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l. RESUMO

O presente trabalho teve corno objetivos invest� 

gar em Xa.nthomo n.a..õ c.a.mpe.õt1t,l.t, a produção de bacteriocinas 

diferentes isolados bem corno verificar os niveis naturais 

resistência da bactéria a antibióticos e compará-los com 

por 

de 

veis anteriormente obtidos, em um tentativa de detectar um po� 

sivel aumento nos mesmos ao longo dos anos e o possível envol

vimento de elementos extracromossôrnicos nessa resistência. Pa 

ra tanto, foram isoladas 17 amostras de X. c.a.mpeJ>tJtL.ô de dife

rentes locais do Estado de são Paulo e de diferentes varieda

des de B1ta..õ.õLc.a ole1ta.c.e.a. • Os resultados indicaram que, 4 7% 

dos isolados são produtores de bacteriocinas e que alguns de

les se prestam corno indicadores da produção dessas bacterioci

nas por outros isolados, não havendo relação entre a produção 

dessas substâncias e local ou variedade de onde as amostras fo 

ram isoladas. Com relação à resistência a drogas os níveis de 
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resitência dos isolados varia.raro de 2 a 4 µg/rnl para estrepto

micina; 1 a 8 µg/ml para canamicinar 0,02 a 2 µg/ml para tetr� 

ciclina e 2 a 1024 ug/ml para penicilina. Os dados indicam 

que especialmente resistência a tetraciclina vem aumentando ao 

longo dos anos, possivelmente devido à seleção de mutantes pe

lo uso da droga no controle desta bactéria. Um poss!vel plas

mídio transferível que confere resistência à penicilina foi 

encontrado em um dos isolados. 
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2. INTRODUÇÃO

A podridão negra, causada por Xa.nthomona..õ c.a.m

pe.t>Z�i.õ {Pammel, 1895) Dowson, 1939, é a principal doença que 

ocorre em cruciferas, acarretando grandes prejulzos para as 

culturas. 

Essa bactéria tem sido observada em todo o pais, 

nas mais variadas condições, e uma das medidas de controle re

comendadas é o tratamento de sementes com antibióticos. 

Os antibióticos sao compostos produzidos por mi 

crorganismos capazes de inibir ou destruir outros microrganis

mos: possuem alto grau de especificidade e atuam em baixas con 

centrações. No entanto, as bactérias apresentam capacidade de 

sofrer mutações para resistência a estas drogas, tornando o 

tratamento ineficaz, pois nenhum agente quirnioterápico foi 

ainda descoberto para o qual as bactérias não desenvolvessem 

resistência (WATANABE, 1972). 
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A presença de plasm!�s portadores de fatores 

R em bactérias Gram negativas condiciona a ocorrência de resis 

tência múltipla a antibióticos. Em bacteriologia, o conheci

mento da existência de fatores R sob o ponto de vista genético 

tem grande aplicação, permitindo a transferência desses fato

res para outras bactérias. 

A disseminação do plasm!deo Ré comum, e recen

temente foi constatado que certas espécies de bactérias fitop� 

togênicas podem recebê-lo de EJche�i.chi.a coli "in vitro", agr� 

vando os problemas de controle de infecções bacterianas por an 

tibióticos. 

Além do plasmid eo R, outros tipos de plasmideos 

conhecidos em bactérias são aqueles produtores de substâncias 

que podem ter atividade contra linhagens senslveis. Essas 

substâncias foram estudadas primeiramente em E. coli., receben

do a denominação específica de colicinas. Outros estudos mos

traram a presença dessas substâncias em bactérias nao perten

centes ao grupo das coliformes, o que levou a uma denominação 

geral de bacteriocinas. 

vários pesquisadores têm utilizado a produção 

dessas bacteriocinas para a obtenção de melhores informações, 

geralmqnte para fins epidemiológicos, na identificação de mi

crorganismos quando as provas bioqulmicas ou serológicas nao 

são suficientes para caracterizar bactérias da mesma espécie. 
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O presente trabalho teve corno objetivos investi 

gar em Xa.n.thomon.a.õ ca.mpe..6ttr.i.s a produção de bacteriocinas por 

diferentes isolados bem corno verificar os níveis naturais de 

resistência da bactéria a antibióticos e compará-los com ní

veis anteriormente obtidos, em uma tentativa de detectar um 

possível aumento nos mesmos ao longo dos anos e o possível en

volvimento de elementos extracromossômicos nessa resistência. 



• 6 •

3. REVISÃO DE LITERATURA

3.1. O patõgeno 

A primeira citação sobre a doença "podridão ne

gra das crucíferas" foi efetuada por GARMAN em 1891, prejudi

cando a cultura de repolho durante os períodos de alta temper� 

tura e excessiva umidade (MEIER, 1934). 

BROWN e HARVEY (1920) confirmaram os resultados 

obtidos por GARMAN quanto à necessidade de alta temperatura e 

excessiva umidade para o desenvolvimento mais favorável da 

doença; mostraram que o patógeno penetra através dos estômatos 

e de ferimentos das raízes e do caule. 

Estudando o ciclo da doença, COOK et al-ii (1925), 

observaram que na natureza o estômato não é uma importante via 

de penetração do patógeno: esta depende da continuidade liqui

da entre a abertura estomatal e a câmara subestomática. 



• 7 •

A descrição dos sintomas da doença, do organi� 

mo causal, do ciclo da doença e seu controle, é feita por WAL

KER (1965), mostrando que desde seu primeiro isolamento o pató 

geno recebeu diversas denominações até ser definitivamente re

conhecido como Xanthomona-0 campe-0t�i-0 (Pammel) Dowson, 1939. 

o estudo do gênero Xanthomona-0, sua posição e 

variação em relação à planta hospedeira e em relação à sua ta

xonomia pode ser encontrado detalhadamente em uma revisão fei 

ta por STARR (1959), onde é citado que a classificação das bac 

térias fitopatogênicas era efetuada baseando-se principalmente 

na sintomatologia em hospedeiros, ocasionando um aumento pro

nuncido do número de espécies. 

DYE (1962) apresenta um trabalho bastante com

pleto sobre as características bioquímicas do gênero Xanthomo

naJ, onde ele compara 209 culturas, compreendendo 57 espécies 

até então reconhecidas, e concluiu que as mesmas nao poderiam 

ser diferenciadas por qualquer dos 30 testes por ele utilizado. 

Ele observou que essas bactérias formavam um grupo homogêneo, 

que poderia, entretanto, ser facilmente separado de outros mi

crorganismos que também produziam pigmentos amarelos e que ele 

incluiu em seus estudos para fins comparativos. 

DE LEY (1964) observou que a lista de 60 espe-

cies referidas no BERGEY'S MANUAL 0D DETERMINATIVE BAC.I'ERIOL(x;Y

(BREED et aZii
., 

1957) deveria ser em breve reduzida a poucas 
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espécies, devido a nao apresentarem características de diferen 

ciação importantes e que estas são quase exclusivamente basea

das na especificidade fitopatogênica. Um ano mais tarde, DE 

LEY e FRIEDMANN (1965) fizeram considerações sobre a dificuLda 

de da utilização de propriedades fisiolÕgicas para a classifi

caçao dos mircrorganismos. 

DYE e LELLIOTT (1975) observaram a necessidade 

da criação de dois grupos de Xa.n�homona..õ, onde um desses gru

pos, bastante homogêneo, seria representado por todas aquelas 

amostras do gênero Xa.n�homon.a..õ ditas tipicas que apresentassem 

crescimento em ágar simples, caracterizado pela presença de c� 

lônias elevadas, mucóides e com pigmento amarelo característi

co do gênero. Segundo esses autores, todas essas amostras se

riam agrupadas devido à sua semelhança, em urna única espécie: 

Xa.n�homona.-0 ca.mpe.ó�nl-0 (Parnmel) Dowson, 1939. 

3.2. Produção de bacteriocina 

GRATIA (1925), na Bélgica, observou que a amos

tra de E.õc.hen.i..c.h.i..a. c.ol.i.. O era inibida por substância liberada 

por E. coll V.Essas substâncias produzidas por numerosas linha 

gens de E. c.ol.i.. e que inibiam o crescimento de linhagens apa

rentadas foram denominadas de colicinas (FREDERICO, 1948) e to 

das elas constituem-se basicamente de proteínas. 

Após a demonstração de que esse fenômeno era 
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muito mais geral, ocorrendo nao somente em E. coli mas também 

em grande número de outras bactérias, tanto Gram positivas co

mo Gram negativas, foi adotado o termo geral "bacteriocina" 

para designar essas substâncias. A partir dai, adoraram-se os 

termos específicos colicinas, piocina, fluOcinas, carotovoric! 

nas e pesticinas, entre outros, para designarem as bacterioci 

nas produzidas respectivamente por E-6c.he1tic.h-la. c.oli, P.6e..u.domo

na..6 pyoc.ia.nea., P. 6lu.01te.6cen�, E1twinia. c.a.1totovo1ta. e Pa..6teu1ttl

la. pe-0ti-0 (REEVES, 1972). 

