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RESUMO

Linhagens de dezoito patovares de Xanthomonas campestris, foram estudadas
quanto aos seus niveis de resisténcia ao cobre e todas apresentaram, com exce¢do do
patovar vesicatoria, sensibilidade ao metal. Quatorze linhagens do patovar vesicatoria
foram testadas e a resisténcia ao cobre foi demonstrada, em um grau variavel, por 40,9%
das linhagens, indicando a dispersdo da caracteristica nos isolados brasileiros de
Xanthomonas.

Visando a localizagio do gene de resisténcia ao metal, DNA plasmidial e
gendmico foram hibridizados com as sondas referentes ao gene de resisténcia ao cobre,
isoladas de X. campestris pv vesicatoria (Bender, C., EUA). Essas sondas reconheceram
os isolados brasileiros 310, 411 e 484 como portadores de resisténcia em plasmidios.
Além desses, o gene também foi detectado nos plasmidios dos patovares melonis e
cassavae, patogénicos para ‘cultivares pertencentes as familias Cucurbitaceae e
Euphorbiaceae, respectivamente.

Foi identificado polimorfismo de tamanho e restri¢do através do perfil de restrigdo
dos plasmidios codificadores da resisténcia. O plasmidio nativo da linhagem 484,
pRCV48, mostrou ser conjugativo, o que permite a dispersio do determinante de
resisténcia para outros patovares. Esse plasmidio foi escolhido para experimentos de
clonagem.

Um inserto de 3,1 kb, que mostrou hibridiza¢do com a sonda 2A.1, foi clonado no
vetor pMFY40, originando o plasmidio pCX. O inserto foi introduzido em E.coli, a qual
foi selecionada até um nivel de 200 ug/ml de cobre.

O plasmidio pCX também foi utilizado para eletrotransformar uma linhagem
sensivel de Xcv. Essa linhagem transformada mostrou um nivel baixo de resisténcia,
possivelmente porque o gene estava incompleto. Houve integragdo do pCX no

cromossomo das células transformadas, o que foi confirmado por hibridizacdes.



Através da mudanga de colora¢@io da linhagem 484 quando crescida em meio com
cobre, supds-se um sistema de acumulagio como mecanismo de resisténcia ao metal. Isto
foi confirmado por leitura em espectrofotdmetro de absorgdo atomica e analises de
microscopia eletronica de transmissdo. O gene de resisténcia mostrou ser indutivel,
apresentando uma fase lag de 12 horas e, a anilise do perfil de proteinas totais da
linhagem 484, sugere a possibilidade de uma proteina de 164 kDa estar envolvida na

resisténcia ao metal.



ABSTRACT

The strains of eighteen pathovars of Xanthomonas campestris, were tested in
relation to copper resistance and all of them, except the pathovar vesicatoria, showed
sensitivity. Fourteen strains of pv vesicatoria were re-tested and copper resistance, in
variable degree, was showed by 40,9% strains indicating the dispersal of this
characteristic in Brazilian Xanthomonas isolates.

In order to locate the metal resistance gene, plasmidial and genomic DNAs
were hybridized with copper resistance probe (isolated by C. Bender, USA) for
detection of gene in Xanthomonas campestris pv vesicatoria. These probes recognized
the Brazilian isolates 310, 411 e¢ 484 which showed that it is plasmid-determined
resistance. The resistance was also detected in pathovars melonis and cassavae,
pathogenics to the cultivars belong to the family Cucurbitaceae and Euphorbiaceae,
respectively.

The restriction profile of .copper-resistant plasmid showed that there was
polymorphism in size and in restriction digests profile. Also, the plasmid pRCV48,
native from the strain 484, was self-transmissible, wich might allow the dispersion of
the resistance determinant to others pathovars. These plasmid was chosen for cloning
experiments.

One insert of 3,1 kb, which showed hybridization to the 2A probe, was cloned
in the vector pMFY40, originating the plasmid pCX. The insert was introduced in
E.coli which was selected at 200 pug/ml of copper.

The pCX plasmid was also used to electrotransform one copper sensitive strain
of Xcv , which showed low level of resistance, possibly because the gene was
incomplete. In X campestris transfbrmed cells, there was integration of the plasmid into
the chromosome, which was confirmed by hybridization.



The strain 484 showed changes in the colony color when growing in copper-
medium suggesting accumulation of the metal. This accumulation was also detected in
an atomic absortion spectrophotometer and in a transmission eletronic microscopy. The
resistance gene was inducible showing a lag phase of 12 hours and the total protein
profile of the strain 484 suggested the possibility that a 164 kDa protein might be

involved in the resistance mechanism.
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1. INTRODUCAO

Em um ambiente natural, plantas sdo expostas a uma série de fatores fisicos ou
biolégicos que podem provocar desde pequenos danos até doengas mais severas. Dentre
os fatores biolégicos, destacam-se as bactérias fitopatogénicas que desenvolvem uma
relagio complexa com seu hospedeiro.

A mancha bacteriana é uma doenca causada em folhas de tomate (Lycopersicum
esculentum) e pimentio (Capsicuum annuum L.), devido a agdo da bactéria
fitopatogénica gram- negativa Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv). Esta
doenca causa perdas na produgdo dessas colheitas, acarretando grandes prejuizos
econbmicos. Os sintomas nas folhas infectadas, em interagdes compativeis, aparecem
como pequenas manchas escuras rodeadas por estreitos halos amarelos. Nos frutos, a
doenca se inicia como manchas amarelas que, posteriormente, passam a ter coloragio
escura e estrutura irregular. (Agrios, 1989).

Atualmente, compostos a base de sais de cobre, sdo utilizados de uma forma
rotineira na agricultura para controle de infecgdes provocadas por Xanthomonas
campestris. Como consequéncia, linhagens resistentes ao cobre tém sido selecionadas.
Independente deste fato, estes compostos continuam sendo aplicados, juntamente com
fungicidas, primeiro por falta de alternativas existentes e, segundo, por ainda possuirem
acdo contra fitopatégenos, mesmo com eficiéncia reduzida.

Estudos na 4rea de fitopatologia indicam que a mancha bacteriana provocada
por Xcv, é de ocorréncia generalizada nas plantagbes de tomate e pimentdo no Estado
de Sio Paulo. O interesse de se estudar a genética da resisténcia ao cobre nestas
bactérias, vem do fato de que compostos cipricos sio utilizados de modo
indiscriminado em regides agricolas do Estado (Rodrigues-Neto, comunicagio pessoal).

Os genes de resisténcia a metais pesados geralmente sio encontrados em

plasmidios, transposons e, com uma menor frequéncia, em cromossomos (Sedimeier &



Altenbuchner, 1992). Os genes de resisténcia ao cobre j4 foram detectados em isolados
de Pseudomonas syringae (Bender & Cooksey, 1987) e Xanthomonas (Bender, 1990).

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar a resisténcia ao cobre em
isolados brasileiros de Xcv, determinando:

(1) o nivel de resisténcia a0 cobre em Xcv € em outros patovares de
Xanthomonas,

(2) dispersdo do gene de resisténcia em outras linhagens bacterianas que ndo
Xev,

(3) localizagio plasmidial ou cromossOmica do gene de resisténcia ao cobre;

(4) clonagem do gene de resisténcia ao cobre.

(5) mecanismo de resisténcia ao metal;



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As interagOes entre pat6genos bacterianos e plantas sio bastante complexas e
vérios estudos relacionados a genes de patogenicidade tém sido realizados (Turner et
al., 1985; Dixon & Lamb, 1990; Seal et al., 1990; Minsavage et al., 1990; Beaulieu
et al.,1991). Para um microrganismo ter sucesso no processo infectivo € necessdrio
ocorrer adesio de suas células ao tecido da planta, transposi¢do de barreiras existentes,
inativacdo dos genes de defesa encontrados no hospedeiro, e, em alguns casos,
produgdo de toxinas e enzimas extracelulares que possam facilitar a entrada no tecido
vegetal. Por sua vez, plantas podem produzir moléculas conhecidas como elicitores que
podem induzir respostas de defesa no tecido da planta. Dessas substincias téxicas,
destacam-se as fitoalexinas, substincias antimicrobianas de largo espectro, que sdo
acumuladas em quantidades suficientes para restringir o desenvolvimento do patégeno
(Dixon & Lamb, 1990). Algumas respostas de defesa sio limitadas ao local de
infeccio, enquanto outras, como producdo de inibidores de proteinases, ocorrem

sistematicamente em regides distantes ao local do estimulo inicial (Bowles, 1990).

2.1. Fitopatogenicidade

As bactérias fitopatbgenicas gram-negativas dividem-se em quatro géneros:
Agrobacterium, Erwinia, Pseudomonas e Xanthomonas. Em 1990, Vauterin et al.
(1990) classificaram a espécie Xanthomonas campestris em 143 patovares. O termo
patovar € utilizado para diferenciar, intraespecificamente, linhagens patogénicas para
determinadas plantas hospedeiras.

Um dos patovares mais estudados e utilizado como modelo para estudos a
nfvel molecular é o campestris, causador da podriddo negra em cruciferas. O estudo da

genética molecular desse patovar tém apresentado resultados estimuladores sobre os



mecanismos e estratégias envolvidos na patogenicidade. Vdrios genes, como o gene da
goma xantana (Barrere et al., 1986; Harding et al., 1987), genes de enzimas
extracelulares (Dow et al., 1987) e genes também envolvidos na patogenicidade em
plantas, mas com fungSes ainda desconhecidas (Daniels et al., 1984; Turner et al.,
1985; Daniels et al., 1988) j4 foram clonados e continuam sendo pesquisados.

O patovar vesicaforia é o agente causal da mancha bacteriana em tomates e
pimentdes. Esta doenga é de ocorréncia generalizada no Estado de S3o Paulo,
provocando perdas irrepardveis para a produgdo. Os frutos ficam inutilizados para o
comércio, as folhas infectadas caem e as sementes contaminadas funcionam como
veiculo de transmissdo do patégeno para diferentes regides (Rodrigues-Neto et al.,
1984). A entrada da bactéria na planta ocorre via aberturas naturais como estdmatos, ou
por feridas no tecido vegetal.

