ; 

2 nxy 

nx + ny 
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onde ; 

Sxy = é O Índice de simi laridade entre OS isolados X e y 

nxy = o número de bandas em çomum entre o isolado x e o 

isolado y 

nx número total de bandas do isol ado x 

ny = número total de bandas do isolado y 

A indicação de que determinadas bandas eram comuns 

foi feita tomando por base diferenças de no máximo 5 % . O 

coeficiente calculado foi obtido pela média das observações 

feit as quando d a u tilizaç ã o das enzimas BamHI e Hindiii. Para 

faze r a anál i se d e grupos hierárquicos uti lizou-se o método 

de ligação completa do programa c omputac ional SAS/STAT (SAS 

Institute , 1987) . 

3 .4. Homologia com a sonda pCuR2 . A 

Para a execução do teste de hibridização por sonda 

rad ioativa com a sonda específica pCuR2 . A, inicialmente 

real izou- se o isolamento do plasmídeo pUC119 , contido na 

e tirpe HB 101 de Escherichia coli, gentilmente cedida pela 

Dra. C a rol L . Bender , da Uni v ers idad de Oklahoma , EUA , 

baseando-se em maxi-preparação r ecomendada por MANIATIS et 

al . (1982) . 
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3 . 4 . 1. Digestão do plasmídeo pUC119 

O isolamento do fragmento pCuR2 . A foi feito através 

da digestão do plasmídeo pUC119 com as enzimas de restrição 

Bami--II e Hindiii , as quais foram utilizadas baseando-se no 

perfil de restrição demonstrado por GARDE & BENDER (1991 ) 

(Apêndice 3) . 

A quantidade , a concentração e a ordem dos 

componentes da d i gestão é a que segue ; água , 8 ; tampão (Tris -

HCl , 20 mmol/ l; MgC1 2 , 5 mmol/1 ; NaC l, 100 mmo l /1) , 4 ; ADN 

pCuR2 . A ( 18 O O- 2 O O O ng) , 20 ; enzima BamHI ( 10 un/ j.ll) , 4 · I 

enzlma Hindiii (10 un/ j.l l) , 4 j.l l . 

Após 1 4 h , à 37°C , foi ad i cionado 6 j.l l de tampão de 

corrida . 

3 . 4 . 2. Recuperação do fragmento pCuR2 . A 

O fragmento pCuR2 . A foi identificado e separado 

através de eletroforese e recuperado a partir do g 1 de 

agarose baseando-se no método preconizado por TAUTZ & RENZ 

(1983 ) com algumas modif icaçôes . 

Inicialmente, a banda observada fo i r ecortada no ge l 

de agarose (0,7 %) e equilibrada por 30 minem solução 0 , 3 M 

acetato de sódio ( pH 7 , O) , 1 ml'1 EDTA , com vol ur:te de , no 

mínimo , 10 vezes sup r lo_ ao 9edaço do gel . A segui r , um 

rnicro tubo com capacidade de 0 , 5 ml (Eppendorf) , com o auxílio 

de urna ina agulha , teve seu fundo p erfurado e revestido com 
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lã de vidro . O pedaço de gel foi colocado no microtubo 

perfurado , e este colocado num microtubo de maior capacidade 

(1 , 0 ml) . O conj un to dos microtubqs foi lmerso em nitrogê nio 

líquid o duran te 5 min e centrifugado (12 . 000 rpm/ 10min) , 

proporcionando que o líquido do g e l fosse depos itado no fundo 

do microtubo ma ior . Pa r a c ada 1 00 fl l da fase aquosa foi 

adic ionado um f.l l de solução de cloreto de magnésio (1 M de 

MgC1 2 ; 10 % de ácido a cético) e 2 50 fl l de etanol 100 %. Depois 

de precipitar por 14 h , à - 2 0°C , a amostra foi centrifugada 

(12 . 000 rpm/10 min) , lavada com etanol 70% , centrifugada 

(10.000 r pm/10 mi n) , deixada s e c ar e ressuspensa em 30 f.l l de 

tamp ão TR (20 mM Tris-HCl , pH 7 , 5 ; 0,1 mM EDTA) . 

3 . 4 . 3. Iso l amento do ADN tota l de Xanthomonas 

c ampes tri s pv . c itr i 

O ADN tota l de Xc c fo i obtido como d e scri t o 

a n teri o rmen te (3 . 3 . ) , mas com mudanç as nas cond ições de 

temp eratura de aç ã o da lise a l ca l ina , alt e rando d e 65°C p ara 

as c ondições d e temperatura ambien te ( 2 5°C ) e reali zan d o 

ape nas uma e xtra ç ã o com feno l/c lorofórmio /á lcoo l isoamí lico 

(24 : 24 : 1 ) . O ADN total dos 21 isolados de Xcc fo i di gerido 

com a e nz i ma de restrição Hin C:II I e r eso lvido em g el de 

agarose ( 0 , 7% ) . O nível de homo log ia dos ADNs totai de dois 

i so l ados bacterianos con ami nan tes , 1 O 6R . A e 1 O 6R . B, sem 

classificação conhec ida , e com alta resistência ao obre (CMI 

de CuS04 i g ual a 112 x l0 -2 m~1 ) , com o fragmento pCuR2 . A foi 
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determinado através de hibridização por sonda radioativa . A 

extração do ADN total desses dois isolados foi rea l izada como 

descrito para extrair o ADN total de Xcc e depois digerido 

com Hindi I I . 

3 . 4 . 4 . "Southern blo}:. " 

Depois de fotografado , os géis foram lavados duas 

vezes (15 min cada uma) em solução desnaturante (0 , 5 M NaOH; 

duas vezes ( 3 O min cada uma) em solução 

neutralizante (0,5 M Tris-HCl , pH 7 , 2 ; 1 , 5 M NaCl ; 1 mM 

EDTA) . Os géis estavam prontos , então , para serem 

transferidos para a membrana de nylon . 