As colicinas, que sao as bacteriocinas mais es

tudadas, sao normalmente classificadas levando-se em considera 

ção a especificidade de sua adsorção em receptores específicos. 

Depois podem ainda ser classificadas em sub-tipos, de acordo 

com a resistência especifica das bactérias, pois as células 

bacteriocinogênicas são resistentes às bacteriocinas que elas 

próprias produzem (FREDERICO, 1957). 

REEVES (1965) apresentou em uma revisão diver-

sas familias que possuem linhagens produtoras de bacterioci-

nas. Há ocorrência de linhagens produzindo mais de uma bacte

riocina e mutantes resistentes a roais de um tipo de bacterioci 

na, trazendo dificuldades para a classificação baseada no uso 

de um indicador particular. 

NOMURA (1967) definiu bacteriocinas como subs

tâncias que são produzidas por certas linhagens de bactérias e 
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que sao ativas contra outras linhagens de uma mesma espécie ou 

de espécies correlatas. As bacteriocinas podem conter um mes

mo receptor específico, mas podem ser separadas uma das outras 

por sua resistência específica. 

BRADLEY (1967) classificou as bacteriocinas em 

2 grupos: em um grupo estão incluí.das as que apresentam baixo 

peso molecular, sensíveis à tripsina e termoestãveis, e em um 

outro� grupo, as substâncias de alto peso molecular, resisten 

tes à tripsina e termolábeis. t citado que a maioria das bac

teriocinas produzidas por bactérias fitopatogênicas são sensí

veis ao calor e resistentes à tripsina, sugerindo que elas pos 

suem alto peso molecular, porém agrobacteriocina 1, produzida 

por Ag�obacte4�um tuma6acien�, possui baixo peso molecular 

(STONIER, 1960). 

MISAGHI e GROGAN (1969) e SANDS (1970) fizeram 

a classificação de bacteriocinas baseada primeiramente em da

dos hutricionais e fisiol6gicos. 

Segundo HARTING et alii (1972), na elaboração 

de um esquema de classificação baseado na produção de bacterio 

cina é importante lembrar que o espectro da atividade de uma 

bacteriocina é constante, independente da amostra que a produ-

ziu. 

VIDAVER et alii (1972} classificaram as bacte-
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riocinas produzidas por P-0eudomona-0 -0y�ingae, P. pha�eol�cola, 

P. gly�inea em 11 grupos com base no espectro de atividade en

tre linhagens de uma mesma espécie, de espécies relacionadas e 

não relacionadas e entre gêneros. 

Entre os agentes que podem induzir maior produ-

çao de bacteriocinas encontra-se a luz ultra violeta (U. V.) , 

sendo observado primeiramente por JACOB et alii (1952) para a 

colicina ML-E. 

Estudos feitos por HERTMAN e BEN-GURION (1958) 

mostraram que houve detecção de bacteriocina 60 minutos após a 

indução por ulta violeta. {U.V.}, e que a produção por algumas 

linhagens suscetíveis através da indução de certos agentes de

pende principalmente das condições de crescimento da bactéria 

no meio de cultura. 

IVANOVICS (1962) observou que, sob condições 

normais, pouca colicina E
2 

era produzida, havendo um aumento 

quando a bactéria foi tratada com U.V. 

HAMON e PERON (1963) verificaram que o efeito 

da indução através da U.V. foi o de aumentar o espectro da ati 

vidade de algumas bacteriocinas, enquanto que VIDAVER (1976) 

observou que o espectro de atividade da bacteriocina produzida 

por P�eudomona-0 spp, após indução por u.v., aumentou em poucos 

casos. 
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ECHANDI (1976) verificou que Co11,yn.eba.c.-te.uu.m mi:_ 

chlga.n.en.-óe produziu bacteriocina em meio sólido e' em menor 

quantidade em meio liguido, observando que a luz u.v. e outros 

agentes não induziram aumento na produção de bacteriocina, e 

que o tipo de bacteriocina produzida não está relacionado com 

virulência ou características culturais. 

CUPPELS et aZii (1978} isolou e caracterizou a 

bacteriocina produzida pela linhagem B1 de P-0eu.domon.a.-6 -6ola.n.e

c.ea.4u.m que inibiu o crescimento de 43 linhagens entre 51 test� 

das, e a produção de bacteriocina aumentou devido à exposição 

da bactéria à luz u.v.

O estudo das bacteriocinas relacionado com veg� 

tais é mais ou menos recente; MISAGHI (1969) descreveu a pro

dução de bacteriocina por três espécies de P-6 eu.domon.a.-6 com ca

racterísticas fisiológicas semelhantes e patogênicas para a 

mesma planta, e que a presença de bacteriocina e a sensibilida 

de facilita a separaçao das espécies. 

HAMON et aZii (1961) estudaram 12 espécies de 

P-óeu.domon.a.-6 encontraram que uma linhagem de P. !a.ch11,yma.n-6 · e 

uma de P. op-ta.ta. produziram bacteriocinas que foram ativas con 

tra 5 espécies fitopatogênicas de P-óeudomon.a.-6. 

OKABE e GOTO (1963) descreveram as bacterioci

nas como proteínas naturais produzidas por células lisadas sen 
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síveis, e os métodos para sua detecção seriam semelhantes aqu� 

les usados para o fago. Algumas bacteriocinas agem sobre um 

número limitado de linhagens, outras têm uma grande faixa de 

açao. Estas substâncias foram detectadas em P. -0olanacea�um
1

Co�ynebacte�lum ln-0ldlo-0um e Ag�obacte�lum tameóaclen-0, sendo 

um dos primeiros estudos detalha.dos sobre bacteriocinas em bac 

térias fitopatogênicas. 

GARRET (1966) mostrou as diferenças existentes 

na produção de bacteriocinas por isolados de diferentes hospe

deiros. Foram ensaiados 45 isolados de P-0eudomona-0 -0y�ingae 

contra 8 que funcionaram como indicadores. Os isolados de pê

ra mostraram at:i.vidade bacteriana contra isolados de citros e 

vice-versa, separando as bacteriocinas em dois grupos. 

Condições culturais e nutricionais, incluindo 

temperatura e meio de cultura, podem afetar a produção de bac

teriocina. GILLES e GOVAN (1966} e GOVAN e GILLES (1969) ob

serv�rarn que houve maior produção de bacteriocina por P-0eado

mona-0 ae�ugino-0a em temperatura abaixo de temperatura Ótima p� 

ra a bactéria. Também P. -0olanacea�um, que apresenta o Ótimo 

de temperatura a 32°c, produziu bacteriocina a 30°c (CUPPELS, 

et alii, 1978). Dh VAY et alii (1968) mostraram que a ativida 

de de bacteriocinas em P�eudomona-0 -0y�ingae foi 

quando se adicionou peptona ao meio de cultura. 

paralizada 

VIDAVER et alii (1972) estudaram que Xan�homo-
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n.a-0 -0yJt.,i.,n.9ae, P.pha-0eolicola e P. glycinea produziram e foram

sensíveia a bacteriocinas utilizando meio sólido e meio líqui

do para detecção. A produção de bacteriocinas foi afetada pe-

la profundidade do ágar, idade da cultura, tipo da colônia, 

quantidade do inóculo e temperatura. Também foi citado nesse 

mesmo trabalho que 100% de P. -0yJr..,i.,n.9ae produziram bacteriocina, 

55% de P. glyc,lnea e 8% de P. pha-0eol,lcola em temperatura en-

20 24
° 

d � d - i e- 2a
º

c.tre a e, quan o o otimo as bacter as 

Estudos com C0Jt.yn.ebac:te1t.,lu.m spp visando à produ 

çao de bacteriocinas utilizando diferentes meios de cultura, 

foram feitos por ECHANDI (1976) e GROSS e VIDAVER (1970). 

Na possível utilização das bacteriocinas como 

controle das doenças de plantas, os trabalhos de KERR (1972), 

NEW e KERR (1972} e HTAY e KERR (1974) mostram que os autores 

obtiveram cerca de 90% de sucesso nesse sentido, quando inocu

laram sementes ou raízes de pêssego e cereja com bacteriocina 

produzida por uma linhagem não patogênica de AgJt.obac:teJr..,lu.m Jt.a

d,i.,obac:teJt.. O controle foi obtido inoculando inicialmente a 

bacteriocina. Quando o patógeno foi inoculado 

houve diminuição no controle. 

pr,imeiram�nte

ROBERTS e KERR (1974) verificaram que uma li

nhagem avirulenta de AgJr..obac:teJt.iu.m :tu.menacien-0 foi sensível às 

mesmas bacteriocinas que outra linhagem virulenta, sugerindo 

que a patogenicidade nao está associada à sensilidade. 
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KERR e HTAY (1974) novamente obtiveram sucesso 

controlando galha de coroa pela linhagem 84 de Ag Jto ba.c.:te.tr..lu.m 

Jta.d.loba.c.:teJt, mostrando correlação entre sensibilidade da linha 

gem patogênica à bacteriocina 84 "in vitro" e o controle bioló 

gico em plantas. Porém uma linhagem de A. :tu.me6a.c..len�, produ

ziu bacteriocina que foi ativa contra a linhagem 84 de A. Jta.

dioba.c.teJt, mostrando que ao mecanismo de controle é muito mais 

complexo do que a simples morte pela bacteriocina. 