Diversos genes, como por exemplo, genes de aviruléncia (Swanson et al.,
1988; Ronald & Staskawicz,1988; Minsavage et al., 1990), genes descritos como hrp -
"host range and pathogenicity” e genes especificamente envolvidos com o

desenvolvimento da doenga ( Shaw et al., 1988; Seal et al., 1990), j4 foram clonados.

2.2. Resisténcia a metais pesados

Virias linhagens bacterianas contém determinantes de resisténcia a metais
pesados, como Cu+2, Hg+2 , Ag+2, Ni+2, Cd+2, Co+2, e Zn+2, localizados em
plasmidios e transposons (Silver, 1992). Genes responsdveis pela captura de fons sio
expressos constitutivamente e, quando h4 aumento do nfvel desses fons metdlicos, este
sistema de captura ndo € desligado. Como estes cdtions sdo transportados para dentro
das células, podem interferir nas fungdes normais de outros cdtions e,
consequentemente, da prépria célula (Nies, 1992). Desta forma, a evolucio de

determinantes de resisténcia a metais pesados foi crucial para a sobrevivéncia de



diversas bactérias. Os principais mecanismos de resisténcia podem ser assim
enumerados: (1) sequestro intra ou extra-celular por componentes que se ligam a
metais; (2) sistema de efluxo de cétions ou de 4nions, através de um processo de
transporte através da membrana, codificados por plasmidios bacterianos; (3) conversdo
enzimdtica de uma forma téxica de um fon para uma forma menos téxica e (4)
diminui¢io da afinidade ao metal no sftio reativo na célula. Segundo Nies (1992), o
sistema de componentes que se ligam a metais € mais comum em eucariotos, enquanto
em procariotos o efluxo de fons € o mais encontrado.

Em Alcaligenes eutrophus, dois grandes plasmidios sio responsdveis pela
resisténcia a metais pesados. O plasmidio pMOL28 de 163 kb codifica resisténcia a
cromato, cobalto e niquel por um sistema de efluxo dependente de energia. Em outro
sistema de efluxo, independente do anterior, € codificado resisténcia a cidmio, cobalto
e zinco pelo plasmidio pMOL30 de 238 kb (Nies & Silver, 1989b). Pequenas proteinas
ricas em cistefnas, e semelhantes a metalotionefnas de mamiferos, foram descritas em
Pseudomonas putida (Higham et al.,1984) como responsiveis pela resisténcia a
c4dmio. As metalotionefnas sio protefnas de baixo peso molecular, com um alto
contetido de cistefna (cerca de 30%), e com capacidade seletiva de se ligar a fons
metélicos. Genes de resisténcia a merciirio foram clonados de bactérias gram-negativas
e gram-positivas, tendo todos um mecanismo de resisténcia comum. fons de merciirio
sio sequestrados por protefnas que se ligam ao merciirio, transportadas para o interior
da célula e reduzidos para uma forma menos téxica (Hgd) e altamente volatil,
detoxificando a célula (Sedimeier & Altenbuchner, 1992).

2.3. Resisténcia ao cobre

Uma das maneiras empregadas para combater bacteriose em plantas € a
utilizaciio de bactericidas a base de cobre. O uso da "Mistura Bordeaux" data do século



XIX, onde a combinagio de cobre e cal impedia o desenvolvimento de doengas
provocadas por fungos em parreiras localizadas na Europa. Novas substincias foram
introduzidas para controle de doencas, sendo iniciado o uso de antibidticos em 1950
(Agrios, 1989).

A mancha bacteriana, provocada por Xcv, € uma doenga dificil de se combater
principalmente em ambientes de clima dmido e quente, pois propiciam condig3es
adequadas para desenvolvimento da bactéria. Inicialmente, foram utilizados compostos
A base de cobre associados com o antibiftico estreptomicina, como agentes
antimicrobianos. Mas logo se observou a ineficdcia dessa combinagdo, devido ao
desenvolvimento de linhagens resistentes ao antibitico (Stall & Thayer, 1962). No
caso de Erwinia amylovora, a resisténcia ao antibi6tico parece ser devido a mutagdes
presentes no cromossomo dessas bactérias (Coplin, 1989). Como compostos de cobre
sozinhos ou em combinagio com mancozeb (composto orgénico sulfuroso que contém
zinco) se mostraram ainda eficazes na agdo contra bactérias, eles permanecem sendo
bastante utilizados nas plantagdes atuais (Jones et al., 1991). Cooksey, em 1988,
comprovou uma redugdo significativa da infecgiio por Pseudomonas syringae pv tomato
em plantas tratadas com Kocide (hidréxido de cobre) e que foram coinoculadas com um
mutante no patogénico e altamente resistente ao cobre e uma linhagem patogénica,
mas sensivel ao metal. Em recente trabalho, Lee et al. (1993) demonstraram que
bactericidas a base de cobre suplementados com ferro aumentam a toxicidade contra
Xanthomonas campestris pv juglandis, espécie patogénica para nogueiras. Os fons de
ferro competem com os sitios de ligagdo de cobre nas protefnas que se ligam a esse
metal e também provocam a diminuigio do pH da solugdo. Com o pH baixo, os fons de
cobre sio liberados em solugdo e inibem o crescimento das bactérias.

A forte pressio de selecio, promovida pelo uso indiscriminado destes
compostos, favoreceu o aparecimento de linhagens resistentes ao cobre. Essa resisténcia
parece estar envolvida com a inativagio do bactericida ou com o impedimento de sua



entrada na célula. Uma vez estabelecida essa resisténcia, ela pode ser selecionada nas
populagdes bacterianas.

Marco & Stall (1983) foram um dos primeiros a descreverem resisténcia ao
cobre em Xcv em linhagens isoladas na Flérida e a partir de entdo, vérios trabalhos
foram publicados relatando resisténcia em outros organismos (Bender & Cooksey,
1986; Bender & Cooksey, 1987; Cooksey, 1987; Erardi et al., 1987; Nies & Silver,
1989).

Em geral, a caracterfstica de resisténcia a metais estd associada com
plasmidios, mas h4 excegdes, como na resisténcia a merciirio descrito em Bacillus sp. e
Thiobacillus sp. Os determinantes de resisténcia estio localizados no cromossomo
destas bactérias (Silver & Walderhaug, 1992).

Ishihara et al. (1978) descreveram a caracteristica de resisténcia ao cobre em
plasmidios conjugativos de E.coli , sensiveis a temperatura e resistentes ao antibitico
canamicina. A resisténcia ab metal, nessas linhagens, estaria relacionado com o
desaparecimento de uma protefna da membrana externa. Assim, a penetracdo de
substéncias hidrofilicas de baixo peso molecular, incluindo o cobre, seriam inibidas.
Linhagens selvagens de E.coli se mostraram cinco vezes menos resistentes do que
linhagens isoladas de porcos, cuja dieta era suplementada com sulfato de cobre. Estas
linhagens possuiam o plasmidio conjugativo pRJ1004 de 78 MDal, que permitia a
tolerfincia a 20mM de sulfato de cobre (Rouch et al.,1985). Através de mutagénese
com transposon, foi determinado neste plasmidio, a presenca de pelo menos 4 genes
envolvidos na resisténcia ao cobre (pcoARBC).

Nas bactérias fitopatogénicas Pseudomonas syringae pv tomato e Xanthomonas
campestris pv vesicatoria a resisténcia também estd presente no plasmfdio pPT23D de
35 kb (Bender & Cooksey, 1986) e pXV10 de 190 kb (Bender et al., 1990),
respectivamente. Ambos os plasmidios sio conjugativos, sendo que o dltimo mostrou

ter um amplo espectro de hospedeiros, conjugando com diversos pv de Xanthomonas. E



provével que estes pv tenham homologia nos fatores cromossbmiéos necessdrios para
replicacdo e manutengio do plasmidio. Genes de Cu’ do plasmidio pXV10, de isolados
de Xc. pv wesicatoria do estado de Oklahoma nos EUA, tém homologia de sequéncia
com o plasmidio pXvCu, isolado na Flérida (Stall et al., 1986), indicando forte
conservagio de sequéncia do gene. Neste iltimo plasmidio, o gene de resisténcia ao
cobre apresenta-se ligado a um gene de aviruléncia, awBsl, responsdvel pela resposta
hipersensivel (HR), em cultivares de pimentdo que carregam o gene de resisténcia Bsl.
Foi identificado também um elemento de transposicdo, 1S476, de 1.225 pb que inativa
o gene de aviruléncia awBsl, permitindo a linhagem antes ndo patogénica, ser
patogénica para pimentio (Kearney & Staskawicz, 1990). A associagio do elemento
IS476 com o gene Cu’ em um plasmidio conjugativo, pode estar sendo selecionado pelo
emprego continuo de compostos a base de cobre em culturas de tomate e pimentdo,
usados justamente para combater fitopatégenos.

Um fragmento Pstl de 4.5 kb, que contém o gene de resisténcia do plasmidio
pPT23D, foi subclonado e sequenciado (Mellano & Cooksey, 1988). Possui quatro
"open reading frames” designados copA, copB, copC e copD, todos envolvidos na
resisténcia. Observagdes preliminares indicaram que o gene de Cu' desta linhagem
diverge do gene do plasmidio pXV10, j4 que ndo houve hibridizagGes entre eles
(Bender et al., 1990). Resultados recentes indicam que os genes de resisténcia ao cobre
das linhagens de Xanthomonas campestris pv wvesicatoria provenientes da Flérida,
Oklahoma e Califérnia, sdo similares entre si € com o operon cop de P.syringae. A
troca de DNA plasmidal entre essas bactérias pode ser uma explicagio possfvel para a
existéncia dessas similaridades (Voloudakis et al., 1993).