Uma membrana de nylon (Hybond , Amersham , UK) , três 

lâminas de papel-filtro e aproximadamente cinco em de papel-

toalha foram recortados exatamente com as mesmas dimensões 

dos géi s . A membrana foi umedecida com a solução 

n eutra l izante e uma pilha foi a rra nj a da n a seguin te ordem ; 

placa d e vidro NQ l; gel ; membr ana de ny lon ; c a mada de papel-

f iltro; camada de pap e l-toalha e p l a c a de vidro NQ 2 . 

Sobre a plac a de vidro NQ 2 f o i coloca do um peso c om 

ap roximad mente 200 g . Todo esse arran jo foi de ixado por 2 h, 

à temper tura ambiente . Quando a transferênc i a foi concluída 

as membranas , já contendo os ragmentos de ADN , foram 

lavadas em olu.ão 2x SSC (20x SSC= 3M NaCl ; 0 . 3 M citra o 

de tris ódio , p!-f 7 ' o ) por 'l . cc::_ . rnin e deixadas secar à 

tempera ura ambien e , por 15 mi~ . As membranas for am , então , 
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deixadas por 2 h , a 80°C , e estavam prontas para h i br idi zação . 

3 . 4.5 . Sonda do fragmento~pCuR2 . A para hibridização 

Esta técnica foi usada para obter a sonda com o ADN 

radioativo para hibridização com os fragmentos de ADN t ota l 

de Xcc (descrito em 3 . 4 . 4) . 

O, 6 - 0 , 7 )J g de ADN (pCuR2 . A) foi misturado com 30 

~C i 32 P -=-dATP (3 . 000 Ci /mMo l , Ame r sham ), qua tro ~l d o tampão 

lx nick t r anslation (5 mM MgC l 2 ; 5 m}1 Tris-HCl , p H 7 , 4 ) , dois 

~ l solução estoque de deoxin u cleotídeos 

(lOmMol/deoxinucleotídeo ; dCTP , dTT P e dGTP) e um ~l de DNA-

polimerase (10 un / )J l). Seguiu-se uma incubação por 90 min , à 

16°C, e , a seguir , fo i adici onado dois )J l de 0 , 5 M EDTA para 

para lisa r a reação . 

3 . 4 . 6 . Teste de incorporação 

Para verificar se houve incorporação do nucleotídeo 

32 P-=-ATP n a sonda pCuR2 . A durante a reação de "Nick 

Trans la t ion " , foram feito os procedimentos descritos a 

segu ir . Um )J l da sonda marcada foi pipetado em dois pedaços 

de papel-filtro (DE-81) , e um d les submetido ao seguinte 

tratamento : em um tubo de plóstico (falcon) , o filtro Ol 

lav do seis vezes com 5-6 ml de solução O, 5 M Na ,llPO~ 

(lavagens de Clnco mi n) , duas vezes com á ua destilada 

(lavagens de 30 s) , e duas vezes com álcool 95°GL (lavagens 
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de 30 s) . Os dois filtros (o lavado e o não lavado) foram 

examinados e comparados no cintilador em diferentes tubos de 

leitura . A homogeneidade no registro da leitura garant iu que 

houve incorporação . 

3.4 .7. Pré-hibridização 

As membranas contendo o ADN transferido , a partir do 

gel , foram colocados em sacos plásticos com cinco ml de 

solução de hibridização ( 6x SSC ; O, 5% SDS ; 5x solução de 

Denhardt ·s , cuja composição é 6x SSC , albumina serica bovina 

2%, Ficol 2% e polivinil pirolidone 2%) . ADN não-homó logo 

(esperma de salmão) foi desnaturado através do aquecimento , 

à 100°C, por cinco min , e adicionado à solução de hibridização 

para uma concentração final de 500 ~g/ml . Depois do 

sel a mento , o saco plástico foi incubado , à 65 °C, por três h . 

3 .4. 8 . Hibr idização 

Depois da pré-hibridização , nos sacos p lás ticos 

contendo as membranas e a solução de hibridizaç ão foi 

ad iciona do todo o produto de preparação da sonda de pCuR2 . A . 

A s onda foi previame n te de sna tu ra da , através do a quecimento , 

à 1 0 0°C, duran t e ci nco Inl n . O aco plástico fo i novament e 

fechado e i nc 1bado , à 65 C, por , no mínimo , 1 h . 
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3.4 . 9 . Lavagem 

Depois da hibridização , qp membranas foram removidas 

dos sacos plásticos e lavadas duas vezes em solução 2x SSC 

contendo 0 , 1% de SDS , à 65 °, por 15 min . Uma lavagem final em 

0 , 1x SSC foi seguida pela secagem , à temperatura ambiente e , 

d e pois, a utorad iografadas . 

3 . 4.10 . Autoradiografia 

As membranas foram envolvidas em plástico aderente 

(S a ran) e fixadas em cassetes . A autoradiografia foi 

r ea lizada usando filmes de Raio X (Fuji) . Os cassetes foram 

d e ixa dos a - 2 0°C por um tempo variável (1-10 d ias ) , d epende ndo 

da int ensidade d a r ad ioa t i vidade das memb ranas . 

3 . 5 . Titulação d a Viru l ênc i a 

:"\ virulência de cada um dos 16 i solados de Xc c 

submetidos à ava liação do perfi l de r estri ç ão plasmi d i a l f oi 

comparada entre si através da relaç ão dose/probit-respo sta . 