VIDAVER (1976) em sua revisão sobre bacterioci

nas •mostra a ,possibilidade de controle de doenças , de plantas 

através dessas substâncias, existindo algumas que já foram pu

rificadas e ensaiadas contra certas doenças de plantas. 

MOORE (1979) apresentou uma revisão detalhada 

sobre a linhagem 84 de A. tr.ad.lobac.:tetr. produtora de bacterioci

na e seu emprego no controle da galha da coroa, mostrando que 

a bacteriocina possui um efeito preventivo e não curativo. 

3.3. Resistência a drogas 

As pesquisas sobre a resistência de bactérias a 

antibióticos e sobre o mecanismo genético dessa resistência re 

ferem-se na quase totalidade a bactérias de interesse médico, 

e as revisões de BRYSON e SZYBALSKI (1957), SCHNITZER e GRUN

BERG (1957), WATANABE (1963), HELINSKI (1973) e TRABULSI, 

{1973} mostraram a complexidade do assunto. 
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Sobre a atividade de antibióticos em bactérias 

fitopatogênicas e desenvolvimento de resistência os trabalhos 

são menos frequentes. GILLIVER (1946) observou a ação de tre

ze antibióticos em fungos e bactérias fitopatogênicas, incluin 

do X. campe�.tlli�. 

ARK (1947) verificou que estreptomicina em solu 

çao de 200 µg/ml era tóxica para catorze espécies de 

rias fitopatogênicas, para tratamento de sementes. 

bacté-

KATZNELSON E SUTTON (1951) estudando a ativida

de de seis antibióticos sobre bactérias fitopatogênicas, in

cluindo X. campeJt�iJ, observaram que aureomicina foi o mais 

eficiente, inibindo o crescimento da maioria das espécies de 

XanthomonaJ à concentração de 0,01 a 0,05 µg/ml. 

SUTTON e BELL (1954), considerando a eficiência 

de aureomicina no controle de X. campe-0t�i-0, ensaiaram várias 

conc�ntrações desse antibiótico e comprovaram que aureomicina 

em solução de concentração 1:1000 no tratamento de sementes 

foi o mais eficiente no combate da bactéria. 

Alguns antibióticos, como terramicina, aureomi

cina, tetraciclina, neomicina, cuja açao eficiente contra bac

térias fitopatogênicas, incluindo X. campe-0t4i-0, foi comprova

da "in vitro", quando aplicados nas plantas mostraram-se fito

tóxicos (ARK e STANLEY, 1956). 
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THIRUMALACHER et alii (1956} ensaiaram "in vi

tro" a eficiência de aureomicina, terramicina, penicilina, es

treptomicina e cloranfenicol em trinta e duas espécies de Xan

thomona-0. Os antibióticos foram ensaiados por difusão em meio 

sólido nas concentrações de 20 µg/ml dos estreptomicina, 50 

µg/ml de penicilina e 60 µg/ml dos outros antibióticos. Hou 

ve formação do halo de inibição para X. campe4tltÁ.� de todos os 

antibióticos ensaiados, exceção feita à penicilina. 

LINDENFELSER et alii (1958} verificaram que X.

campe4tni4 era inibida por 80 µg/ml de duraminicina. 

Trabalhos realizados por ECHEGARRY (1958), em 

laboratório e casa-de-vegetação e campo utilizando vários an

tibióticos, mostraram que estreptomicina sozinha ou combinada 

com outra substância foi a droga mais eficiente para o contro

le de bactérias fitopatogênicas. 

Observando a açao de vancomicina sobre trinta 

espécies de bactérias fitopatogênicas, MEHTA et alii (1959) v� 

rificararn que X. campe4tni4 era inibida à concentração de 0,5 

µg/ml. 

QUADLING (1960) obteve mutantes resistentes de 

Xanthomona-0 1 que também eram dependentes de estreptomicina; es 

tudando a taxa de mutação espontânea e várias propriedades dos 

mutantes resistentes, observou que a resistencia a altas con-
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centrações de estreptomicina nao afetou a patogenicidade da 

bactéria. 

KLISIOWICZ e POUND (1961) conseguiram a inibi

çao de X. c..a.mpe.t.tn,l.6 11 in vi tro" a 3000 ppm, empregando solu

ções aquosas de terramicina, agrimicina, estreptomicina, aureo 

micina e combinações de antibióticos. 

AZEVEDO (1961) isolou mutantes de X. c..a.mpef.,

tni.t. resistentes a estreptomicina, penicilina e aureomicina. 

KULYKOVS'KA (1 962) encontrou que a virulência 

de mutantes de X. c.a.mpe-0tni.t. era mais fraca que da linhagem 

original. 

Os estudos efetuados por AZEVEDO e NEDER (1963) 

revelaram que, dentre os mutantes resistentes e sensíveis à au 

reomicina, apenas o resistente teve taxa de crescimento sensi

velmente reduzida em comparaçao com a linhagem selvagem e que 

misturas de linhagens sensíveis e resistentes a este antibióti 

co mostraram que com o tempo havia redução na porcentagem de 

células resistentes na população. O crescimento da linhagem 

original não diferiu do crescimento dos mutantes 

a estreptomincina e penicilina. 

resistentes 

Em novos estudos,AZEVEDO et alii (1965) obtive

ram mutantes resistentes a cinco antibióticos: penicilina, es

treptomicina, aureomicina, cloranfenicol e eritromicina. Houve 
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um aumento de resistência em relação à linhagem original de 

quatro vezes para a penicilina, oito para o cloranfenicol,tri!!, 

ta e duas para a aureomicina e dezesseis a cento e vinte e oi

to vezes para a eritromicina e estreptomicina respectivamente. 

Em nenhum dos casos houve resistência cruzada ou sensibilidade 

colateral. 

DESAL et alii (1967) verificaram que estreptomi 

cina inibiu o crescimento de dezenove espécies dos gêneros Xa� 

thomona4 e P4eudomona4 "in vitro", sugerindo o uso desse anti-

biótico para o controle de doenças causadas por essas bacté-

rias. 

LEMOS (1969) isolou linhagens de X. campe4t4i4 

que naturalmente já eram resistentes a 1 µg/ml de aureomicina, 

ou seja, já eram cincoenta vezes mais resistentes que as linh� 

gens obtidas oito anos antes. A linhagem mutante resistene a 

aureomicina começou a ser inibida "in vitro" com doses superiS?_ 

resa 8 µg/ml e "in vitro" com doses superiores a 16 µg/ml. 

Também foram obtidos mutantes resistentes a 64 µg/ml de es

treptomicina observando-se que esses mutantes foram mais pato

gênicos que a linhagem da bactéria sensível (LEMOS et alii, 

1972) • 

NAMASIVA e HEDGE (1971), trabalhando com cinco 

isolados de X. campe4t4i4, observaram que tetraciclina foi 

mais eficiente do que estreptomicina. 
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KNAUSS (1972) verificou que pulverizações com 

estreptomicina em plantas foram ineficientes no controle de 

X. campe.-0t�i-0, sendo o patógeno isolado de meio com estreptomi

cina, mostrando o crescimento de colônias em altas concentra

ções da droga. 

AZEVEDO (1973) demonstrou a importância do co-

nhecimento do mecanismo genético da resistência a drogas, para 

que na prática se possa fazer um controle eficiente das doen-

ças em plantas pelo uso de antibióticos. Controle foi obtido 

com sucesso em sementes pré-tratadas com aureomicina e que 

apresentaram uma percentagem muito baixa de plântulas infecta

das por X. c.ampe.-0t.�i-0 após inoculação. 

HABTE e ALEXANDER (1975) isolaram um mutante re 

sistente a estreptomicina e que quando inoculado em solo, nao 

perdeu sua viabilidade. 

O uso intensivo de drogas na agricultura é estu 

dado por BERGAMIN FILHO et alii (1975), onde foram estabeleci

dos conceitos e técnicas desenvolvidas para identificação de 

drogas, antes de sua comercialização quanto ao possível tempo 

de eficiência. Foram definidos três grupos de drogas de acor

do com a modificação nas taxas de crescimento do mutante resis 

tente em relação à linhagem original: drogas fortes, fracas e 

neutras. Outros aspectos do conceito de froça de drogas foram 

discutidos, inclusive suas implicações na terapia múltipla, no 
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valor evolutivo dos fatores R bacteriano e sua extensão a ou

tros grupos. 