A resisténcia ao cobre foi relatado também em Vibrio alginolyticus (Gordon et
al., 1993); Mycobacterium scrofulaceum (Erardi et al.,, 1987); Saccharomices
cerevisiae (Naiki & Yamagata, 1976) e em algas (Silverberg et al., 1976).



2.3.1. Mecanismos de resisténcia

fons de cobre sio utilizados como elementos tragos por diversas linhagens
bacterianas. Sdo requeridos para a sintese de metaloproteinas que s3o, na sua grande
maioria, oxigenases e protefnas transportadoras de elétrons (Brown et al., 1992). Ao
mesmo tempo que as bactérias utilizam cobre em baixas concentragdes, elas precisam
desenvolver um mecanismo de regulagio bem apurado, pois altos nfveis de cobre
podem ser t6xicos para as células. O cobre pode formar radicais OH* reativos através
de reagbes redox e estes s3o altamente reativos, podendo participar de reagdes
deletérias como oxidagdo de protefnas, rompimento de membranas, peroxidagdo de
lipfdios e alteragdes na estrutura e/ou fungdo de macromoléculas (Brown et al., 1992).

Anidlises recentes mostraram que Organismos que apresentam resisténcia ao
cobre, muitas vezes podem apresentar mecanismos diferentes de resisténcia (Silver,
1992). Em E.coli, um mecanismo de efluxo dependente de energia estd associado aos
genes de resisténcia plasmidiais pcoARBC. Neste mecanismo de resisténcia, hd a
participacio de genes presentes no cromossomo das bactérias (genes Cuf). Em
condi¢bes normais, o transporte de cobre € feito pelas protefnas codificadas por genes
cromossdmicos, CutA e CutB (influxo), seguido da ligagdo do cobre as proteinas CutE
e CutF e da liberagio do cobre pelas protefnas CutC e CutD (efluxo). Quando o nivel
de cobre estd em excesso, 0s genes plasmidiais sdo ativados. Os produtos dos genes
plasmidiais pcoA e pcoB parecem formar um complexo com as protefnas CutC e CutD,
permitindo um répido efluxo do cobre (Brown et al., 1992).

Por sua vez, em Pseudomonas syringae, a resisténcia estd relacionada com
ligagio peripldsmica e sequestro de fons de cobre por protefnas peripldsmicas ¢ da
membrana externa (Cha & Cooksey, 1991). As células de Pseudomonas resistentes ao
cobre passaram a ter uma coloragio azulada durante o crescimento em meio de cultura

em que foi adicionado cobre. A acumulagio em células resistentes e induzidas foi
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aproximadamente 100X maior do que em células ndo expostas ao metal (Cha &
Cooksey, 1991). O determinante de resisténcia plasmidial, em Pseudomonas, é
regulado por um promotor "upstream” ao primeiro gene copA e todos os quatro genes
sdo transcritos como unidade vnica. As localizagdes dos produtos desses genes foram
definidas, estando CopA e CopC, protefnas de 72 e 12 kDa, respectivamente,
localizadas no espago peripldsmico e CopB parece estar fortemente ligada a membrana
externa. Esta dltima & uma protefna de 39 kDa. Um octapeptidio foi determinado (Asp-
His-Ser-Gln/Lys-Met-Gln-Gly-Met) e parece estar relacionado com a ligag3o de fons de
cobre.

Em Vibrio alginolyticus, o cobre é complexado com material orginico que se
suspeita ser protefna, dando resisténcia a altos niveis do metal (Gordon et al., 1993).
H4 evidéncias de que cépsulas, compostas de polissacarideos, protegem células
bacterianas do efeito téxico de metais pesados. Este fato j4 foi observado em Klebsiella
aerogenes onde as linhagens éapsuladas tiveram uma protegio maior contra os efeitos
deletérios dos metais cobre e c4dmio, do que as linhagens ndo capsuladas (Bitton &
Freihofer, 1978).

Algas verdes da espécie Scenedesmus, tolerantes ao cobre, acumulam altos
nfveis de metal em inclusbes nucleares. Desta forma, a concentragio de cobre no
citoplasma permanece baixa, impedindo o contato do metal com organelas
citoplasm4ticas (Silverberg et al.,1976). Entretanto, nas algas verdes Chlorella
vulgaris, a exclusio de cobre parece ser o mecanismo de tolerdncia encontrado (Foster,
1977). Em Penicillium foi demonstrado um mecanismo de influxo de cobre dependente
de energia, como mecanismo de resisténcia, sendo que esta resisténcia é dependente de
pH. Protoplastos e micélios apresentam tolerincia entre pH 3,0 e 5,5 e sensibilidade,
com aumento de influxo de cobre em 10x, em pH 6,0 (Gadd & White,1985).

No fungo da espécie Neurospora crassa foi observado acumula¢io de cobre
paralelamente a sfntese de uma protefna de baixo peso molecular, que se liga ao metal.
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Esta protefna € classificada, através de andlises de estruturas, como membro da
superfamflia das metalotionefnas e, dependendo da quantidade de cobre presente no
meio de cultura, ela pode atuar no mecanismo de detoxificagio ou como protefna de
estocagem intracelular (Lerch, 1980). Em Saccharomyces cerevisiae, hi também a
produgio de protefnas que se ligam ao cobre como forma de diminuir seu efeito t6xico
(Naiki & Yamagata, 1976). Mas j& foram relatados mecanismos de
detoxificagiio/resisténcia envolvendo a geragdo de H,S pela célula, que promove o
depésito de cobre como sulfeto de cobre na parede celular (Lin et al., 1993).

2.3.1.1. Inducéio do gene

Os mecanismos de resisténcia, codificados por genes presentes em diversas
bactérias, supostamente devem ser expressos apenas quando o nivel do metal esteja
alto, o quél poderia provocar’ danos irrepardveis nas células. Desta forma, através de
algum mecanismo sensor, esses genes de resisténcia sdo ativados. Isto pdde ser
confirmado em trabalhos de diferentes autores.

Rouch et al. (1985), descreveram que a resisténcia ao cobre de E.coli era
indutfvel e que esta resisténcia era proporcional a concentragdo de cobre presente no
estigio de inducdo. As células que cresceram desde o pré-inculo com cobre
apresentaram uma fase de adaptagdo (fase lag) menor do que aquelas que nio foram
induzidas. Um modelo para a indugio dos genes pco em E.coli foi proposto por Brown
et al. (1992), onde uma protefna sensora da concentragio de cobre € codificada por
genes cromossOmicos e estd localizada na membrana da célula. Esta proteina,
juntamente com uma protefna reguladora, PcoR, sdo fosforiladas em resposta ao
aumento de concentragio de cobre no meio. Assim, a protefna reguladora fosforilada,
induz os genes de resisténcia pco. Em Alcaligenes eutrophus, o plasmidio pMOL28

respons4vel pela resisténcia a cddmio, zinco e cromo, também se mostrou indutivel em
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experimentos de crescimento celular (Nies & Silver, 1989). O operon de resisténcia ao
cobre, clonado em P.syringae, especifica um mRNA induzivel a concentragdes baixas
de cobre (ImM). Este sistema confere resisténcia somente ao cobre, ndo sendo
induzido por outros cdtions como Ca+2, Mn+2 , Fe+2, Cd+2, Hg+2 e Pb+2 (Mellano &
Cooksey, 1988b). Em Xanthomonas campestris pv vesicatoria, Bender et al. (1990)
caracterizaram parcialmente o plasmidio de resisténcia ao cobre, pXV10, e
demonstraram por mutagénese com o transposon TnS, o envolvimento de duas regides
do DNA na resisténcia. Estes mutantes, assim obtidos, tém a resisténcia ao cobre
diminuida ou eliminada. Acredita-se que a resisténcia seja induzida por consideragdes
da homeostase do cobre. Mas dados comprovando esta suposi¢do ainda nio foram
publicados. Voloudakis et al. (1993) sugerem que na resisténcia ao cobre de Xcv, esteja
envolvido um mecanismo diferente ao de acumulagio, pois as células ndo apresentam a
coloragio azul quando crescidas em meio com cobre. Estudos com diversas bactérias
fitopatogénicas dos géneros Agrobacten'um, Pseudomonas ¢ Xanthomonas indicaram a
indugiio da resisténcia ao cobre em linhagens expostas a glutamato, extratos de p]anias,
tampio fosfato e alguns antibidticos como tetraciclina hidroclorida e oxitetraciclina
hidroclorida. O glutamato é complexado com o cobre, diminuindo a toxicidade para
bactérias. Os antibi6ticos induziram o aumento da resisténcia ao cobre, quando
adicionados a soluciio celular em doses subletais. Nio foi detectado influéncias na
sensibilidade ao cobre, quando as bactérias foram expostas a uma mistura de solugdo de
cobre mais 4gua destilada filtrada da lavagem de folhas intactas. Entretanto, houve
aumento da resisténcia quando pedagos de folhas foram homogeinizados e misturados
com diferentes bactérlas (Goto et al., 1993).



3.MATERIAL E METODOS

3.1.Linhagens bacterianas
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As linhagens bacterianas e plasmidios estdo listados nas tabelas 1 e 2,

respectivamente.