Células de cada isolado cultivado por 48 h , à 28 °C, em meio 

LPA , foram co l etadas com o auxílio de cotonetes , e suspensas 

em solução tampão f os fato O, O 1 H ( K2 HP0 1 , 1 , 13 ; KH7.P0
4

, O, 4 8 

g/1) . As suspensôes de células de cada isolado foram 

aj stadas em espectrofotôm tro para O, 3 de bsorbância ( 0
6
z

0 

= 0 , 3) , calibrada com a solução tampão . Folh s de pomeleiro 
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(Citrus paradisi Macf.) , plantas com quatro meses de idade , 

aprox imadamente 30 em de altura , foram marcadas com fitas 

colorida s . Três pl a ntas por isolado , oito folhas por planta 

e duas fo lhas por diluição d e célu l as bacter i anas foram 

inoculadas através da p e rfuração de cada folha em 1 0 pontos , 

cinco em cada l a do da nervura p r incipal. A perfuração foi 

fe ita com um conjunto de cinco alfinetes ( 0 , 5 em de diâmetro ) 

fixados em cortiça , eqüidistantes , esterilizados , diferentes 

para cada isolado , cujas pontas foram umedecidas n a 

respectiva s u spensão de células bac terianas . As plantas foram 

ma ntidas cober t as c om saco plás t i co trans parente durante 24 

h antes e 120 h depois da inoc ul a ção em casa - de - vegetação , 

com temperaturas mínimas de 27 , 8 e 16 , 2 e máximas de 37 , 8 e 

31 , 5°C na primeira e segunda vez , respect ivament e , em que o 

exper ime n t o f oi c onduzido . 

Avaliação . O r esult ado da inocul a ç ã o fo i considerado 

posit i vo quando h avia a presença de ca lo c or t icóide , no local 

perfu rado , 10 dias a pó s a inoculação . 

Obtenção das equações dose/probit-resposta . A r e l a ç ã o 

dose/p r ob i t - respost a que for a es tabelec i da por ERCOLANI 

(1984 ) , f o i fe i ta uti l i za ndo a tabe la de scr i t a po r FINNEY 

(197 1) e apresentada no Apêndice 4 . As c on cen traçõ e s de 

c é lu la s bac terianas , c or r espondendo à s dose s , fo ram 1 0 , 1 , 

0 , 1 e 0 , 01 , relativas às diluições de 10 ~' , 10 -1 , 10-2 e 10-3 , 

respectivamente . 
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4 . RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4 .1. Isolados de Xanthomonas campestris pv. citri 

Os isolados de Xanthomonas campestris pv. citri 

(Hasse) Dye (Xcc) obtidos e uti li zados neste trabalho são 

oriundos de municípios do Estado do Rio Grande do Sul 

importantes t anto no contexto de produçã o citrícola como de 

influência do cancro cítrico (CC) (Tabe la 1) . O isolado de 

São Sebastião do Caí (SSCs 131) provém da maior região 

produtora de frutas cítricas do Rio Grande do Sul. Os 

isolados provenientes da r egião das Missões (S ã o Miguel das 

Missões e Santo Ângelo) representam locais onde atualment e 

desenvolvem-se projetos de expansão da citricultura . Os 

isolados de Uruguai ana e Bela Uni ão constituem-se em 

representant es da região fronteiriça com a Argentina . 

Os isol ados 106R . A E 106 . B (Tabe la 2) são bactéri as 

que não foram ident ificadas e se caracterizaram , além da alta 

resistência ao cobre , por apena s promover reação de hipersen-

sibilidade , quando inoculadas em folhas de laranjeira (Citrus 

sinensis (L . ) Osbeck) . 106R . A e 106R.B foram obtidos duran e 

o processo de isolamento de Xcc a partir das fol has de laran-

jeira onde , provavelmen e , d esempenhavam a fu nçã o de epíf itas . 

t to c r L l~n.:J • 
úcncloo!a dG .:Ãll 

1Jlblloüca 
orf 
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TABELA 1. Municípios de or1gem dos isolados de Xanthomonas 
campestris pv . citri e experimentos a que foram 
submetidos no presente trabalho . 

Isolado 

URCs 101 
URCs 102 
URCs 103 
URCs 104 
BUCs 105 
BUCs 106 
BUCs 107 
SACs 10 8 
SACs 109 
SACs 110 
SACs 111 
SACs 112 
SMMCs 113 

SMMCs 114 

SACs 117 
SACs 118 
SMMCs 121 

SACs 126 
SACs 128 
SACs 130 
SSCs 131 

Municípi o 

Uruguaiana 
Uruguaiana 
Uruguaiana 
Uruguaiana 
Bela União 
Bela União 
Bela União 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
São Miguel 
das Missões 
São Miguel 
das Missões 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
São Miguel 
das Missões 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
Santo Ângelo 
São Sebastião 

do Caí 

Restrição 
Plasmidial 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

Titulação 
Virulência 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

Homologia 
Genes cuc 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ e - r e presentam a utilização, ou não , respectivamente , do isolado no 
r efe rido experimento 
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TABELA 2. Outras bactérias utilizadas no presen te traba lho 

Isolado 

HB 10 1 
106R.A 
106R . B 

Nome científico 

Escherich i a coli 
Desconhecido 
Desconhecido 

Propr i edades r e l evantes 

Vetor de plasmí deos 
Resistên cia ao cobre 
Res i stênc i a ao cobre 

Folha s de laranjeira , inoculadas com as suspensões de 

células bacterianas de Xcc , apresentaram um amare l ecimen t o 

punt i forme e translúcido , l evemente sa l iente , entre 8 a 1 0 

dias após a inoculação. Em seguida , o tecido afetado sof r eu 

uma erupção 11 esponjosa 11
, no início esbranquiçada e depois 

parda , com um halo amarelo . 

Os isolados de Xcc não cre sceram em me l o tetrazólio 

caracter i zando sua sensibi l i dade . A ausência de variação n a 

coloraçã o do meio HF (azul p ara a mare lo) é ind icativo de que 

o s i s ol ados n ão são fermenta tivo s . As cél u las d os iso l a dos 

também c a r a cterizara m-se por s e r e m Gram-negati v a s . 