Trabalhos detalhados sobre o uso de antibióti

cos no controle de doenças de plantas são mostrados por: STOD

DARD e DIMOND (1949), WEINDLING et aZii (1950), ARK e STANLEY 

(1956), ZAUMEYER (1958), BARNETT (1959), DEKKER (1963) e PRADO 

FILHO (1975). 

3.4. Transferência de resistência 

Ã medida que o uso das drogas aumentava, as bac 

térias tornavam-se resistentes, mostrando que a mutação era 

causa do fenômeno e que as drogas, eliminando as bactérias sen 

síveis, favoreciam os mutantes resistentes. Essas pesquisas 

tomaram grande impulso quando foi demonstrado que a resitência 

múltipla a sulfonamida, estreptomicina, tetraciclina e cloran

fenicol podia ser transferida entre Shigella e E-0che�ichia co

li, quando cultivadas juntas em meio liquido (WATANABE, 1963), 

e a expressão Fator R foi usada para s�gnificar fator de resis 

tência facilmente transferível de célula para célula. Este fa 

tor R poderia ser considerado corno composto de 2 unidades gen� 

ticamente distintas: um fator de transferência, o RTP

("resistance transfer factor"), e urna unidade que contém os g� 

nes para resistência ("r deterrninants 11
). 

WATANABE e FUKASAWA (1961) ao usarem amostras 
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F- de E�che�ichia coli K
12 com várias marcas cromossômicas ,

observaram que os fatores responsáveis pela resistência eram 

transferidos, nas culturas mistas, independentemente da trans

ferência do cromossomo e apresentaram a hipótese de que a 

transferência de resistência múltipla a drogas era feita por 

elemento extracromossômico de natureza epissômica, o Fator R. 

Conforme cita MITSUHASHI (1969) a transferên

cia múltipla é feita por conjugação, isto é, pelo contato de 

células com célula, uma vez que em presença de agitação a 

transferência não ocorre. Além disso, a resistência pode ser 

eliminada espontaneamente ou artificialmente. 

ANDERSON (1968) e COHEN e MILLER (1970), atra

vés de evidências físicas e genéticas, sugeriram que em algu

mas amostras, tanto o RTF como os determinantes da resistência 

replicavam-se independentemente e que a replicação era regula

da por diferentes mecanismos de controle. 

Segundo DAVIS e ROWND (1972), a estabilidade da 

associação entre RTFs e "r determinants" para várias drogas 

parece variar com diferentes fatores R e, para um determinado 

Fator R, parece depender da célula hospedeira. 

KERN(l969) demonstrou a transferência da resis

tência a três antibióticos de Rhizobium japonicum para Ag�o

bacte�ium tumeóacien� através de mecanismos de troca genética 
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que exclui a transformação e a transdução. 

DATTA e HEDGES (1971) e WILLETS (1972) mostra

ram que muitas vezes não há transferência da marca para resis

tência e que essa perda pode envolver a presença de plasmídeos 

incompatíveis. 

STANISICH (1972) verificou que P-0eudomona-0 ae

nu9lno-0a, recombinando com linhagens que apresentam plasm!deo 

para resistência a sal de mercúrio (NOVICK e RICHMOND, 1965), 

que é usado em desinfecção de sementes, adquirem essa resistên 

eia. 

O sistema de conjugação entre Enwlnia amylovona, 

patógeno de planta, foi estabelecido por CHATTERJEE e STARR 

(1973), e também houve sucesso na transferência do Fator R de 

outros membros da familia Enterobacteriaceae para Enwinia -0pp 

(CHATTERJEE e STAR, 1972). 

CHO et alii (1975) estudaram a transferência de 

plasmídeo do grupo P de espécies de PJeudomonaJ fitopatogêni

cas para E�winia spp "in vitro". 

PUGASHETI'I e srARR (1975) mostram que determinan

tes genéticos de virulência em E�winia amylovcna podem ser 

transferidos por conjugação de um doador virulento para uma 

linhagem receptora avirulenta, tendo o primeiro trabalho com 

Enwínla mostrado isso. O doador foi tratado com acridina e 
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brometo de etídio e nao. perdeu a virulência, sugerindo que o 

determinante para virulência em E. amylovo4a é um elemento do 

cromossomo, ou, se for extracromossômico, ele é resistente ao 

tratamento com acridina e brometo de etídio sob as 

usadas. 

condições 

A transferência por conjugação foi efetuada "in 

vitro" e na planta entre espécies de PLieu.domona.6 fitopatogêni

cas LACY e LEARY (1975); os autores sugerem que a transferên-

eia do plasmideo entre células fisiologicamente capazes nao 

limitado pelo hospedeiro ou não necessita de um relacionamento 

patogênico. A transferência parece ser independente do hospe

deiro e é muito importante para a epidemiologia da resistência 

a antibióticos entre fitopatógenos. 

PANOPOULOS et aZii (197sr·mostraram o mecanis-

mo de transferência através da conjugação entre P .6 e.u.domo n.a.6 

ae.4u.9in.o-0a com resistência a carbecilina, neomicina, canamici

na e tetraciclina para espécies fitopatogênicas como P. pha.6e� 

licola, P. piLii. A frequência de transferência em alguns ca

sos aumentou pela adição de sulfato de sódio ao meio de cultu-

ra e diferiu de acordo com o receptor. A fonte de variação 

nao foi investigada com detalhes, mas inclui: diferentes tem

pos de incubação, variação na densidade de células, na taxa do 

doador para receptor, na presença ou ausência de nutrientes e 

estágio do crescimento da cultura doadora. 
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A transferência por conjugação. tem sido estabe-

lecida entre poucas espécies de bactérias fltopatogênicas e 

estudos preliminares com mapeamento de genes que 

virulência em plantas foram feitos por PUGASETTI 

(1975). 

e

determinam 

STARR 

WATSON et aZii {1975) e ZAENEM et aZii (1974) 

mostraram que a perda de plasmideo resulta em perda de patoge

nicidade, enquanto que a introdução de plasmídeo virulento em 

uma linhagem avirulenta resulta em ganho de virulência. 

Conjugação entre Agito ba.c.te.Jtlu.m tum e6a.c.-Le..n.6 na 

ausência da planta hospedeira foi descrita por LEVIN et aZii 

(1976), onde A. tume..6a.c.len.6 funciona como doador ou receptor 

com razoável eficiência. O plasmideo RP4 foi transferido de 

E. c.oU para A. tume..6a.c.le..n.6 e desta para outras linhagens de 

Ag Jto ba.c.te..Jtiu..m. 

LAI et aZii (1977), em uma primeira documenta

ção sobre transmissão genética entre espécies de Xa.nthomona..6 

através da conjugação, mostram a transferência de plasmideos 

RP4 e RK2 de E. e.ali para X. ve,4,é..c.a.to1tla.. As linhagens que a�

quiriram a resistência foram capazes de transmiti-la a outras 

Xa.nthomona..6, a P. pha..6e..ollc.ola., E. c.h1ty-0a.nthe..mi e A. tu.me..6a.

c.len.6, mas não a Co1tyne..ba.c.telu.m mlc.hlga.nen-0e... Todos os trans 

conjugantes exibiram resistência múltipla, e diferentes fontes 

de carbono no meio podem apresentar diferença na eficiência da 
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frequência de transmissão. 

LACY (1979) apresentou uma revisão sobre o de

senvolvimento do sistema genético em bactérias fitopatogênicas 

como resultado da transmissão de plasmídeo de E. coll e P-0eudo 

mona-0 ae4ugino-0a. 
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4. MATERIAIS E MtTODOS

4.1. Materiais 

4.1.1. Meios de cultura 

Os seguintes meios com suas respectivas fórmu

las foram usados no presente trabalho: 

Caldo nutriente 

Extrato 

Peptona 

de carne . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

3,0 g 

5,0 g 

Ã.gua destilada . • . . . • . . • . • • . • • • • • . • 1'000 ml 

pH final .................... ., ..... 7,2 

Ã.gar nutriente 

-

Caldo nutriente adicionado de 15 g de agar. 
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Ãgar nutriente semi-sólido: 

Caldo nutriente adicionado de 7,5 g de ágar. 

Meio com succinato de sódio 

K
2

HP0
4 

................. 7 g 

KH
2

Po
4 

................. 3 g 

MgSO 
4 

•• ; • • • • • • • • • • • • • • • O , 1 g 

Succinato de sódio ..... 5,0 g 

Ãgua destilada .•.•.•••• 100 ml 

Os meios foram autoclavados a 121
°

c durante 15 

4.1.2. Antibióticos 

produzem sao: 

Os antibióticos usados e os laboratórios que os 

Penicilina G Patássica (Pn} SQU.IBB

Sulfato de Estreptomicina (Sm) Fontoura Wyeth 

INdÚstrias Farma 

cêuticas S/A. 

Tetraciclina (Te) 

Sulfato de canamicina (Km) 

Pfizer Inc. 