Tabela 1 - Linhagens bacterianas

Linhagem Caracterfsticas e/ou Local de coleta Fonte ou referéncia
hospedeiro referéncia
X. campestris
pv campestris(RefSm) NRRL-B 1459 Smr Lanza & Rosato, 1986
pv carotae (366) Daucus carotae Takatsu, A. -UnB, 1986
pv cassavae (275) Manhiot esculenta Carimagua- Kimura, O.-Colémbia
Colémbia
pv citri (223) Citrus sinensis Bataguassi-MS Neto,J.R.- Inst. Biol6gico®
pv cordiae (505) Cordiae goeldiana Neto,J.R. - Inst.BiolSgico
pv glycines (333) Glycine max Neto, J.R.- Inst. Biol6gico
pv malvacearum (559) Gossypium hirsutum Neto,J.R. - Inst.Biolégico
pv manhiotis (289) Manhiot esculents Brasil Kimura,O. - ENA 2647
pv melonis (68) desconhecido Neto,J.R. - Inst. Biol6gico
pv passiflorae (444) desconhecido Neto,J.R - Inst.Biol6gico
PV pelargonii (266) Geranium pratense ATCC 11059, 1936
pv phaseoli (558) Phascolus vulgaris Zagatto, A.G., 1986
pv pruni (443) desconhecido Neto,J.R. - Inst.Biolégico
pv ricini (313) Ricinis conuinis Neto,J.R.- Inst. Biol6gico
pv undulosa (578) Triolium aestivum Neto,J.R. - Inst.Biolégico
PV vesicatoria
310, 332, 401 Capsicum annuum ND, Mogi das Neto,J.R .- Inst.Biol6gico
Cruzes, Arealva
317 Nicotisna tabacum Brasil Neto,J.R. - Inst.Biolégico
408, 420 Lycopersicum esculentum  Elias Fausto, Sta Neto,J.R. - Inst.Biolégico
Bérbara D" Oeste
411, 412, 460 Capsicum apnuum Monte-Mor Neto,J.R. - Inst. Biolégico
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Linhagem Caracteristicas e/ou Local de coleta Fonte ou referéncia

hospedeiro referéncia
457, 479, 484 Lycopersicum esculentum  ND,MonteMor,P  Neto,J.R. - Inst.Biolégico
residentePrudente
462, 466 Capsicum annuum Fi6rida, ND Neto,J.R. - Inst.Biolégico
pv vicgassie (575) Pachystachys lutea Neto,J.R. - Inst.Biolégico
Pseudomonas gladioli
pv gladioli (604) desconhecido Neto,J.R - Inst.Biol6gico
Escherichia coli
C600 supE44 hsdR thi-1 thr-1 Young & Davis, 1983
IfeuB6 IacY1 tonA21
DHSa supE44 Hanahan, 1983
DlacU169(f80lacZDM]5)
hsdRI7 recAl
endAlgyrA96 thi-1 relAl
ED8767 supE44  hsdS20 recAS6 Murray et al, 1977
83IK2 galT22 metBl
HB101 supE44 bsdS20 recAl3 Boyer & Roulland
ara-14  xyl-5mtl-laroA2
IacYl galK2 rpsL20
JC1569 F- recAl gal leu his Strr Ishihara, 1978
IM101 supE thi  (lac-proAB) Messing, 1979
FY¥raD36 proAB lac
K12/Nal lac- His- Trp- Pro- Phe-
Nar
w3104 F-gal TI2 Ishihars, 1978
w677 F- Iac leu thr thi Nalr Ishihara, 1978
XA7012 F- Dlac gale Ishihara, 1978

a- Instituto Biol6gico - Campinas, SP.



Tabela 2 - Plasmidios

15

Plasmidios Linhagem Caracteristicas Fonte ou referéncia
pRK2073 npt::Tn7, Km®, Sp’, T+, Leong et al. (1982)
"helper”
pMFY40 11,6Kb, Tc*, Ap” Fukuda &  Yano
(1985)

pRCV48 484 Cu’, Sm* Este trabalho
pRCV31 310 Cwr Este trabalho
pRCV41 411 Cur Este trabalho
pRSCul RefSm Cu* Este trabalho
pRSCu2 RefSm Cu’ Este trabalho
pRSCu3 RefSm Cu* Este trabalho

pCX DHSa Cu', Tc™, Ap* Este trabalho

Ap: ampicilina; Sm: estreptomicina; Tc: tetraciclina; Cu: cobre

r: resistente; s: sensivel

As sondas utilizadas neste trabalho, que possuem o determinante de resisténcia
ao cobre, sio apresentadas na Figura 1. Os trés plasmidios pCuR2A, pCuR2B e
pCuR2C contém os fragmentos HindIII-BamHI de 2,2Kb, BamHI de 0,8Kb e BamHI

de 1,0Kb, respectivamente, clonados no vetor pUC119, cuja marca de selecdo € o gene

de resisténcia a ampicilina.
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Fiiy & MINN
22kb 1,0kb
pCuR2B
R
0.8 kb

Figura 1: Localiza¢io dos fragmentos internos do plasmfdio pCuR2, utilizados como
sondas especificas para genes de Cur. Figura reproduzida parcialmente, do trabalho
publicado por Garde & Bender (1991). Bg: BgllF, H: Hindlll ¢ B: BamHI.
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3.2. Meios de cultura

Todos os meios de cultura foram esterelizados por autoclavagem a 121 atm por

20 minutos e estocados a temperatura ambiente, quando nio utilizados imediatamente.

3.2.1.-Meio Nutriente Agar (NA):

Extrato de came........ccceeeeeennnnns 3,0g
Peptona. ......ccoeevevernennrnnienananns 5,0g
Agar....oeeeeiiiiiiiiiiiieeeieeeeeee, 15,0g
H,0 Q.8.P.ceveennnincnnneiannananne, 1000ml pH 6,8-7,2

O meio NA liquido consiste do meio NA s6lido, sem a adi¢do de 4gar.

3.2.2.-Meio NYGA (meio s6lido completo):

Extrato de levedura................... 3,0g

Peptona .....ccoeveiniininrieinrenannnns 5,0g
Glicerol.......cccciivninrennnnrnnannn. 20,0g
Agar...eeeeiiieiieieiiieiereceeeeeee, 15,0g

H,0 @.8.Peeeeeiieniiiaieneceaneee 1000ml pH 7,0

3.2.3.-Meio NYGB (meio liquido completo):
Este meio consiste do meio NYGA sem adigio de 4gar.

3.2.4.- Meio Luria Bertani (LB):

Bacto - tryptona........cceeueeene 10,0g
Extrato de levedura................ 5,0g
Cloreto de s6di0....c.ceeeereennenn. 5,0g
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3.2.5.- Meio YM:
Extrato de malte........cceeeveeecenncnans 3,0g
Extrato de levedura.......cceceeeeenneee. 3,0g
Peptona.....ccceeuenrrerecannnnaenaranennes 5,0g
GlICOSE. . uveeerreeeeerecsanncnsascenasaes 10,0g
H,0 @.8.Pecureeennrncnnneneniseniannaes 1000 ml pH 7,0

3.3. Determinaciio do nivel de resisténcia ao cobre

Diferentes linhagens de Xev foram crescidas em meio NA liquido durante 16
horas a 28° C, com agitagio. A densidade celular foi ajustada em solugdo salina 0,9%,
para absorbéncia (Abs) 0,1 a 600 nm através do espectrofotdmetro (DU-65 Beckmann)
e 10 ul de cada soluggo foram aplicadas, em duplicata, em placas de meio NA com
diferentes concentragdes de sulfato de cobre (0 a 400 pg/ml). As placas foram mantidas
em estufa a 289C por 72 horas. A concentragdo que inibiu o crescimento confluente
ap6s este periodo, foi considerada como concentragio mfnima inibitéria (CMI).

A mesma metodologia foi empregada para E.coli sendo que, o meio
inicialmente utilizado para os testes foi LB, e as placas foram mantidas em estufa a

379C por 72 horas. Os meios de cultura posteriormente, foram padronizados para NA.
3.4. Extracéio de DNA total

As extragdes de DNA das 22 linhagens de Xanthomonas campestris, de 2
linhagens de E. coli (W3104 e XA7012) e de uma linhagem de Pseudomonas gladioli
pv gladioli (604), foram feitas através de metologia descrita por Goss et al (1990 ),
com modificacdes.
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Culturas bacterianas crescidas durante 16 - 18 horas em meio NA ou NYGB
foram centrifugadas e ressuspendidas em tampdo TAS ( 50mM Tris-HCl, pH 8,0;
50mM EDTA; 150 mM NaCl ), acrescidos de 1% de SDS e 150 ug/ml de proteinase
K. A solugiio foi incubada por 1 hora a 50°C, e, posteriormente, 0 DNA foi extraido
duas vezes com fenol:cloroférmio (1:1) e uma vez com cloroférmio (2V). A seguir, o
material foi dialisado em TE (Tris-HC! 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) por 48 horas,
concentrado com polietilenoglicol (PEG - Sigma) e armazenado a 4°C.

3.5. Extracfio de DNA plasmidial

As extragdes de DNA plasmidial foram feitas através do método de lise alcalina
segundo Birboim & Doly (1979), com modificagdes descritas por Maniatis et al
(1982).

3.6. Purificaciio em Cloreto de Césio

O DNA plasmidial do vetor pMFY40 (tabela 2), foi purificado através de
gradiente de cloreto de césio. A extragio de DNA foi feita como descrito no ftem 3.5,
sendo que em larga escala, a partir de um cultivo em 500 ml de meio de LB.

Ap6s a lavagem do sedimento com etanol 70%, este foi seco e ressuspendido
em 4,0 ml de TE. Adicionaram-se 4,4g de CsCl e 0,4 ml de brometo de etidio (10
mg/ml). A solugio foi deixada no escuro por 1 hora. A seguir, a solucdo foi
centrifugada a 8000 rpm/Smin a temperatura ambiente, em rotor Beckman JA-20 e, o
sobrenadante, transferido para tubo Falcon. A densidade final da solugdo foi ajustada
para 1,55 g/ml, através de um refratdmetro, para um fndice de refragdo de 1,3860.
Ap6s esta etapa, o material foi transferido para tubos de ultracentrifuga, préprios para
rotor Beckman VTi-80. O material foi centrifugado a 60000 rpm por 20 horas e a



banda correspondente a0 DNA plasmidial foi retirada com auxilio de uma seringa e
transferida para um Eppendorf. O brometo de etidio foi retirado da amostra através de
sucessivas centrifugacGes com butanol saturado com H20. O material foi dialisado
contra TE por 48h para retirar o CsCl presente. A seguir, adicionou-se 0,1V de acetato
de s6dio 3M e 2V de etanol absoluto e o material foi incubado por 2h a -20°C, sendo
depois recuperado por centrifugagio a 12000 rpm/20min, lavado com etanol 70% e
ressuspendido em TE.