4 . 2 . Tes t es no melo CYE 

A sens i bil idade ao cobre dos 21 i so lados de Xcc r 

testados em me i o CYE , ac rescido de dif rentes q ua ntidad es d e 

su lfa t o d e cobre ( CuSO~ ), foi homogên e . A con e nt ração mí nima 

in ibitó ia (CMI ) f oi determi n a a como 1 0 0 p g /ml de CuS0
1 

(40x10 -2 mM) p a ra t odos o s isolados . Es es resultados confer em 

aos 2 1 iso l a dos a c a r a c terização como sen íveis a o c obr e , 

baseando- se e m comparações c om os val o res das CMi s d e outras 
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espéci e s e patovares de bactérias , também consideradas como 

sensíveis . MENKISSOGLU & LINDOW (1991b) também afirmam que a 

separação e n tre es ti rpe s sensíveis e r es istentes é b aseada em 

diferenças na to lerância à concentração de cobre que podem 

ser de 10 até 80 vezes superior , o que d e finitivamente não 

foi o caso dos i solados de Xcc . 

4 . 2.1 . Sensibilidade ao cobre 

Os cúpricos não têm sido utilizados com frequência e 

regularidade como componentes do contro l e do CC , o que 

provavelmente tem influência na sensibilidade d e Xcc em 

relação ao cobre . 

A indicação de que os i so lados de Xcc utili zados no 

presente traba lho são sensíveis ao cobre poderia apresentar 

magnitudes di ferentes se a relação com os cúpricos fos se 

próxima àquel a dos casos de X . c . pv . ves icatoria (STALL et 

al . , 1986) e Pseudomonas syringae pv . syr i ngae (SUNDIN et al . , 

1989 ) . Isolados de Xcc provenientes de regiões onde os 

cúpricos constituam-se em componentes freqüentes no combate 

ao CC , como a Argen ina e Japão , poderiam apresentar CMis com 

valores mais elevados . Experimentos em casa-de -vegetação com 

plantas cítricas sendo subme idas a aplicações de cúpricos 

seguido de inoculação com Xcc e posterior rec uperação dessa 

bactéria pode se constituir em procedimento adequado para se 

obter isolados resistentes ao cobre . 

A sensibilidade dos i alados ao cobre em meio CYE , 
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também constitui indicativo do estágio biológico o u evolutivo 

em que se encontra Xcc no Rio Grande do Sul , o que poderia 

ser devido à baixa freqüência .. de mutação espontânea , e 

ausênc ia de mecanismos especia i s de resistência ao cobre . 

4 . 2 . 2 . Relação entre os testes " i n vitro " e "in vivo " 

MENKISSOGLU & LINDOW (19 91b) , ao fazerem aval i ação da 

real concentração de íons de cobre l ivres no meio CYE , com 

di f erentes quantidades de cuso4, demonstraram que a adição de 

100 1-lg/ml , ou seja, 40x10- 2 mM de CuS0
4 

conduz a uma 

concentração final aprox imada de O, 31 11 g /ml ou 4 , 8 4xl O - 3 mM 

de íons de cobre livres (Apêndice 1) . Essa última 

concentração menciona da , expressa em pCu (logar itmo negativo 

da concentraçã o molar de íons de cobre ) , assume o valor de 

5 , 3 e repres e nt a a CMI obti da para Xcc . MENKISSOGLU & LINDOW 

(1991a ) verificara m que a conc e nt ração má xima d e íons de 

cobre detectada s nas f olhas d e l aranj e ira , 6 2 dia s a p ó s a 

apli cação de CuS04 , e ra de 15 x 10-9 M ou pCu 7 , 8 (Apêndice 

2) . Ao compara r a CMI d e Xcc com a conc e ntra ç ã o máxima 

regi s trada sobre as fol has de l aranj eira poderi a se s upo r que 

a aplicação d e CuSO~ jamais causar i a toxidez à Xcc . Diga- se , 

poré m, que Xc c dispõe de elementos nutriciona i s com ma ior 

fac ilida d e em me l o de cu l tura , no c a so CYE , do qu e n a 

supe rf íci e fo l ia r , o que c er ament e promove d i f e r e nça s na 

taxa d e sob revivência e cre s cim nto . T t es para v e rifi car a 

sobrevi vê ncia d e Xc c em água com difere nt es conc e ntraç6es de 
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CuS04 , como fora feito para P . syringae (MENKISSOGLU & LINDOW, 

1991b) , podem indicar condições mais próximas às obtidas no 

campo . No entanto, os resultados obtidos sugerem que 

tratamentos com cúpricos seriam eficientes no contro l e do CC 

a nível de Rio Grande do Sul visto a sensibilidade da 

população de Xcc ao cobre . 

4.3. Isolamento do ADN plasmidial 

A lise celular promovida por lisozima não permitiu a 

adequada separação entre ácido deoxiribonucleico (ADN) 

cromossomal e plasmidial. A lise alcalina descrita por KADO 

& LIU (1981) apresentou melhores resultados , porém a presença 

de ADN cromossoma l ocorria em muitas amostras, exigindo a 

repetição do processo de extração durante várias vezes . 

Tratamentos de lise alcalina , à 55-65°C, por 15 a 20 minutos, 

não foram eficientes para eliminar o ADN cromossomal e 

possivelmen t e o ADN pl asmidial linear. Igua lmente , 

aquecimento à 93-95 °C, por cinco minutos, seguido por rápido 

resfriamento em banho de gelo, não diminuiu a quantidade de 

ADN linear . 

Em ge l agaros e , as bandas resultantes da res trição do 

ADN plasmicial , normalmente se caracterizavam pela b a ixa 

intensidade de definição , como relatado por CIVEROLO (1985) . 