Labora terapêuti

ca Bristol S/A. 
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As soluções de antibióticos foram se�pre prepa

radas momentos antes de serem utilizadas, dissolvendo-se a 

quantidade apropriada dos mesmos em água destilada esteriliza

da. 

4.1.3. Hospedeiros e Origem dos isolados 

Os isolados de Xanthornonaé earnpeét4�é (Pammel, 

1895) Dowson, 1939, foram obtidos de plantas pertencentes ao 

gênero 84a-0-0�ca, provenientes de três regiões do Estado de são 

Paulo e são apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1. Relação dos isolados de X. ca.mput.Jti.ó obtidos de di

ferentes variedades de B�a.óJiea ole�aeea e suas res 

pectivas procedências. 

N9 do 

isolado Hospedeiro Lo.c.ali.dade 

XCl Repolho Piracicaba 

XC2 Repolhc Piracicaba 

XC3 Couve Piracicaba 

XC4 Couve Piracicaba 

xcs Repolho Atibaia 

XC6 Repolho Atibaia 

XC7 Repolho Piracaia 

XC8 Repolho Piracaia 

XC9 Couve Piracaia 

XClO Repolho Piracaia 

XCll Repolho Atibaia 

XC12 Couve Atibaia 

XC13 Repolho Atibaia 

XC14 Brócolos Piracicaba 

XC15 Couve Piracicaba 

XC16 Repolho Atibaia 

XC17 Repolho Piracaia 
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4.2. Mêtodos 

4.2.1. Isolamento do patõgeno 

Das folhas com lesões tipicas da doença foi fe,! 

to o isolamento do patógeno, adotando-se a técnica descrita 

por MASUDA e TOKESHI (1978), com algumas modificações. Essa 

técnica consistiu das seguintes etapas: 

1. Corte de pedaços do tecido foliar na zona de

transição entre a parte sadia e a parte afetada. 

2. Esses pedaços foram lavados em solução de hi

poclorito de sódio 0,5% durante 1 minuto e, em seguida, 

destilada esterilizada. 

água 

3. O material foi colocado em uma lâmina esteri

lizada e, sobre o mesmo, adicionado uma gota de água esterili

zada. 

4. Foi feita a focalização da extremidade do va

so da região lesionada sob a lupa, observando-se intenso flµxo 

bacteriano. 

5. Com auxílio de urna pipeta de Pasteur, tocou

-se a extremidade do vaso, ocorrendo o desvio do fluxo para o 

interior da pipeta. 

6. Esse material foi transferido para placas de
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Petri contendo meio de ágar nutriente e espalhado com o auxi

lio da alça de Drigalsky. 

7. As placas foram colocadas em estufa a 2s
º
c.

Após 48 horas, foi possível observar crescimen

to de colônias individuais, sendo feita a transferência para 

tubos de ensaio contendo ágar nutriente. 

4.2.2. Identificação do patõgeno 

Para a identificação das bactérias foram feitos 

os seguintes testes morfológicos e bioqu!micos, segundo a meto 

dologia de MANUAL OF MICROBIOLOGICAL METHODS (1957) e ROMEIRO 

(1976): tipo de crescimento da cultura em tubos com caldo nu

triente, tipo da colônia em placas com ágar nutriente, forma, 

motilidade, coloração de Gram, produção de gás silfldrico, re

dução de nitrato, hidrólise do amido, produção de indol, rea

çao de vermelho de metila, prova de Voges Proskauer, fermenta

çao em carboidratos. 

O inóculo utilizado para os testes foi sempre 

proveniente dos isolados das bactérias cultivadas em tubos con 

tendo 10 ml de caldo nutriente e incubados a 28
°
c durante 96 

horas. 

Para a classificação, usou-se o BERGEY'S MANUAL 

OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY (BUCHANAN e GIBBONS, 1975}. 
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4.2 ! 3 ! Inoculação de plantas e reisolamento do patõge

no 

Para o preparo dos inóculos, os isolados das 

bactérias foram transferidos para 250 ml de caldo nutriente con 

tidos em frascos erlenmeyer e incubados a 28°c durante 96 ho-

ras. 

Após a incubação os inóculos foram diluidos em 

água destilada na proporção de 1:1, à qual se adicionou 1 gota 

do espalhante adesivo Tween 80. 

As suspensoes foram inoculadas por pulverização 

em plantas submeticas às condições de câmara Úmida por 24 ho

ras. Após a pulverização de toda a superf!cie das folhas, as 

plantas foram recolocadas na câmara úmida, onde 

por mais 24 horas. 

permaneceram 

As plantas-controle foram pulverizadas apenas 

com o meio de cultura liquido dilu!do. Após 20 dias foi feito 

o reisolamento do patógeno, seguido de nova identificação.

4.2.4. Produção de bacterioctnas 

Para se verificar a produção de bacteriocina, 

procedeu-se de acordo com a técnica descrita por AZEVEDO e COS 

TA (1973).

Os isolados eram transferidos para ágar nutrien 
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te e semeados com alça em forma de círculo com aproximadamente 

0,5 cm de diâmetro. Após 48 horas de incubação a 2a"
ºc, as pl� 

cas eram irradiadas com luz ultra violeta distantes 15 cm das 

placas, durante 10 segundos, embrulhadas em papel laminado e 

novamente incubadas por mais 24 horas. 

Após esse per!odo, as placas eram invertidas e 

1 ml de clorofórmio era colocado na tampa de cada uma delas; 

depois de 15 minutos estas eram entreabertas em ambiente asséE_

tico durante 30 minutos para evaporação do clorofórmio. 

A seguir, sobre o meio de cultura de cada pla

ca, eram distribuídos 6 ml de ágar nutriente semi-sólido a 

45
°
c, aos quais foi adicicnado 1 ml de caldo nutriente previa-

mente inoculado, contendo cada um dos isolados da bactéria, 

de modo a se obter uma película homogênea. Após 48 horas de 

incubação a 28
°
c, fazia-se a leitura através do halo de ini

bição. Cada isolado foi ensaiado como produtor de bacterioci

na contra todos os isolados. 

4.2.5. Determinação dos níveis de resistência 

Os niveis de resistência foram determinados pe

lo método da diluição em placas, usando-se concentração cres

cente das drogas. 

As placas foram preparadas no dia do uso, nelas 

vertendo-se 20 ml de ágar nutriente , mantido a cerca de 45
°
c,
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e as soluções das drogas, pari se obterem as contrações finais 

de 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 µg de estreptomicina e canamicina e 

1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024 µg de penicilina 

por rol do meio de cultura. Para a tetraciclina, as seguintes 

concentrações finais foram usadas: 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 

0,16; 0,32; 0,64; 1,28 e 2,56 µg/ml do meio de cultura. 

Depois de solidificado o meio, o excesso de umi 

dade da superfície das placas era eliminado entreabrindo-se es 

tas em ambiente asséptico. 

Para a preparaçao das amostras, procedia-se da 

seguinte mane ir a: cada um dos 17 isolados de X. c.a.m p e.!i tJt-l-ó era 

o 
incubado a 28 e durante 96 horas e transferido para as placas 

com alça de níquel-cromo (multi-alça com 17 unidades). 

Como controle da viabilidade das amostras, para 

uma placa era transferido apenas o meio de cultura. 

Os resultados foram verificados após 72 a 96 

horas de incubação a 28
°

c. Foi considerada como nível de re

sistência a concentração da droga imediatamente inferior aque

la que impedia o crescimento da amostra. 

4.2.6. Isolamento de mutantes resistentes a estreptomI 

cina e frequência de mutação 

O isolado que apresentou crescimento na maior 
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concentração de estreptomicina foi escolhido para funcionar co 

mo receptor no processo de transferência de resistência. 

isolado foi transferido para 50 ml de caldo nutriente e, 

96 horas de incubação a 28°
c, foi centrifugado a 3020 g 

Esse 

apos 

(Sor-

vall RC2-B), por 30 minutos e ressuspenso em 5 ml de caldo nu

triente. 

Foi semeado 0,2 ml da ressuspensao em 25 placas 

com ágar nutriente mais 100 µg de estreptomicina por ml do 

meio de cultura. As colônias desenvolvidas após incubação a 

28
°c durante 96 horas correspondem às bactérias mutantes. 

Para confirmação da mutação para resistência, 

essas colônias foram novamente transferidas para placas de Pe

tri contendo ágar nutriente mais O, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 

500, 1000, 2000 e 5000 µg/rnl de estreptomicina e incubadas a 

28
°

c durante 96 horas, e o resultado foi comparado com a linha 

gero original. 

O título da ressuspensao foi calculado semean

do-se 0,1 ml de urna diluição conhecida em ágar nutriente sem 

estreptomicina, contando-se o número de colônias desenvolvidas 

após 96 horas de incubação a 2a
º
c.

4.2.7. Transferência das marcas de resistência 

Foi usado o processo de conjugação para a trans 

ferência da amostra possivelmente doadora (resistente a 1024 
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µg/ml de penicilina + 8 µg/ml de canamicina), para as amostras 

receptoras (mutantes str4, str12, str14, obtidos da linhagem

xc5 >.