3.7. Conjugaciio

Experimentos de conjugacdo foram feitos entre a linhagem 484, resistente ao
cobre, e a linhagem RefSm, sensfvel ao cobre, resistente ao antibi6tico estreptomicina e
ndo portadora de plasmidios. As conjugacOes foram feitas com ou sem o auxflio do
plasmfdio mobilizador pRK2073 (Tabela 2).

A partir de 1,0 m! da cultura da linhagem doadora (Cu'Sm®), crescida durante
16 horas, foi feito uma centrifugagdo das células a 12000 rpm/3min e o sobrenadante
obtido foi descartado. A seguir, foi centrifugado 1,0 ml das células receptoras (Cu*Sm’)
no mesmo tubo Eppendorf anterior. O sobrenadante foi novamente descartado e o
sedimento obtido foi ressuspendido na solugdo restante no tubo Eppendorf. O material
foi plaqueado em placas de meio NA sem qualquer agente seletivo.

Para cruzamentos tri-parentais (Ditta et al., 1980), o procedimento foi
semelhante, com a exce¢io de que 1,0 ml da cultura do plasmidio mobilizador foi
centrifugada entre as etapas de centrifugacdo das células doadoras e receptoras.

As placas foram mantidas a 28°C durante 24 horas e, a seguir, 2 massa celular
crescida foi dilufda em solugdo salina (0,9%) e plaqueada em meios de selegdo
contendo cobre (200 ug/ml) e estreptomicina (100 pg/ml).
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3.8. Digestiio com enzimas de restri¢fio:

Todas as enzimas utilizadas neste trabalho foram obtidas das firmas Bethesda
Research Laboratory (BRL), New England Biolabs, Pharmacia e Sigma.
Os tampdes e condigdes de digestdo (temperatura e concentragdo de sal) foram

utilizados conforme as instrugdes dos fabricantes.

3.9. Experimentos de hibridizacdo

3.9.1. Transferéncia alcalina

A metodologia de transferéncia alcalina dos fragmentos de DNA para
membranas de nailon foi praticamente a mesma descrita por Maniatis et al (1982).

O DNA cromossdmico e/ou plasmidial digerido com endonuclease de restrigdo
apropriada, foi separado em gel de agarose 0,8% através de eletroforese em tampdo
Tris Acetato (TAE-tris-acetato 0,04 mM; EDTA 0,001 mM). O gel foi corado com
brometo de etidio (0,5 ug/ml) e fotografado.

A incubacio do gel em 250 ml de solugdo de despurinagio (HCl 0,25 N),
ocorreu por 15 min. 3 temperatura ambiente com suave agitagdo. O gel foi lavado com
4gua destilada esterelizada e incubado por mais 30 min em 250 ml de solugdo de
desnaturagio (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M). A seguir foi montado o sistema de
transferéncia que consistiu de: papel Whatmann 3MM, gel, filtro de nailon Hybond N
(Amersham), 2 folhas de papel Whatmann, papel absorvente, placa de vidro e peso de
0,5 a 1,0 kg. A transferéncia, feita em tampao de transferéncia alcalina (NaOH 0,25
M; NaCl 1,5 M), ocorreu por um perfodo de 16 a 18 horas. Alternativamente, foi feito
uma transferéncia rdpida (aproximadamente 3 horas) dos fragmentos de restrigdo onde,
apés a incubagio do gel na solugdo de desnaturagio, este foi neutralizado durante 30



min em tampdo de neutralizagio (NaOH 20 mM; acetato de ambnio 1 M). A seguir, 0
sistema de transferéncia foi montado: gel, filtro de nailon Hybond N (Amersham)
embebido em solugdo de neutralizagio, 3 folhas de papel Whatmann, 3 a 4 cm de papel
absorvente, placa de vidro e peso de aproximadamente 0,5 a 1 Kg.

Ap6s este perfodo, o filtro foi lavado com 100 ml de SSC 2X por 2 min secado
a temperatura ambiente e incubado a 80°C por 10 min para fixagio do DNA, estando
assim pronto para hibridizar.

3.9.2. Marcaciio das sondas de DNA

Os fragmentos utilizados como sondas foram purificados do gel utilizando-se
papel DEAE (Whatmann DE81), o qual foi introduzido no gel, abaixo dos fragmentos
desejados. Quando os fragmentos de interesse migraram para o papel durante
eletroforese, estes foram elufdos em tampdo de eluigdo (Tris-HCl 20 mM,pH 8,0;
EDTA 2,0 mM; NaCl 1,5 mM) por 1h/45°C. A seguir, os DNAs em solugio foram
transferidos para outro eppendorf ¢, posteriormente, foram precipitados com etanol por
1h/-70°C, recuperados através de 20 min de centrifugagio a 12000 rpm, lavados com
etanol 70% e ressuspendidos em volume apropriado de TE. Alternativamente, os
fragmentos de interesse foram isolados através do "Geneclean Kit" ( Bio 101, Inc., La
Jolla, Calif.), como determinado pelo fabricante.

A sonda foi marcada com digoxigenina de acordo com instrugdes do fabricante
(Non radioactive labelling Kit, Boehringer-Mannheim). Foram utilizados cerca de 200
ng de DNA . Os fragmentos HindIII-BamHI de 2,2 Kb, BamHI de 0,8 Kb ¢ BamHI de
1,0 Kb marcados, passaram a ser chamados de 2A.1, 2B.1 e 2C.1, respectivamente.
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3.9.3. Hibridizacdo

O filtro de nailon foi pré-hibridizado com 30 ml de solugio de hibridizagdo
(SSC 5X; solugio bloqueadora 10%, N-lauroilsarcosina 1,0%; SDS 0,02%) a 420C
por 3 a 4 horas sob suave agitagio. Em seguida, foi hibridizado com 20 ml de solugio
de hibridizagao contendo a sonda marcada, durante a noite, na mesma temperatura
descrita, na presenca de 50 % de formamida. Posteriormente, o filtro foi lavado
exaustivamente em 200 ml de SSC 2X; SDS 0,1% a temperatura ambiente ¢ em 200 ml
de SSC 0,5X; SDS 0,1% a 68°C. Todas as lavagens foram feitas duas vezes por 20

min cada.

3.9.4. Detecgio da hibridizacfio

O DNA marcado com 'Digoxigenina (DIG) foi detectado através de uma reagdo
antfgeno-anticorpo. Utilizou-se antidigoxigenina conjugada com a enzima fosfatase
alcalina, cuja acdo enzimdtica sobre o substrato Lumigem PPD (Boehringer-
Mannheim), produz luminescéncia, a qual pode ser detectada em filmes de raio X.

Ap6s as lavagens descritas no ftem 3.11, o filtro foi lavado por 5 min em
Tampio I (4cido maléico 0,1 M; NaCl 0,15 M; pH 7,5) e incubados por 30 min em
Tampdo II (tampio I contendo reagente bloqueador 1%). O conjugado anti-DIG -AP
foi dilufdo para 75 mU/ml em Tampdo II e o filtro foi incubado por 30 min em 20 ml
dessa solugdo. A seguir, foram feitas duas lavagens, de 15 min cada, em 100 ml de
Tamp3do de lavagem (tampao I contendo Tween 20, 0,3%) e o filtro foi equilibrado por
3 min em 20 ml de Tamp3do III ( Tris-HC1 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl, S0 mM; pH
9,5). O filtro foi incubado por 5 min em 10 ml de solugio de AMPPD dilufda (0,1
mg/ml), selado em plistico e mantido na estufa a 37°C por 10 min. A seguir, foi
exposto a filmes de raio X (Fuji) por periodos que variavam de 30 minutos a 2 horas,



para detecgdo da luminescéncia. Os filmes foram revelados por 3 min e fixados por 2

min com solucdo reveladora e fixadora (Kodak), respectivamente.

3.10. Perfil plasmidial das linhagens resistentes ao cobre

As linhagens 310, 411 e 484, de Xcv, que apresentaram resisténcia ao cobre
pelo teste descrito no ftem 3.3, foram analisadas quanto ao perfil plasmidial quando
digeridos com as enzimas EcoRI, HindIIl, Pstl e Xhol.

3.11. Clonagem
3.11.1. Liga¢#o DNA-vetor

Inicialmente, para a clonagem molecular, o plasmidio da linhagem 484, foi
digerido com Pstl e hibridizado com as sondas 2A.1, 2A.2 e 2A.3, descritas
anteriormente. Dois fragmentos hibridizaram com as trés sondas: um de
aproximadamente 3,1 Kb e outro de 1,3 Kb. O fragmento de 3,1 Kb que hibridizou, foi
purificado do gel através do "Gene Clean Kit", segundo instrugdes do fabricante, ligado
ao vetor pMFY40 de 11,4 Kb (Tabela 2), previamente defosforilado com a enzima CIP
(10000 U/ml). Este vetor apresenta resisténcia & ampicilina (Ap) e tetraciclina (Tc), e
possui um sftio de restricio dnico da enzima Pstl, localizado dentro do gene de
resisténcia 3 ampicilina. O DNA do vetor foi obtido conforme descrito nos ftens 3.5 e
3.6, e o plasmidio passou a ser chamado de pCX. Paralelamente, tentou-se a clonagem
do fragmento de 1,3 kb no mesmo vetor pMFY40 e no vetor pBluescript KS. Mas os
resultados foram infrutfferos, nio tendo sido obtidos clones positivos.

A reacdo de ligagdo foi efetuada com a enzima T4 DNA ligase (BRL), em um
sistema de 20 ul, contendo 100 ng de inserto e 100 ng de vetor, segundo instrugdes do

fabricante.