A concentração de 0 , 7% de agarose nos gel demonst rou ser a 

m is adequa~a para separar os ragmentos de ADN plasmidial . 
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4 . 3.1. Características do ADN plasmidial 

A presença de plasmídeos fpi detectada em todos os 16 

i solados de Xcc utilizados no experimento para determinação 

dos níveis de similaridade baseando-se nos perfis de 

restrição plasmidial. Considerou-se que a determinação dos 

níveis de similaridade utilizando 16 isolados, oriundos d e 

municípios importantes em termos de citricultura , era 

apropriado como a mostragem preliminar sobre Xcc ocorrente no 

Rio Grande do Sul . 

Ocorreu o aparecimento de perfis de restrição 

plasmidial com c a racterísticas distintas , ou seja, com muita 

e pouca similaridade entre isolados. Os fragmentos de menor 

e maior dimensões proporcionado pel a a ção da enzima de 

restrição Hindiii foram d e 2 , 532 kb e 28 , 023 kb, 

respectivamente, e nquanto que pe l a a ç ã o da enzima de 

r e s t riçã o BamH l f ora m de 1 , 999 kb e 23 , 661 kb , 

r e s p ectivamente . Ob serva- s e n a Figura 1 a ba ixa definiç ã o de 

intensidade da s bandas dos fra gme n tos p l asmidia is confi rman do 

os resultados obti d o s por CIVEROLO (1985 ). Além dis so , 

p e r ceb e -se que o perf il d e r est ri ção dos isolad os URCs 1 02 

(2), SMMCs 113 (3 ) e SACs 112 (4) apresen tam n úmero e po s i ção 

d e banda s c om malor seme lha nça entre si em comparação com o 

i solad o BUCs 10 6 (5) . A Figura 2 apresenta os perfis de 

restrição d os isolados SSCs 131 (1) , SMMCs 121 (2 ) e SAC s 117 

(3) d e mon s trando muita similarid de . As maiores diferenças 

e nt r e isolados se l im i tam à ausência de algumas bandas do 

- - ------------------------------------------------
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2 3 4 5 

FIGURA 1 . Perfil de restrição plasmidial dos isolados 
URC s 1 O 2 ( 2 ) I SMMC s 113 ( 3 ) I SAC s 112 ( 4 ) e 
BUCs 106 (5) de Xanthomonas campestris pv . citri l 
digerido com BamHI . O número 1 refere-se ao fago 
lambda digerido com Hindiii . 

~I 
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1 2 3 4 

Kb 

-23,6 

- 9,5 

- 4,3 

- 2,3 

- 2,0 

FIGURA 2 . Per fil d e restrição plasmidial dos isolados 
SSCs 131 (l) , S!'1MCs 121 (2) e SACs 117 (3) de 
Xanthomonas campestri s pv . c i tri , quando digerido 
com BamH I . O número 4 refere-se ao fago lambda 
digerido com Hi ndiii . 
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isolado SACs 1 17 ( 3) . 

A opção pela aval i ação dos perfis some nte de 

plasmídeos d iger idos foi baseada nos resultados obtidos por 

LAZO & GABRIEL (1987) , os quais indicam que muito s patovares 

de X . campestris apresent am p l asmídeos n ão -digeridos de 

dimensõe s igua is ou muito próximas , porém com perf i s 

totalmente diferentes quando d i gerido s . A ocorrência de 

perfis simi l ares de plasmídeos não -digeridos entre indivíduos 

diferentes , no caso , patovares , pode conduzir a erros de 

avaliação na eventualidade de usar esse processo na 

identificação . Quanto maior o número de bandas em gel de 

agarose de p l asmídeos digeridos , menor a probabilidade de 

erro n a ide ntificação , pois a umentam os elementos para 

comparações . 

4 . 3.2 . Fragmentos comuns 

Observou-s e com f r equ ê n c i a a p r esença d e fr a gme ntos 

pl asmi dia i s de dime n sões claramente i nscritas dentro d e 

determi nados intervalos r e l a tiva mente es t re i tos e com d e svios 

p ad r õ es con iderados p e quenos . A açã o de BamHI proporc ionou 

o a p a r ec ime n t o de fr agme ntos d e ADN plasmidial com dime nsões 

p r ó ximas a 4 , 1 kb (méd ia de 4 , 144 kb ; de sv i o padrão de 

0 , 091 kb) m 62 , 5% dos isolados . A ação de Hindiii r esultou 

no aparecimento de fragmentos de ADN plasmi dial com dimens ões 

próximas a 6 , 8 kb (média de 6 , 82 9 kb ; desvio padrão d e 

0 , 172 kb) e próximas a 9 , 6 kb (méd i a d e 9 , 601 ; d esvio padrão 
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de 0 , 273 kb) em 62 , 5% e 50% dos isolados , respectivamente . 

Os resultados obtidos , indicando que fragmentos 

plasmidiais com dimensões próximqs a 4 , 1 kb , digeridos com 

BamHI , foram encontrados em 62 , 5% dos isolados , se assemelham 

aos dados obtidos por PRUVOST et al . (1992) , segundo os quais 

85 , 2% de 42 estirpes pertencentes à forma A de CC apresen-

tavam um fragmento plasmidial de 4,2 kb , .também , quando da 

digestão com BamHI . PRUVOST et al. ( 1992) quando utilizaram 

o fragmento mencionado acima , como sonda em sistema de 

hibridização radioativa , constataram a ocorrência de 

hibridização com o ADN total de todas as 42 estirpes perten-

centes à forma A utilizadas em seu trabalho , e até estirpes 

pertencentes a outras forma s (B , C e D) . O uso de sondas a 

partir de fragmentos plasmidiais de Xcc em sistema de 

hibridiza ç ã o r ad ioativa pode , então , se configurar em dispo-

sitivo aplicáve l na identificação do agente causador do CC . 

o perfil de restriçã o de cinco isolados de Xcc , 

produzido pe l as e nzimas BamHI e Hindii i, é demonstrado na 

Tabela 3 . 