As amostras doadora e receptoras foram cultiva

das isoladamente em 5 ml de caldo nutriente por um período de 

18 horas. Após o cultivo, 1,5 ml da cultura doadora e 3 ml da 

cultura receptora foram transferidas para um mesmo tubo de en

saio, onde permaneceram por 18 horas a 28°c. Foi retirada urna 

aliquota de 0,1 ml da cultura mista e semeada em placas selet� 

ras contendo 100 µg/ml de penicilina + 8 µg/ml da canamicina + 

100 µg/ml de estreptomicina. 

Para a preparaçao das placas-controle, as amos

tras doadoras e receptoras foram inoculadas por estria, em po

sições opostas, nas placas preparadas da seguinte maneira: 

a. a placa com ágar nutriente + 100 µg/ml de es

treptomicina. 

b. placa com ágar nutriente + 100 µg/ml de pe-

nicilina. 

e. placa com ágar nutriente + 8 µg/ml de canami

cina. 

d. placa com ágar nutriente + 8 µg/ml de canami

cina + 100 µg/ml de penicilina + 100 g/ml de estreptomicina. 
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...

e. placa com agar nutriente sem droga.

Todas as placas foram incubadas durante 96 ho-

A verificação da capacidade da amostra doadora 

de transferir a resistência para a amostra receptora doi feita 

de acordo com o quadro abaixo, onde o sinal + significa prese� 

ça de crescimento e o sinal -, ausência de crescimento. 

Placa 

a 

b 

c 

d 

e 

Cres.cimento esperado 

Amostra receptora 

Pn Str
+

+ 

+ 

Amostra doadora 

Pn+ Str

+ 

+ 

+ 

Foi realizado um segundo experimento, onde o 

processo de transferência seguiu os mesmos passos do processo 

anterior, com a diferença apenas de que as amostras doadora, 

receptoras e as culturas mistas foram cultivadas em meio com 

succinato de sódio (LAI, et alii, 1977). 
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e identificação do patõgeno 

Após a purificação dos 17 isolados, que foram 

obtidos a partir de plantas do gênero B4aJJica tipicamente in

fectadas (Tabela 1), e as aplicação dos testes morfológicos e 

bioquímicos para identificação (item 3.2.), esses isolados 

apresentaram as seguintes características morfológicas e bio

químicas: 

Tipo de crescimento em caldo nutriente: turva

çao com formação de anel e película. 

Tipo de colônia em ágar nutriente: amarela, re

donda, lisa, brilhante, bordos inteiros. 

Forma: bacilos 

Motilidade: móveis 



.40. 

Temperatura ótima para desenvolvimento 2a
0
c a 

3o
0
c.

Coloração de Gram: Gram negativa. 

Produção de gás sulfidrico: positiva. 

Redução de nitrato: negativa. 

Hidrólise de amido: positiva. 

Produção de indol: fracamente produzido. 

Produção de vermelho de metila: negativa. 

Prova de Voges Proskauer: negativa. 

Fermentação em carboidratos: produziram ácido, 

mas nao produziram gás de glucose, galactose, sacarose e lacto 

se. 

Pela chave de classificação do BERGEY'S MANUAL 

OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY, (BUCHANAN e GIBBONS, 1975), os 

17 isolados foram classificados dentro do gênero Xanthomona�, 

e, na chave das espécies desse gênero, foram enquadrados em X. 

campe�t��� (Pamrnel, 1895), Dowson, 1939. 

5.2. Teste de patogenicidade e reisolamento. 

No teste de patogenicidade, as plântulas apre

sentaram sintomas tipices de doença 7 dias após a inoculação. 
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Foi feito o reisolamento do patógeno, os quais 

foram submetidos a novos testes de identificação, 

tratar-se dos mesmos isolados. 

5.3. Produção de bacteriocina 

mostrando 

Quando se realizaram os testes cruzados para 

verificação da produção de bacteriocinas, utilizando os 17 iso 

lados já citados neste trabalho, verificou-se que 8(47%) foram 

capazes de produzir bacteriocinas. 

A relação dos isolados produtores e dos isola

dos sensíveis a bacteriocinas encontra-se nas Tabelas 2 e 3. 

Verifica-se que xc1, produziu bacteriocina con

tra o maior número de isolados, porém foi também o que aprese� 

tou maior sensibilidade às bacteriocinas produzidas pelos ou

tros isolados. 

Os dados permitem-nos observar que 7 dos isola

dos indicadores foram resistentes a todos os tipos de bactério 

cinas e, entre estes, 5 não produziram bacteriocinas. 

Observa-se que todos os isolados produtores fo

ram imunes à sua própria bacteriocina, sendo tal resultado com 

pativel com o que se conhece sobre o mecanismo que rege a pro

dução de bacteriocina {FREDERICQ, 1957). 
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Tabela 2 . Sensibilidade dos 17 isolados de X. e. a.m p e..õ .tJt..L6 como 

indicadores de bacteriocinas em comparação com os 

mesmos isolados como produtores. 

.i.ndicado.re.s. 
Produtores 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12. 13 14 15 16 17 

1 + + + + + + + 

2 ± + + 

3 

4 + + + + 

5 

6 + + + + 

7 + + 

8 + ± + + + 

9 

10 

11 + + 

12 ± + 

13 

14 

15 

16 

17 

+ = presença do halo de inibição (ausência de crescimento da 

amostra indicadora). 

= ausência do halo de inibição (prsença de crescimento da 

amostra indicadora). 

± = pequeno halo de inibição. 
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Ta be 1 a 3. Relação dos isolados de X. c.ampe.-�:tJtÁ...6 produtores de 

bacteriocinas e dos isolados sensiveis utilizados co 

mo i,ndicadores. 

Isolados Isolados 

Produtores Sensiveis 

xc1
xc2, xc3, XC4, XC7, xc8, xcl2'

xcl3

xc2 xc1, xc12' xcl3

xc4 xc1, 
xc3, xc7, XC 

12

xc6 xc1, 
xc3, xc7, xc8

xc7 xc1, xc10

xc8 xc1, xc4, xclO' xcl3' xcl4

xc11 xc7, xc8

xc12 xc1, xc8
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5.4. Níveis de resistência 

Os resultados da distribuição dos niveis de re-

sistência a drogas encontram-se na Tabela 4 e foram 

em gráficos, um para cada droga (gráficos 1-4). 

lançados 

Com relação à penicilina, verificou-se que 58, 6% 

dos isolados foram resistentes às concentrações de 8 a 16 µg/ 

ml. 

Para a estreptomicina, foi encontrado que 53% 

dos isolados apresentavam resistência a 2 µg/ml. 

Os resultados referentes à canamicina foram bas 

tantes variáveis; 35,3% dos isolados mostraram resistência a 

1 µg/ml, havendo um decréscimo mais ou menos regular do número 

de isolados com o aumento da concentração do antibiótico. 

-

O comportamento dos isolados frente a tetraci-

cli�a mostra que a quase totalidade, 70,59%, apresenta resis

tência a concentrações menores que 1 µg/ml (Gráfico 5). 
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Tabela 4. Níveis de resistência de 17 isolados de Xa.nthomon.a..ó 

ca.mpe.ót��.ó expressa em µg da droga por ml de rne.io 

de cultura. 

DroSias 

Isolados Pn SM KM TC 

xc1
2 4 2 < 1 

xc
2 

4 2 4 2 

xc
3 

8 2 8 < 1 

xc
4 

8 4 4 < 1 

xcs
4 8 1 < 1 

xc
6

4 2 1 < 1 

xc
7 

8 4 1 < 1 

xc8
16 4 4 < 1 

xc
9 

16 2 1 < 1 

xc10
16 4 1 1 

xc11
1024 2 8 1 

XCt2
16 2 1 < 1 

XC13
8 2 2 < 1 

XC14
8 4 2 2 

XC15
4 4 2 < 1 

xcl6
32 2 4 1 

XC17
16 2 2 < 1 
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Grãfico 1. Distribuição dos níveis de resistência de 17 isola

dos de Xanthomona-0 eampe-0tni-0 com relação a penici

lina. 
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1 1 1 1 1 1 1 

4 8 16 32 64 128 266 512 1024 

Nivela de rHistincia ('110/ml) 

Gráfico 2. Distribuição dos níveis de resistência de 17 isola

dos de Xanthomona� eampe�tn�� com relação a estrep

tomicina. 
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Grãfico 3. Distribuição dos níveis de resistência de 17 isola

dos de Xanthomond-0 campe-0t�il com relação à canami

cina. 
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Grãfico 4. Distribuição dos níveis de resistência de 17 isola

dos de Xanthomona6 campe�t�i� com relação à tetraci 

clina. 
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Grãfico 5. Distribuição dos níveis de resistência dos 12 isola 

dos de X. eampe-0t�i-0 a concentrações menores que 

1 µg/ml de tetraciclina. 
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5.5. Isolamentos e frequência de mutantes resistentes ã es

treptomicina. 