3.11.2. Transformacfo e selegiio dos transformantes

Ap6s a ligagdo, o material foi transformado na linhagem DH5a (Tabela 1),
segundo Maniatis et al., 1982. As células transformadas foram selecionadas em placas
contendo tetraciclina, apés crescimento a 37°C por 18 horas. As colénias crescidas
foram selecionadas e plaqueadas em meio LB/Tc, com réplica em meio LB/Ap e meio
LB/Tc/Cobre. Duas concentra¢des de cobre foram utilizadas, 100 e 200 pg/ml. Desta
forma, pode-se selecionar as col6nias que contém o inserto por inativagdo do gene de
resisténcia a Ap e também pela expressio em meio com cobre. Estas placas foram
mantidas a 37°C por 24 h. Posteriormente, das coldnias que cresceram em meio
LB/Tc/Cu, foram feitas extragdes de DNA (mini-prep), digestoes com a enzima Pstl e

hibridizagido com a sonda 2A.1.

3.12. Eletrotransformaciio

Entre as linhagens sensfveis, foi escolhida arbitrariamente a linhagem 457,
para a realizagio dos experimentos de eletrotransformacio com o plasmidio pCX
(Tabela 2).

A transformacdo foi efetuada através do eletroporador "Gene Pulser”
(BioRad). As células competentes foram preparadas segundo White & Gonzales (1991).
Elas foram crescidas em 100 ml de meio YM, a 28°C até a Abs de 0,5 - 0,65 a 640
nm. A seguir as células foram centrifugadas a 4000rpm/15min e o precipitado lavado
com 50 ml de 4gua gelada esterilizada, seguido de nova lavagem com 25 ml de 4gua.
Duas sucessivas centrifugacdes foram feitas a 4000 rpm/15min, apSs ressuspensio do
precipitado em 20 ml e 10 m! de glicerol 10% gelado. Ao final, o precipitado foi
ressuspendido em 1,0 ml de glicerol 10% gelado e mantido no gelo. A mistura de
eletroporagdo consistiu de 0,1 ug de DNA plasmidial e 40 ul de células competentes.



Ap6s o pulso, as células assim obtidas, foram incubadas em meio YM por 1
hora a 28 °C e, a seguir, semeadas em meio NA contendo tetraciclina. Apés
crescimento a 28°C, as colonias foram repicadas em meio contendo 50, 100 e 200
pg/ml de cobre e mantidas a a 28°C por 48 horas.

Foram feitas extragdes de DNA plasmidial e total dos transformantes, que
cresceram em meio de cultura NA com adigio de cobre. O DNA obtido, foi digerido
com a enzima PstI e utilizado para hibridizagio com o fragmento marcado de 3,1 kb do

pCX.

3.13. Mecanismo de resisténcia

A determinagio do contexido de cobre acumulado nas bactérias, através de
digestio 4cida da matéria orginica, foi feita de acordo com metodologia descrita por
Ganje & Page (1974) e Nkong & Ballance (1982). Apés a digestdo 4cida das bactérias,

o material obtido foi medido no espectrofotdmetro de absorgio atémica.

3.13.1. Digestdo dcida das bactérias

O crescimento celular da linhagem resistente 484, foi feito em dois
Erlenmeyers com 500 ml de meio NA, durante a noite a 28°C, com agitacdo, a partir
de pré-inéculo. Em uma das amostras, foi adicionado cobre para uma concentraco de
200 pg/ml, enquanto a segunda amostra permaneceu crescendo em meio de cultura sem
adicio de cobre. Esta concentragio foi escolhida, por haver apenas crescimento das
linhagens resistentes. Apés esta fase, as densidades celulares foram ajustadas para 0,6 a
Abs 600 nm e, no meio de cultura onde estava crescendo a linhagem 484 sem cobre,
foi adicionado CuSO,5H,0 para a mesma concentragio da linhagem 484, a qual j4

estava crescendo com o metal. Isto foi feito para ndo interferir nas medigdes feitas pelo
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espectrofotdmetro de absorgio atdmica, podendo-se supor que a medida obtida era do
cobre presente em solugdo. As células foram centrifugadas a 7000 rpm/15 min e o
sedimento foi ressuspendido em 10 ml de dgua Milli-Q esterelizada. De cada linhagem,
transferiram-se 1,3 ml para tubos de ensaio para digestdo e adicionaram-se 2,0 ml de
H,SO,. concentrado. O controle da digestdo utilizado foi solu¢do de CuSO,.5H,0, sem
a presenga de bactérias.

Os tubos de ensaio foram transferidos para bloco digestor onde ocorreu a
digestdo da matéria orgénica, até o clareamento das amostras (cerca de 24 horas).
Foram adicionados 100 ul de H,0, 30% aos tubos de digestdo frios para completar a
oxidagdo e, em seguida, os tubos foram novamente colocados no bloco digestor por 30
minutos para total evapora¢do da H,0, . O volume final das amostras foi completado
para 100 ml com 4gua Milli-Q esterelizada. Todo o experimento foi feito em duplicata.

3.13.2. Leitura no espectrofotdmetro de absor¢io atdmica

A espectroscopia de absor¢do atdmica vem sendo utilizada para a determinagio
direta de um grande mimero de metais em solugdo. Tem sido usada para detectar
quantidades tragos de metais em sistemas orginicos, inorginicos e biol6gicos.

Inicialmente, uma curva padrio foi elaborada a partir de uma solucdo estoque
de 1000 ppm (mg/l) de CuSO,5H,0, obtendo-se solugdes da concentragio de 1 ppm
até 11 ppm. O espectrofotOmetro de absorgio atdmica FMD3-Zeiss foi ajustado para a
leitura de cobre a Abs de 324,8 e equilibrado através da curva padrdo. Imediatamente a
seguir, as amostras foram lidas no aparelho para medir quanto de cobre foi absorvido.

3.13.3. Preparacfio de bactérias para microscopia eletrdnica de transmisséio

A linhagem 484 foi crescida, durante a noite, em dois Erlenmeyers de 125 ml
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cada com 50 ml de meio NA, sendo apenas um deles acrescido de 200 ug/ml de
CuSO,5H,0. As células foram centrifugadas a 4000 rpm/15 min/4°C e o sobrenadante
desprezado. O material foi ressuspendido em tampdo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4
(Tampio I) e centrifugado a 4000 rpm/15 min/4°C. O sedimento foi ressuspendido em
glutaraldeido 2,0% em Tampdo I e pré-fixado durante 1h/4°C. As células foram
centrifugadas novamente a 4000 rpm/15 min/4°C e ressuspendidas novamente em
Tampdo 1. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Na iltima centrifugagio, o
sedimento foi fixado em OsO,4 1,0% em Tampdo I, durante 10 min/4°C. O material foi
centrifugado novamente a 4000 rpm/15 min/4°C e o sobrenadante desprezado. O
sedimento foi lavado rapidamente em 4gua destilada por centrifugagio e a massa celular
obtida foi incluida em 4gar-dgua 1,5%. Seguiram-se sucessivas desidratagdes, por 10
min, em cada uma das seguintes concentracdes de acetona: 30%, 50%, 70%, 90% e
100%. A desidratacdo a 100% foi repetida mais uma vez. e, o material j4 desidratado,
foi infiltrado em acetona:resina na proporgio 1:1, a temperatura ambiente em rotor,
por 24 horas. A seguir, foi feita nova infiltragio com resina pura por 24 horas a
temperatura ambiente, em rotor, tendo a polimerizagdo ocorrido a 70°C durante 3-5
dias. Em seguida, o material foi incluido em resina Epon-araldite durante 3 dias em
estufa a 70°C, sendo feitos posteriormente, cortes semi-finos (0,5-1,0 mm) nos blocos
obtidos para observagdo ao microscépio Optico. ApSs a constatacdo da eficiéncia da
metodologia, cortes ultrafinos (60 nm) foram obtidos e o material foi colocado em
"grids" com didmetro de 200 "meschs” para andlise no Microscépio EletrOnico de
Transmissdo, modelo CEM 902 - Zeiss, pertencente ao Instituto de Qufmica da
Unicamp.

A técnica utilizada para esta andlise, Espectroscopia de Imagem de Elétrons,
utiliza diferengas de energias de elétrons para obtencdo da localizagio do metal na
imagem produzida (Kunz, M. et al., 1989). As andlises foram feitas a 910 eV (baixa
energia) ¢ 931 eV (alta energia). O programa de computador IBAS (Nunes,S.



comunicagio pessoal), foi utilizado para localizagio do metal presente na amostra

crescida com cobre.

3.13.4. Extraciio de proteinas totais para eletroforese em SDS-PAGE
3.13.4.1. Extraciio, aplicacio das amostras e eletroforese

A técnica de extragdo de protefnas totais de Xcv, baseou-se na metodologia
descrita por Vauterin et al. (1991). As extragbes foram feitas com as linhagens 484 e
457 (Tabela 1).

As células, crescidas em 3,0 ml de meio NA liquido, com concentragdes
crescentes de cobre (0 a 250 ug/ml), foram centrifugadas a 12000 rpm/3 min. O
sedimento foi ressuspendido em 400 pl de tampdo Salina-Fosfato (Na,HPO, 0,03 M,
KH,PO, 0,016M, NaCl 0,137 M) e centrifugado a 10000 rpm/10 min. Esta etapa foi
repetida mais uma vez, e, a seguir, o sedimento foi ressuspendido em tampdo de
ressuspensio (-mercaptoetanol 5%, Tris 0,06M, glicerol 10% e 140 ul de SDS 20%)
e mantido a 95°C/10 min. Para cada 70 mg de "pellet”, utilizou-se 1,0 ml de tampio de
ressuspensdo. Ap6s centrifugagdo a 10000 rpm/10 min, o sobrenadante foi transferido
para outro eppendorf e estocado a - 20°C até o momento de uso.