4 . 3 . 3 . Avaliaç ã o do perfil de re tr ição 

Os ind ices d e similaridade entre iso lados variaram 

muito m cons quênc i a da multiplicidade de fragmentos 

obt i dos . A menor e a maior porcentagem de similaridade, 

r esult a n te da média produzida pela ação das enzj mas de 

r est rição BamHI e Hindiii oram de 13% para os i~olados 
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TABELA 3. Perfil de r e striçã o plasmidial 
Xanthomon a s c ampestris pv citria 

de isolados de 

Dimen são dos Fragmen tos (pb ) b 

Isolado : URCs 104 SACs 110 St111Cs 11 4 S!\.Cs 118 Enz i ma c : H B H B H B H B 

15523 11135 15523 1 4 94 8 15 283 9215 17018 10891 

9594 9467 9594 7585 6207 5835 9618 8714 

6719 4871 6719 5308 30 49 3689 6970 4650 

4318 4582 3 44 5 4086 

3233 3222 

2498 

•Média de duas repetições 
bPares de bases estimados ut iliza ndo o fago lambda , digerido com Hindiii , como padrão 
•H= Hi~di i i ; 8= BamHI 

SACs 128 
H B 

15 1 62 10767 

10370 614 3 

7047 4194 

4 4 82 3266 

1999 
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URCs 101 e SMMCs 114 e 86% para BUCs 106 e SACs 111 (Tabela 
4) . 

O histograma de distribuição da frequência dos 

coeficientes de similaridade aponta para uma curva de 

distribuição normal e simétrica. Setenta e s e te coeficientes, 

64 , 01% do número total de comparações possíve i s ( 12 O) , 

apresentaram índices iguais ou superiores a 0 ,5 (Figura 3) . 

o fenograma (Figura 4) reve lou a formação de pelo 

menos três grupos distintos e com índices de s imilaridade 

muito próximos dentro de cada grupo , indicando que a análise 

de perfis de restrição plasmidial pode ser uti li zado na 

identificação de Xcc . A viabilidade da utilização do sistema 

d e '' fingerprint ", basea do no perfil de restrição plasmidial 

de Xcc, dependerá da seleç ão d e pe r f is d e isolados realment e 

representa tivos d e c a d a grupo , para compa r açõe s com i s olados 

sem ident ifica ç ão . Observou-se q u e todos o s i s ol a do s 

apresen ta ram b as t a nt e h omogeneidade d entro de cada grupo 

de f i n ido hi e r arquicamente . Nesse aspecto , com exceç ã o do 

isolado SACS 1 1 2 , a análise hierárquica estabeleceu que todos 

os dema is i so l ados apresentavam porcentagens de similaridade 

de , no mí n imo , 5 0% ( 0 , 5 ) dentro de cada grupo q u e , em termos 

fenológicos , e xpressam jus tamente homogeneidade . 

Dev e-se des acar que a análise hi rárquica não 

revelou a e x istência de relação entre a origem dos isolado 

(municí_ ios ) e o nível de similaridade . Esta úl ima 

afirm tiva pode ser represent da pelo caso dos isolado-
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TABELA 4. Porcentagem de similaridade entre iso lados de Xanthomonas 
campestris pv. citri baseado no perfil de r estr ição do ADN 
plasmidial digerido com Bam H I e Hind III 

SIMILARIDADE ( %) * 

Isolado 101 102 104 106 110 111 112 113 114 117 118 12 1 1 26 12 8 130 131 

URC s 101 83 33 45 33 37 37 50 13 29 31 44 53 48 28 57 

URCs 102 42 41 42 31 17 29 20 37 39 52 62 40 35 65 

URCs 104 55 62 79 48 29 64 80 78 77 78 65 60 65 

BUCs 106 80 86 71 39 49 63 5 1 70 71 71 65 71 

SACs 110 79 62 29 43 70 56 77 64 65 53 57 

SACS 111 50 31 56 72 58 80 67 55 63 54 

SACS 112 62 39 44 42 37 33 41 63 34 

SMMC s 113 63 46 39 44 45 62 53 58 

SMMCs 114 67 53 47 67 70 47 60 

SACs 117 60 80 67 70 72 70 

SACs 118 67 71 59 58 53 

SMMCs 121 80 68 76 67 

SAC s 126 80 63 83 

SACs 128 39 50 

SACs 13 0 67 

SSCs 131 

---------------------- --- - ----- ---------------

Média de duas repetições 

Cwzo:ogla de ' l 

~JbLicieca 
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FIGURA 3 . Histograma da distribuição do coeficiente de 
similaridade do perfil de res rição p l asmi d i al 
entre isolados de Xanthomonas campestris pv . 

·citri . 
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Fenograma de similaridade da relação entre os 
isolados de Xanthomonas campestris pv . citri , 
utilizando o método de ligação completa . 
aÍS = Índice de Similaridade 
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SSCs 131 e SACs 126 que apresentaram extrema similaridade , 

mas , no entanto , são originários de regiões distantes (São 

Sebastião do Cai e Santo Ângelo , .respectivamente ) . 

O fenograma foi obtido pelo método de ligação 

completa e apresenta uma distribuição muito próxima àque l a 

obtida por PRUVOST et a l. (1992), com a formação , também , de 

pelo menos três grupos distintos para est irpes pertencent es 

à forma A . 

A utilização de ADN plasmidial , seJa em sistema de 

" fingerprint " ou "rest riction fragment length polymorphisms" 

(RFLP ), poderá constituir- se em s ist ema auxi liar na identifi-

cação de Xcc , embora com limitações . Não se e ncontrou relatos 

n a l iteratura sobre a de terminação de qua l seJa a técnica 

mais adequada , dentre as tantas utilizadas e já mencionadas 

( 2 . 5 . 2 . ) , para caracterizar a bactéria causadora do CC , 

embora malorla dos pesquisadores sobre o assunto , evitem 

comparaçõe s . Ao que parece porém, é que todas as técnicas 

utilizadas , como fora observado quando da utilização do ADN 

plasmidial em sistemas "fingerprint ", também apresentam 

limitações . Além disso , de acordo com KRAW IEC (19 85) , o ADN 

isoladamente não contemp la todas as diferenças e nt re 

individuas , no ca o , bactérias . 