Do isolado xc5, que apresentou maior nivel de

resistência à estreptomicina (8 µg/ml), foram selecionadas 16 

colônias que cresceram em ágar nutriente + 100 µg/ml de estreE 

tomicina (item 3.2.6.). A comparação entre o isolado original 

e os mutantes, quanto aos niveis de resistência, é mostrada na 

Tabela 5. 

Pelo controle feito, pode-se saber que nas 25 

placas foi semeada uma população de 5 x 10 10 de bactérias. Por

tanto, 16 colônias mutantes em uma população de 5 x 10 10 bac-

terias sensíveis permitem dizer que a frequência de mutação 

nessa população e com essa concentração de antibióticos foi um 

3 2 9 - -mutante em ,1 5 x 10 celulas de bacterias.
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Tabela 5. Crescimento do isolado original (XC5} em comparaçao

com os 16 mutantes resistentes à estreptomicina em 

meio de ágar nutriente e diferentes concentrações da 

droga. 

concentração de estreptomicina 
(u2Lml) 

l 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 2000 5000

xcs
+ + + + 

str1 + + + + + + + + +

str2
+ + + + + + + + + + 

str3
+ + + + + + + + +

str4
+ + + + + + + + + + 

str
s 

+ + + + + + + + +

str6
+ + + + + + + + + + + 

str7
+ + + + + + + + 

str8
+ + + + + + + + +

str9
+ + + + + + + + + + + + 

str10
+ + + + + + + + + + +

str11
+ + + + + + + + +

str12
+ + + + + + + + + + + + 

str13 + + + + + + + + + + 

str14
+ + + + + + + + + + + + 

str15 + + + + + + + + + + + 

str
16 

+ + + + + + + + +

+ = crecimento 

= ausência de crescimento 
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5.6. Transferência da resistência 

A Tabela 6 apresenta o resultado obtido através 

do cruzamento entre o isolado de X. campe�t�i-0 (xc
11

) que fun

cionou como doador e os mutantes str
9

, str14 e str16, obtidos

do isolado xc5, que apresentaram resistência a 2000 µg/ml de

estreptomicina e que funcionaram como receptores no processo 

de conjugação. 

Tabela 6. Número de colônias resultantes do cruzamento entre o 

isolado doador xc11, e as amostras receptoras em 

dois meios de cultura. 

Meios de cultura 

str
9 

Ãgar nutriente 25 

Succinato de sódio 55 

0,1 ml semeado 

média de 6 placas. 

Amostras receptoras 

str14 str16

34 11,66 

60 50 

As culturas doadora e receptora e as 

Controle 

o 

o 

culturas 

mistas foram inoculadas em um primeiro experimento em ágar nu

triente e, em um experimento posterior, em meio com succinato 

de sódio; porém, após o período de conjugação {18 horas), os 
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transconjugantes de ambos os experimentos foram semeados em 

meio de ágar nutriente. o Gráfico 6 mostra a diferença no re

sultado da conjugação nos dois meios de cultura. 



.. 

co 

o 

•:, 

100 

90 

80 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 

•----,,-----• meio com succinoto de sódio 

•---- • meio de ágar nutriente 

xc,, 

+ str14

.55. 

• 

Grãfico 6. Número de transconjugantes, onde as culturas doado-

ras, receptoras e mistas foram inoculadas em 

diferentes meios de cultura. 
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6. DISCUSSÃO

6.1. Isolamento, identificação e teste de patogenicidade 

O método de isolamento utilizado se prestou ef! 

cientemente para obtenção de X. campe-0t1ti� de várias plantas 

do gênero B1ta�-0ica. As caracteristicas morfológicas e bioquí

micas apresentadas pelos 17 isolados coincidiram com as indica 

das pelo BERGEY'S MANUAL OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY {BUCHA

NAN e GIBBONS, 1975), e comparando os isolados de diferentes e� 

pécies do gênero B1ta-0�ica constatou-se que estes não apresent� 

ram diferenças nos testes realizados, confirmando a opiniãq de 

HAYWARD {1966), de que a classificação de espécies dentro do 

gênero Xanthomona� deve ser baseada primeiramente em seu hosp� 

deiro de origem. 

No teste de patogenicidade todos os isolados f2 

raro eficientes, mostra.ndo que X. campe�tJti� apresenta uma adae_ 

tabilidade a diferentes hospedeiros. 
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6.2. Bacteriocinas 

Os resultados obtidos mostram que 47% dos isola 

dos de X. earnpe-0tni-0 utilizados no presente trabalho produzi

ra, bacteriocinas (Tabela 2). O número de isolados produtores 

de bacteriocinas na natureza varia de acordo com a espécie, co 
. 

-

mo é citado por AZEVEDO (1977); assim, cerca de 15% de P-0eudo-

rnona-0 anizonae isoladas da natureza produzem arizonacinas, 27% 

de Entenobaete4 eloaeae produzem cloacinas, 35% de Kleb-0iella 

pneurnon-lae produzem pneumoc.inas, e, entre as bactérias fitopa

togênicas, essa variação também se faz sentir. De fato, em E4 

w-ln,la eanotovona encontram-se 80% de isolados produtores de 

bacteriocinas e entre certas espécies de P-0eudomonah (VIDAVER 

et a7.,ii, 1972) foram encontradas 100% de produtoras em P. hlj

n-lngae, 55% em P. glyeinae e 8% em P. pha-0eol-leola; isto indi

ca que o caráter produção de bacteriocinas é importante, pois 

pode fornecer valiosas informações para a epidemiologia e ca

racterização dessas espécies bacterianas. 

Os resultados aqui obtidos também mostram que 

não há relação entre isolados produtores e não produtores -bem

como resistência ou sensibilidade às bacteriocinas quanto a 

planta hospedeira e seu local de origem (Tabelas 1 e 3). 

Dentre os 17 isolados analisados, o xc1 é o que

mais se presta como indicador da produção de bacteriocinas por 

outros isolados; de fato, através dele foi detectada produção 
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e xc
12). Interessante também é o fato de que o isolado xc

1 
é

produtor de bacteriocina ou bacteriocinas, como indicado na Ta 

bela 2. Talvez se o fator ou fatores responsáveis por essa 

produção fossem eliminados teríamos uma ótima linhagem testado 

ra, pois apenas um isolado produtor de bacteriocina, o xc11 ,

nao foi detectado como tal por xc1• Se xc
11 

produz um tipo de

bacteriocina semelhante ao produzido por xc1, este seria resis

tente a ela, mas, com eliminação dessa produção, talvez houve� 

se a possibilidade de obtenção de um xc
1 

que fosse também ind! 

cador de bacteriocina produzida por xc
11. Em sequência ao iso

lado xc
1

, também o xc7 e xc8 conseguem detectar um bom

de produtores de bacteriocinas (4 em 8). 

numero 

Observa-se também que dtversos isolados nao pr� 

duziram bacteriocinas pelo menos detectáveis com os isolados 

analisados. to caso de xc
3
, xc

5
, xc

9
, xc10, xc13

, xc14 ,xc15,

xc
16 e xc

17. No entanto, alguns deles têm diferentes compor

tamentos na sua sensibilidade a bacteriocinas dos isolados pro 

autores e devem ser linhagens diferentes. Outros têm o mesmo 

comportamento, como acontece com xc5, xc9, xc15, xc
16 e xc

17 ,

que não produzem bacteriocinas e também não são inibidos por 

qualquer bacteriocina dos isolados em estudo. Outros testes, 

incluindo-se os serolÕgicos, podem ser realizados para a veri

ficação desses e outros isolados, caracterizando-se assim in

clusive linhagens diferentes. Muito mais estudos, evidenteme� 

te, terão que ser realizados no intuito de urna melhor caracte

rização das bacteriocinas produzidas por X. camp����i�. A es-
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pecificidade das mesmas, sua natureza quimica, sua observação 

em microscopia eletrônica são alguns passos a serem seguidos 

daqui para frente e que permitirão definir melhor tais bacte -

riocinas como campestricinas. 

6.3. Resistência a antibióticos e mutantes resistentes. 

Transferência de resistência 

O comportamento dos isolados frente aos antibió 

tices (Tabela 4) mostra ser ainda a tetraciclina o antibiótico 

mais efetivo contra X. campe�z���, confirmando resultados en

contrados por AZEVEDO (1961) e LEMOS (1969}. 