A metodologia utilizada na preparacgdo do gel de poliacrilamida foi a descrita
por Laemmli (1970), sendo que as concentragdes do gel de separagdo e de resolugao
foram, respectivamente, 10 ¢ 4%.

O tampdo de corrida consistiu de Tris-HCl 25 mM; glicina 0,192 mM pH
8,3; SDS 0,1%. Ap6s a aplicagdo das amostras no gel, a corrida de eletroforese foi
feita a temperatura ambiente a 100 V, até que a frente de azul de bromofenol atingisse
o final do gel de separagdio. Os marcadores de peso molecular foram obtidos da
Promega e consistiram de: Fosforilase B (97400 Da); Soro albumina bovina-BSA
(66200 Da); Glutamato dehidrogenase (55000 Da); Ovalbumina (42700 Da); Aldolase
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(40000 Da); Anidrase carbdnica (31000); Inibidor de tripsina de soja (21500 Da) e
Lisozima (14400 Da).

3.13.4.2. Coloraciio do gel de poliacrilamida com prata

A coloragio de protefnas seguiu a metodologia descrita por Blum et al.
(1987), com modificagdes. A sequéncia de coloragdo est4 descrita na tabela abaixo.

Tabela 3 - Coloragio de protefnas com prata

Solugdes tempo de tratamento

Fixador (etanol 50%; 4cido acético 12%; > 1h

formaldeido 37%)

Etanol 50% 3X 20 min

Solugiio de pré-tratamento (Tiossulfato de 1 min

sédio 0,02%)

Agua destilada 3X 20 seg

Solugio de impregnagio (AgNO; 0,2%, 20 min
0,75 mU/1 de formaldefdo 37%)

Agua destilada 2X 20 seg

Solugio reveladora (Na, CO; 6%; até 10 min

tiossulfato de sédio 0,4 mg%; 0,5 ml/]

de formaldeido 37%)

Agua destilada 2X 2min

Solugio de bloqueio (etanol 50%; 4cido 10 min

acéticol2%)

Etanol 50% >20 min
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O gel, apés ser fotografado, foi plastificado com papel celofane e secado a

temperatura ambiente.
3.13.5. Induciio do gene de resisténcia ao cobre

Foram feitos trés pré-in6culos, em meio NA liquido, com a linhagem 484,
sendo apenas um suplementado com 50 pg/ml de cobre. Apés crescimento durante 16 -
18 horas, inoculou-se 1,0 ml de cada pré-inéculo em trés Erlenmeyers de 125 ml
contendo 20 ml de meio NA liquido. Dois desses Erlenmeyers, sendo um deles
obrigatoriamente 0 que j4 possuia cobre no pré-inéculo, foram suplementados com
cobre para a concentragio de 250 pg/ml. Os controles consistiam da linhagem 484
crescida em meio NA liquido sem adicdio de cobre em nenhuma das fases de
crescimento, e da linhagem 457, sensivel ao cobre, cujo pré-inéculo foi feito apenas em
meio NA liquido e no inéculo foi adicionado cobre para 250 ug/ml.

Ap6s 30 min de crescimento a 28°C, com agitagdo, mediu-se a absorbéncia em
espectrofotdbmetro de 30 em 30 min durante 2 horas e meia e, a seguir, as amostras
foram retiradas em intervalos de 2 horas. As amostras consistiam de: (A) linhagem 484
crescida em pré-in6culo com 50 ug/ml de CuSO,.5H,0 e cujo in6culo possufa 250
pg/ml; (B) linhagem 484 crescida em pré in6culo sem adigio de CuSO,.5H,0 e cujo
in6culo possufa 250 ug/ml, (C) linhagem 484 crescida apenas em meio NA, sem adicdo
de cobre, em nenhuma etapa do experimento e (D) linhagem 457 crescida em meio NA
sem adi¢do de cobre no pré-inéculo e cujo in6culo possufa 250 ug/ml do metal.

Paralelamente 3s medidas de absorbincia, foi medido o pH das amostras,
através de papel indicador, e comparados a uma tabela padrdo de cores.



4.RESULTADOS

4.1.Determinagiio do nivel de resisténcia ao cobre
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Os nfveis de resisténcia das linhagens de Xanthomonas sp e de E.coli estdo

descritos na Tabela 5. Considerou-se como linhagens sensfveis, de baixa resisténcia e

de alta resisténcia ao cobre,
respectivamente, em 50-140, 150-240 e 250400 pg/ml de CuSO,.5H,0. Esta
classificacio baseou-se no trabalho descrito por Sundin et al. (1976) e Bender &

Cooksey (1986).

Tabela 4 - Nivel de resisténcia ao cobre

as linhagens que apresentaram crescimento,

Linhagens Concentragdo de CuSO, SH,0 (ug/ml)
0 | 50 100 150 200 250 300 350 400
Xanthomonas
68 ++ ++ - - - - - - -
223 ++ ++ - - - - - - -
266 ++ - - - - - - - -
275 ++ ++ + - - - - - -
289 ++ - - - - - - - -
310 ++ ++ ++ ++ - - - - -
313 ++ - - - - - - - -
317 ++ ++ - - - - - - -
332 ++ - - - - - - -
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Linhagens Concentragio de CuSO, SH,0 (ug/ml)

0 50 100 150 200 250 300 350 400
366 ++ - - - - - - - -
401 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
408 ++ ++ + o+ - - - - -
411 ++ ++ ++ ++ ++ ++ o+ - -
412 ++ ++ - - - - - - -
420 ++ ++ ++ + + - - - -
443 ++ ++ - - - - - - -
444 ++ + + o+ - - - - -
457 ++ ++ - - - - - - -
460 ++ - - - - - - - -
462 T+ 4+ A+ HE - -
466 ++ ++ ++ - - - - - -
479 ++ ++ - - - - - - -
484 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
505 ++ ++ - - - - - - -
558 ++ - - - - - - - -
559 ++ ++ - - - - - - -
576 ++ ++ - - - - - - -
578 ++ ++ - - - - - - -
RefSm ++ ++ + - - - - - -
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Linhagens Concentracio de CuSO, 5H,0 (ug/ml)
0 50 100 150 200 250 300 350 400

E.coli
C600 ++ ++ + - - - - - -
DH5a ++ + - - - - - - -
ED8767 ++ + - - - - - - -
HB101 ++ ++ + - - - - - -
JC1569 ++ ++ - - - - - -
IM101 ++ ++ - - - - - - -
K12/Nal ++ ++ + - - - - - -
w3104 ++ ++ - - - - - - -
W677 ++ ++ + - - - - - -
XA7012 ++ ++ - - - - - - -
+ + crescimento confluente |

+ crescimento de col6nias isoladas

- auséncia de crescimento

Das 14 linhagens de Xcv testadas, 4 (28,6%) apresentaram alta resisténcia

(linhagens 401, 411, 462 e 484), 2 (14,3%) apresentaram baixa resisténcia (linhagens
310, e 420) e o restante (57,1%) se mostrou sensivel ao cobre (linhagens 317, 332,

408, 412, 457, 460, 466 e 479). Em relagio aos outros 15 patovares testados, todos

foram considerados sensfveis ao cobre, sendo apenas determinado exatamente a CMI

(Concentragio Mfnima Inibitéria) de 50 pxg/ml e 100 pug/ml dos pv passiflorae (444) e

cassavae (275), respectivamente. Todas as linhagens de E.coli foram consideradas

sensfveis ao cobre.
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4.2, Conjugaciio

Trés transconjugantes, RSCul, RSCu2 e RSCu3 foram obtidos através de
conjugacdes entre as linhagens 484 e RefSm, sem o auxilio do plasmidio mobilizador
pRK2073. Foi observada a presenca do plasmidio nativo da 484 (pRCV48) no
transconjugante RefSmCul, através de extragdes de DNA e hibridizagdes com a sonda
2A.1. Os DNAs foram digeridos com a enzima EcoRI (Figura 2). Os outros dois
transconjugantes também foram analisados, sendo obtidos resultados similares. As
outras sondas também foram testadas e 0o mesmo resultado foi obtido (dados nio
mostrados).

O nivel de resisténcia ao cobre foi determinado sendo observado um aumento
na resisténcia dos transconjugantes. A linhagem RefSm cresceu at€é uma CMI de 100
pg/ml, enquanto os transconjugantes tiveram uma CMI entre 300 e 350 pg/ml,

confirmando a presenca e expressio do gene de Cur.

4.3. Detecgdo do gene de resisténcia

Foram extraidos DNA gendmico e plasmidial das linhagens sensiveis (408, 457
e 479) e resistentes (310, 411 e 484), selecionadas a partir do resultados do teste de
resisténcia descrito no ftem 4.1. Os DNAs foram digeridos com EcoRI e hibridizados
com as sondas descritas no ftem 3.8.

Foram detectadas hibridizagoes tanto nos plasmidios quanto nos cromossomos
das linhagens resistentes do pv vesicatoria (Figura 3). As hibridizagdes ocorreram em
um fragmento de cerca de 15.4 Kb no plasmfdio e cromossomo da linhagem 310 e em
um fragmento um pouco maior que 15.0 Kb na linhagem 411. Na 484, a hibridizacdo
se deu no fragmento de 15 Kb, presente no DNA cromossémico. A estimativa do
tamanho dos fragmentos foi feita através do progama ELETRO (Leite, A,.



comunicagio pessoal).