Trabalhos com mais isolados , e oriundos de regiões ou 

paises diferent es , provavelme~te fornecerão uma melhor 

dime n são sobre a utilidade do plasmidial para 

ident if icação de Xcc . 
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4 . 4 . Homologia com a sonda pCuR2 . A 

A homologia entre o ADN total dos 21 isolados de Xcc 

e o fragmento pCuR2.A de X . c . pv . vesicatoria não foi 

cons tatada a través do teste de hibridização por sonda 

radioativa. Nese aspe cto , a Figura 5 revela que não houve 

hibridização e ntre o ADN total de 10 i s olados de Xcc (URCs 

101 , URCs 103 , URCs 104 , BUCs 107 , SAC s 108 , SACs 109, SACs 

110 , SACs 111 , SMMCs 113 e SSCs 131 e dois i solados 

b a cterianos (106R . A e 106R . B) , sem cl a ssificaçã o conhecida e 

com alta resistência ao cobre (CMI de CuS04 , em meio CYE , 

igua l a 112x10-2 mM), e m relação ao fr a gmento pCuR2.A de X . c . 

pv . vesicatoria . 

A aus ê ncia de homologia entre o ADN total dos 21 

iso l a d os de Xcc e a sequência clona da pCuR2 . A, or i unda de 

est irpe de X .c. pv. v e sicatoria com resistência ao cobre , 

es t á d e acordo com a sensibilidade ao cobre apresentada por 

eles em meio de c ult u r a CYE . Apesar da s intonia e ntre 

resultados, o f a to d a sonda pCuR2. A não ter hibridizado c om 

o ADN tota l dos 21 iso l ados , c onstitu i- se em ind icativo mu ito 

cons i sten t e , ma s não defini tivo , sobre a ausência de qualquer 

sequência c apaz de promover resistência ao cobre em Xcc . 

GARDE & BENDER (1991) não conseguiram detectar hibr i d ização 

entre o ~DN · ota l de estirpes de X . c . pv . vesicato ria com 

resistência o cobre e a sonda (4 , 4 kb) do plasmídeo pPT23D 

(BENDER & COOKSEY , 1987) envolvido co~ resis ência ao cobre 

em P . s y ri ngae pv . tomato . Neste caso é poss íve l que a 
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FIGUR .~ 5 . ADN total dos isolados de Xanthomonas campcstris pv . citri d i geridos com Hindiii (A) . 
"Sotlt h ern b l ot • do ADN total dos isolados de X . c . pv . citri com a sonda pCuR2 . A (B) . Os 
n úme r os representam os isolados URCs 101 (1 ), URCs 103 (2) , URCs 104 (3 ) , 13UCs 107 ( 4), SACs 
108 (5 ), SACs 109 ( 6) , SACs 110 (7 ), SACs 111 (8) , SMr1Cs 113 (9) , SSCs 131 ( 10) , 106R . A (ll), 
106:\ . B ( 12 ). O número 13 é a sonda pCur2 . A e o 1 4 é o f ago l ambrla digerido com BamHI e Hindiii. 
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a ausência de hibridização, proporc i onada pela ausência de 

homologia , e ntre as sequências de ADN responsáveis pe l a me s ma 

função fenotípica , no caso , resistênc i a ao cobre , deva-se ao 

fato de que os mecanlsmos de resistência para as duas 

espéc i es de bactérias sejam diferentes . 

A ausência de sequências altamente homó logas 

provavelmente a razão para a não-detecção de 

hibridização e ntre o ADN total dos dois isolados resistentes 

ao cobre , 10 6R . A e 1 06R . B, com a sonda pCuR2.A . 

4.5 . Titulação da v irulênc ia 

A titulação da virul ênc ia d e 16 isolados de Xcc foi 

obtida a part ir da inclinação das retas da relação 

dose/probit - resposta . Nenhum i solado induziu a formação de 

cal o cort icóide nas folhas de pome leiro ( Ci trus paradisi 

Macf .) quando usado na menor concentração , ou seja , 0,01 , 

nas duas vezes em que o exper imento foi conduz ido. Enquanto 

que quatro isolados induziram este sintoma na segunda 

concentração , 0 , 1 , no segundo experimento . 

A variação nos coefic i entes de i nc linações das retas 

(Tabela 5 ) , obt idas a partir dos va lores méd ios dos dois 

e xperimentos , registram uma diferença de O, 2 5 . Os ma i o r es 

coefic i entes de inclinações das retas foram obtidas com os 

isolados SACs 126 (0 , 35) e SACs 110 (0 , 34), e a menor foi 

obtida pelo isolado URCs 104 (0 , 10) . 
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TABELA 5. Equações lineares e da relação entre a concentração 
de células de isol ados de Xanthomonas campestris 
pv . citri e a reação de folhas de pomeleiro (Citrus 
paradisi Macf . ) 

Isolado Equação 

URCs 101 Y= 0 , 18x + 3 1 5 * 
URCs 102 Y= 0 , 19x + 3 , 63 
URCs 104 y= 0 , 10x + 4 , 85 
BUCs 106 Y= 0 , 15x + 4 , 57 
SACs 110 y= 0 , 34x + 3,1 
SACs 111 Y= 0 , 21x + 3 , 88 
SACs 112 Y= 0 , 12x + 4 , 68 
SMMCs 113 y= 0 , 15x + 4 , 65 
SMMCs 114 Y= 0 , 12x + 4 , 23 
SACs 117 Y= 0 , 1Sx + 4 , 65 
SACs 11 8 Y= 0 , 24x + 3 , 91 

SMMCs 121 Y= 0 , 21x + 4,32 
SACs 126 Y= 0 , 3Sx + 2 , 9 
SACS 128 Y= 0,27x + 3,78 
SACs 130 y= 0 , 26x + 4 , 27 
sscs 131 y= 0 , 24x + 4 , 39 

*Média da avaliação de seis plantas inoculadas com um 
isolado em experimento conduzido duas vezes 
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As inclinações das retas foram maiores no primeiro do 

que no segundo experimento (da dos não apresentados ), devido , 

provavelment e , à temperatura mais e levada . 