Foram encontrados níveis de resistência varian

do entre 2 a 4 µg/ml para estreptomicina, 1 a 8 µg/ml para ca

namicina, 2 a 1024 µg/ml para penicilina e 0,02 a 2 µg/ml para 

tetraciclina. Esses dados, e�bora tenham sido obtidos por uma 

metodologia um pouco diferente, podem ser comparados com aque

les ·obtidos por AZEVEDO (1961) e LEMOS (1969) para a estrepto

micina, penicilina e tetraciclina. De fato, os niveis de re

sistência a estreptomicina encontrados nos isolados utilizados 

no presente trabalho foram bastante semelhantes aos encontra

dos por aqueles autores, incidando que não está havendo se,le

çao de mutantes para resistência a esse antibiótico pelo menos 

nos locais onde os isolados foram obtidos. O mesmo já não se 

pode dizer com relação aos outros dois antibióticos; para a pe 

nicilina, níveis de cerca de 10 a 20 µg/ml foram encontrados 
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por AZEVEDO ( 1961), o que concorda com os níveis da maioriados 

isolados aqui analisados. No entanto, uma alta resistência à 

penicilina foi encontrada em um isolado (xc11), sugerindo in

clusive a presença de um plasmídeo de resistência, o que foi 

confirmado por cruzamento e transferência de resistência como 

será discutido logo mais adiante. Talvez, no entanto, o caso 

mais espetacular do aumento de resistência tenha sido encontra 

do com relação ao antibiótico tetraciclina. AZEVEDO, em 1961, 

encontrou níveis de resistência ao redor de 0,02 µg/ml para a 

espécie; oito anos mais tarde, LEMOS ( 1969) já encontrava ní-

veis de resistência cerca de 50 vezes maiores ( 1 µg/ml) 

essa droga. Esses dados foram discutidos por AZEVEDO 

para 

( 19 7 3) 

que atribui esse aumento de resistência ao uso indiscriminado 

e abusivo da tetraciclina no tratamento de sementes da B�a��i

ca, o que estaria selecionando mutantes resistentes. Como o 

mecanismo de resistência é poligênico para esse antibiótico, o 

aumento de resistência é gradual e foi preconizado um maior ni 

vel.de resistência em anos futuros caso o antibiótico continu

asse a ser usado no tratamento de sementes de B�a��ica. De fa

to, os dados aqui obtidos confirmam essas previsões pois dois 

dos isolados (xc2 e xc
1 4

, Tabela 4) já são naturalmente resis

tentes a 2 µg/ml de tetraciclina, ou seja, um aumento de 100 

vezes em relação aos dados obtidos em 1961. 

A resistência à tetraciclina talvez nao tenha 

atingido níveis ainda mais elevados {resistência maior que 2 
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µg/ml) devido à menor viabilidade de linhagens resistentes. 

Como bem explicado por BERGAMIN FILHO et alii (1975) através 

do conceito de drogas forte, neutra e fracas, foi mostrado co

mo regra geral que, com a ausência da droga, há vantagem sele

tiva para células senslveis em relação às resistentes. Assim, 

após algum tempo a população sensível acaba sobrepujando a po

pulação de células resistentes (GURGEL e AZEVEDO, 1975); BERGA 

MIN FILHO et alii, 1975}. 

Para a canamicina, níveis de resistência de 4 a 

8 µg/ml foram encontrados, mas a literatura não cita dados com 

esse antibiótico em X. campu.��i�, uma vez que ele praticamen

te não é usado no controle de doenças de plantas. 

Com relação à frequência de mutação para resis

tência à estreptomicina, em um isolado analisado (xc5) obteve

-se a frequência de 1 mutante em 3,125 x 10
9 

células de bacté

rias, o que concorda com a frequência obtida por LEMOS (1969), 

que foi de 3,04 x 109 células de bactérias.

Mutantes com níveis de resistência variando de 

200 a 2000 µg/ml de estreptomicina foram obtidos (Tabela 5) 

mostrando que podem ocorrer mutações em diferentes sítios de 

mesmo gene que confere resistência à droga em questão e que 

condicionam diferentes respostas de resistência ao antibiÕti-

co. No entanto, nenhum deles foi dependente da droga 

houve crescimento em placas sem o antibiótico. 

pois 
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A utilização de xc5 para obtenção de mutantes re

sistentes a estreptomicina foi baseada no fato de ser este is� 

lado resistente a todas as bacteriocinas, nao as produzindo, 

no entanto, o que o torna favorável para cruzamentos com ou

tros isolados. 

Três mutantes (str9; str14 e str16) foram util!

zados em cruzamentos com o isolado xc11, que apresentou a ca

racterística de ser resistente a 1024 µg/ml de penicilina. Es 

ses cruzamentos foram feitos no intuito de verificar se essa 

alta e inusitada resistência do isolado xc11 à penicilina era

devido a um elemento extracromossôrnico. 

Houve a transferência de resistência à penicil! 

na de xc11, através de conjugação, para mutantes resistentes a

estreptomicina do isolado xc5• Nos dois meios de cultura uti

lizados, houve maior frequência no de succinato de sódio, con

firmando as observações feitas por LAI et alii (1977), onde os 

auto�es sugerem que a adição de succinato de sódio seria o res 

pensável pelo aumento na conugaçao. 

O isolado xc11 com resistência elevada à penici

lina deve ser então portador de um plasmideo. Se isso é verda 

de, seria interessante verificar a origem de tal plasrnideo.Uma 

possibilidade, no entanto, é ter sido ele transferido para o 

isolado na natureza por urna bactéria portadora do plasrnídeo R 

de resistência, uma vez que a pressão seletiva de urna X.campe! 

t�i-0 a esse antibiótico nao e tão grande quanto a que ocorre 
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em outras espécies como, por exemplo, espécies de Enterobacté

rias. Embora Enterobactérias e bactérias fitopatogênicas vi

vam em habitats distintos, existem possibilidades amplas de 

contacto entre elas, como, por exemplo, através de água de ir

rigação contaminada. 

A transferência de plasmideos entre diferentes 

espécies e gêneros de bactérias já é bem estudada. Relacionado 

com bactérias fitopatogênicas, CHATERJEE e STARR (1972) obtiv� 

ram transferência de fator F'lac de E-0ehe4iehia eoli para di

versas espécies de Ekwinia lac ; LACY e LEARY (1974) transferi 

ram o plasmídeo RP1 que confere resistência a drogas para P-0e�

domona-0 glycinae e P. pha-0eolicola e PANOPOULOS et aZii (1975) 

transferiram um plasmideo que confere resistência a drogas pa-

ra P-0eudomona-0 sp. BIAGI e AZEVEDO (1976) obtiveram sucesso 

na transferência de uma plasmideo R de E. coli para espécies de 

P-0eudomona-0 e LAI et aZii (1977) observaram a transferência dos 

plasmídeos RP4 e RK
2 

de E. coli para Xanthomona-0 ve-0ieato4ia e

desta para outras espécies de Xanthomona-0, para 

pha-0eolicola, E4winia ea4otovo4a e Ag4obaete4ium tume6aeien-0 • 

Evidentemente, outros estudos deverão ser efetuados para c::om

provar a existência de plasmídeo no isolado xc5, tais como es

tudos com agentes que eliminam plasmídeo, seu isolamento e ca

racterização e sua relação com produção de bacteriocina. Es

tes estudos, se comfirmarem a presença de um plasmideo, pode

rao também elucidar a origem do mesmo. 
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7. CONCLUSÕES

Pelos dados obtidos durante a realização do pr� 

sente trabalho foi possível concluir que: 

1. Praticamente metade dos isolados de X.eamp�!

t�i� estudados produziram bacteriocinas. No entanto, não hou

ve relação entre produção de bacteriocinas, planta hospedeira 

e local de origem dos isolados. 

2. Especialmente com relação à tetraciclina tem

-se constatado um aumento de resistência natural da espécie ao

longo dos anos, e isso deve ser devido ao uso desse antibióti

co no tratamento de sementes para o controle da doença causada 

pela bactéria. 

3. Um possivel caso de plasmideo transferivel 

conferindo alta resistência à penicilina foi encontrado em um 

dos isolados analisados. 
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8. SUMMARY

This research was carried out aiming the 

de tection of bacteriocins by Xa.n-thomo na.ó c.a.mpe.6 ,t1c.i.,1., isolates. 

It aimed also a study of the isolates resistance levels against 

antibiotics and a comparison among such levels and other 

previously found as a tentative to detect possible increases 

in these levels and possible actuation of extrachromossomic 

elements. 

Seventeen X. ca.mpe1.>t1ti.ó samples were isolated 

from different regions of the state of são Paulo and different 

B1ta.1.>.óic.a. ole1ta.lea. varieties. The results indicated that 47% 

of the isolates are bacteriocins producers and some of them 

can be used as indicators for bacteriocins production by other 

isolates. There is no relation between such substances 

production and the variety or place frorn where the sarnples were 

isolated. 



Concerning drug resistance, the resistance 

levels were: 2-4 µg/ml to streptomycini 1-8 µg/ml for 

kanamycin, .02-2.00 µg/ml for tetraciclina and 2-1.024 

.66. 

µg/ml 

for penicillin such data show that the tetraciclin resistance 

has been increasing through the years, possibly due to mutants 

selection by the use of drugs in the bacteria control. A 

possible transferable plasrnid which éonfers resistance to 

penicillin was found in one of the isolates. 
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