As diferenças nas inclinações de retas confirmam a 

existência de isolados com maior vi rul ência no Rio Grande do 

Sul. Essa informação é importante no sentido de se conhecer 

as caracterí sticas de Xcc e dimensionar os l imites de 

eventu a is medidas de controle como , por exemplo , o 

melhoramento de plantas . 

Correlação entre a virulência e o perfil de restrição 

plasmidia l . Os dois isolados mais virulentos (SACs 126 e SACs 

110) foram utilizados para verificação do nível de correlação 

entre o índice de similaridade com os dema i s isolados , 

estabelecido pelo perfil de restrição plasmidial , e os 

coeficientes de inclinação das retas obt idas pel a relação 

dose/probit-re sposta . o objetivo era verif icar se a 

distribuição dos índ ices de similaridade de todo s os 

isolados , quando comparados com o isolado de maior 

v irul ência , apresentava-se ordenada , decrescente e com 

relação diret a com a d istribuição nominal dos coeficientes de 

inclinação da s retas determinado para cada isolado . Os 

índices de correlação obtidos foram r = O, 148 , t = O, 5398 

( Prob . > t = O I 6 O 3 8) e r = O I 3 O 1 1 t = 1 1 13 6 2 ( Prob . > t = 

0 12761 ) em relação aos isolados SACs 110 e SACs 126 1 

respectivamente. Os índices de correlação ( t e r) foram 

considerados insatisfatórios para estabelecer uma relação 

d i reta e linear entre virulência e perfi l plasmidial 
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(Figura 6 e 7) . 

Reconhecimento de regiões específicas . Como os níveis 

de similaridade entre isolados fo_;ram determinados em função 

da homologia entre as sequências de ADN plasmidial, uma vez 

que as endonucleases promovem a clivagem de ADN em ' sequências 

específicas , decidiu-se verif icar a correlação entre perfil 

de restrição plasmidial e virulência . Em síntese , buscava-se 

determinar se as diferenças observadas em relação à 

homologia , em regiões específicas de ADN plasmidi al e , 

reconhecidas pelas endonucleases , eram correlacionadas com as 

diferenças observadas em relação à virulência . Se houvesse 

uma tendência de que , por exemplo , os isolados considerados 

mais virulentos , definidos pela relação dose/probit - resposta , 

apresentassem índices de similaridade elevados entre si , 

definidos pelo perfil d e restrição plasmidial , a hipótese de 

correlação entre perfil de restrição plasmidial e virulência 

seria confirmada . O que deveria ocorrer igualmente, é que os 

isolados de menor virulência deveriam apresentar maior 

similaridade entre si, fato este , também não confirmado 

estatisticamente . Em função da inexi stência de correlação , 

supõe-se que o ADN cromossoma l seja responsável pela função 

fenotípica da virulência . 
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FIGURA 6 . Análise de correlação linear entre a similaridade 
plasmidia l com o isolado SACs 110 e a virulência de 
15 isolados de Xanthomonas campes t ris pv . citr i . 
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FIGURA 7 . Análise de correlação linear entre a similar idade 
plasmidial com o isolado SACs 126 e a virulênci a de 
15 isolados de Xanthomon as campestris pv . citri. 
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5 . CONCLUSÕES 

1. Os isolados de Xanthomonas campestris pv . citri (Hasse) 

Dye (Xcc) são sensíveis ao cobre . 

2 . Os resultados obtidos sugerem que tratamentos com cúpricos 

seriam eficientes no controle do cancro cítrico a nível de 

Rio Grande do Sul vi s to a sensibilida d e d e Xcc ao cobre . 

3. O uso de perfi s de restrição plasmidial na identificação 

de Xcc dependerá da escolha de perfis representativos dos 

grupos definido s hierarquicamente para eventuais 

compara ções . 

4. A conservação de determinados fragme ntos plasmidiais 

indica possibilida d e d e uso de sondas pl a smidiais na 

identificaçã o de Xcc . 

5 . Se o conteúdo genômico do s i s olados de Xc c c odi f i ca 

r es i s tência a o cobr e , a sequênc i a de nuc l eot ídeos não é 

h omóloga à apresentada po r X . c . pv . vesicatori a . 

6 . As d ife r enças na virulênc i a não se correlacionaram com 

d i ferenças no perfil de restrição do ADN plasmidial dos 

isolados de Xcc , suge rindo que o ADN cromossomal seja o 

responsável pela fenotipia em questão . 

.J ntl• .t~tto ' 
~~_,g!a de 

1JlblJoúctJ 
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APÊNDICE 1. Concentração de íons de cobre livres no meio CYE 
em função de diferentes quantidades de CuS0

4 (MENKISSOGLU & LINDOW, 1991b) . 
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APÊNDICE 2 . Concentração de íons de cobre nas folhas de 
Citrus sinensis (L.) Osbeck tratadas com CuS04 
(MENKISSOGLU & LINDOW , 1991a) 
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Mapa de restrição do clone plasmidial pCuR1 de 
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria envolvido 
com resistência ao cobre . As letras indicam as 
enzimas de restrição; (E) EcoRI, (H) Hindiii, 
(Bg) Bglii e (B) BamH) (GARDE & BENDER , 1991 ) . 
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APÊNDICE 4. Tabela de transforma ção de probabilidade s e m 
probita (FINNEY,l971) aA conv ers ã o é feita a 
partir do coefici e nte percentua l de re s p o sta p a r a 
probit . 
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