Do DNA total, extrafdo e digerido com EcoRI, dos pv citri (223), cassavae
(275), pelargoni (266), manhiotis (289), ricine (313), glycines (333), carotae (366),
phaseoli (558), passiflorae (444), pruni (443), melonis (68), ricini (313), campestris
(RefSm), cordiae (505), viegassie (575), undulosa (578), e malvacearum (559) do
género Xanthomonas, somente houve hibridizagdo com a sonda no cromossomo dos pv
melonis (68) e cassavae (275). A partir desse resultado, foram feitos novos mini-preps
de plasmidios e de cromossomos dessas duas linhagens e uma nova hibridizacio com a
sonda 2A.1. Pode-se constatar hibridizacdo no plasmidio e cromossomo de ambas as
linhagens (Figura 4) em fragmentos de aproximadamente 15,0 e 10,9 kb, pertencentes,
respectivamente ao patovar melonis e cassavae. O padrdo de restricio do plasmidio da
linhagem 275, quando digerido com EcoRI, foi semelhante aos padrdes obtidos para as
linhagens de wvesicatoria 310 e 411. A linhagem 275 teve sensibilidade ao cobre pelo
teste de determinagdo do nfvel de resisténcia, enquanto as linhagens 310 e 411 sdo
respectivamente, de baixa e alta resisténcia. Estas diferencas podem ser explicadas por
diferencas funcionais ao nfvel de regulagio ou pela presenca de mutagdes pontuais.

Dados de sequénciamento podem vir a esclarecer esses resultados.
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Figura 2: Hibridiza¢do do plasmidio pRCV48, digerido com EcoRI, com a sonda
2A.1. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA plasmidial da linhagem
doadora 484 e da linhagem receptora RefSm. (B) Hibridizacdo do "Southern blot” com
a sonda 2A.1. (1) A HindIII; (2) 484/EcoRE; (3) RefSm; (4) RefSm + pRCV48/EcoRI;
(5) A HindIIlL
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Figura 3: Hibridizagio do DNA plasmidial (p) e cromossdmico (cr) de diferentes
linhagens de Xc.pv wesicatoria, digeridos com EcoRI, com a sonda 2A.1. (A)
Eletroforese em gel de agarose 0,8% de DNA plasmidial e cromossémico (B)
Hibridizac¢do do "Southern blot” com a sonda 2A.1 (1) 310p; (2) 310cr; (3) 408p; (4)
408cr; (5) 411p; (6) 411cr; (7) 457p; (8) 457cr; (9) 479p; (10) 479cr; (11) 484cr; (12)
484p; (13) 2A.
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Figura 4. Hibridizagdo do DNA plasmldlal (p) e cromossdmico (cr) das linhagens Xc.
pv melonis (68) e X c. pv cassavae(275), digeridos com EcoRI, com a sonda 2A.1. (A)
gel de eletroforese 0,8% do DNA plasmidial e cromossdmico destas linhagens. (B)
Hibridizacdo do "Southern blot" com a sonda 2A.1. (1) 1Kb ladder; (2) 68p; (3) 68cr;
(4) 275p; (5) 275cr; (6) 484p.



4.4. Perfil plasmidial

A fim de detectar a presenca de polimorfismo nos plasmidios portadores de
determinante de resisténcia, foram analisados os perfis de restri¢io de uma linhagem de
baixa resisténcia (310) e duas de alta resisténcia (411 e 484). Os plasmidios dessas
linhagens foram extrafdos e digeridos com as enzimas EcoRI, Pstl, HindIIl e Xhol.

O tamanho aproximado dos fragmentos foi obtido através do programa de
computador ELETRO (Leite, A., comunicagio pessoal) e estdo descritos na tabela 5.

Nenhum dos trés plasmidios apresentou sftios para Xhol. Os plasmidios
pRCV31 e pRCV41, nativos das linhagens 310 e 411, respectivamente, apresentaram
perfis de restrigio bem semelhantes, tendo pelo menos 6 sitios para EcoRl, 7 sftios para
Pstl e pelo menos 9 sitios para HindIll. A diferenga encontrada no tamanho dos
fragmentos entre os plasmidios, obtidos com digestdo para EcoRI, pode ser devido a
erros de medicdo. J4 a diferehga de tamanho plasmidial encontrada ap6s digestdo com
Pstl, comparado com os outros tamanhos obtidos, pode ser explicada pela presenca de
fragmentos de igual tamanho, nio detectados no gel. O tamanho médio desses
plasmidios foi de 59,2 Kb para pRCV31 e 59,6 Kb para pRCV41.

O plasmidio pRCV48, nativo da 484, apresentou tamanho menor, sendo de
aproximadamente 30,5 Kb. Possui 3 sftios para EcoRI , 5 sitios para Pstl e 4 sftios para
HindIII.



Tabela 5 - Perfil de restrigio plasmidial das linhagens de Xcv resistentes ao cobre

Enzimas de 310 411 484
restricao
21,2» 22,0 14,3¢
15,4¢ 16,0¢ 8,90
12,0 12,0 7,90
EcoRI 6,00 6,00
5,50 5,50
3,80 3,83
TOTALb 64,0 65,3 31,1
14,9 14,9 15,2
12,9 12,9 7,90
7,11 7,11 4,90
Pstl 5,83 5,83 2,80
4,84 4,84 2,00
3,56 3,56
2,23 2,23
TOTAL 51,4 51,4 32,8
20,5 20,5 21,1
12,1 12,1 2,60
8,96 8,96 2,40
5,80 5,80 1,40
HindIlI 4,20 4,20
3,65 3,65
3,22 3,22
2,58 2,58
1,00 1,00
TOTAL 62,0 62,0 27,5

a: tamanho do fragmento em kilo bases (kb)
b: soma dos tamanhos dos fragmentos obtidos através das digestdes enzimdticas
c: fragmentos que hibridizam com a sonda 2A.1
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4.5. Clonagem molecular

Em experimentos de hibridizagio detectou-se homologia entre a sonda 2A.1
com um fragmento de 3,1 Kb, obtido apés digestdo do pRCV48 com a enzima Pstl.

Apés a ligagdo do vetor pMFY40 com este fragmento de aproximadamente
3,1 Kb do plasmidio pRCV48 e transformacdo na DH5«, obtiveram-se 8 possiveis
clones portadores da resisténcia 2 tetraciclina e ao cobre. Estes clones foram isolados e,
apés extragio de DNA e digestoes com a enzima Pstl, foram analisados através de
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Este material foi transferido e hibridizado com a
sonda 2A.1 (Figura 5). Dos oito clones inicialmente obtidos, apés a hibridizacdo, ficou
constatado a presenga de um iinico clone com o gene de resisténcia ao cobre, o qual foi
denominado de clone 2 VIII. O mimero em romano corresponde a placa de crescimento
da col6nia. Este clone possui o plasmidio com o gene de resisténcia, que foi
denominado de pCX.

A confirmag¢io da origem do inserto de 3,1 Kb presente no clone 2VIII, foi
efetuada pela hibridizagio do plasmidio original pRCV48/PstI com o fragmento de 3,1
Kb marcado (Figura 6).

O clone 2VIII foi testado para o seu nivel de resisténcia ao cobre como j4
descrito no ftem 3.3. Apds 72 horas de crescimento a 28 °C, este clone teve seu
crescimento inibido totalmente em placas com concentragbes acima de 300 pug/ml.
Ficou determinado o seu CMI, com surgimento de colbnias isoladas, em 200 pg/ml

(Figura 7).
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Figura 5: Hibridizacio do gene de resisténcia ao cobre, localizado em um fragmento
Pstl de 3,1 Kb. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA plasmidial da
linhagem 484 e dos seus possiveis clones. (B) Hibridizagdo do DNA plasmidial com a

sonda 2A.1. (1) 484/Pstl; (2) ladder; (3) 484/Hincll (4) pMFY40/ Pstl; (5) clones/ Pstl,
(6) ladder.
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Figura 6: Hibridizagio do pRCV48/PstI , nativo da linhagem 484, com o inserto de
3,1 Kb marcado, presente no pCX. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA
plasmidial da linhagem 484 e do clone 2VIII. (B) Hibridizacdo do "southern blot" deste
gel (1) ladder; (2) 484/PstF; (C) 2VIIL/ Pstl.
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Figura 7: Determinacio do nivel de resisténcia ao cobre do clone 2VII, o qual
apresentou desenvolvimento de col6nias isoladas a 200 ug/ml. A linhagem 484 foi
utilizada como controle, tendo crescimento confluente até 300 ug/ml. (A) clone 2VIII;

(B) 484.



4.6. Eletrotransformaciio

Foram obtidos 780 transformantes ap6s a eletroporagdo da linhagem 457 com
o DNA plasmidial do clone 2 VIII. Os transformantes foram plaqueados por ponto em
placas contendo tetraciclina com réplica em placas com tetraciclina e cobre nas
concentra¢des 100, 150 e 200 ug/ml.

Dos 780 transformantes iniciais, 141 cresceram nas placas contendo cobre para
a concentragio de 100 pg/ml (Figura 8). Os DNAs plasmidiais de 10 transformantes,
escolhidos ao acaso, ndo hibridizaram com o fragmento de 3,1 Kb. Desses
transformantes, 6 tiveram o DNA total extraido e hibridizado com a mesma sonda.
Houve hibridizagio na regiio correspondente ao inserto de 3,1 Kb do plasmidio pCX
em todos os transformantes, ndo ocorrendo, entretanto, no DNA total da linhagem 457.
O fragmento de 11,6 Kb, correspondente ao vetor pMFY40, também hibridizou com a
mesma sonda, demonstrando integragio do plasmidio pCX no cromossomo dessas
bactérias (Figura 9).
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Figura 8: Crescimento dos transformantes 457 (pCX), obtidos por eletroporagdo, em

meio com tetraciclina (A) e tetraciclina + cobre (B).
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Figura 9: Identificacdo do plasmidio pCX, integrado no cromossomo dos clones
transformantes. (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% do plasmidio pCX e dos
DNAs cromossdmicos digeridos com Pstl. (B) Hibridizagdo do "southern blot" com a

sonda molecular do inserto de 3,1 Kb do pCX. (1) pCX; (2) 457; (3) clones.
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4.7. Mecanismo de resisténcia

A linhagem resistente ao cobre 484 foi crescida em meio NA com diferentes
concentragdes de sais de cobre. Ap6s 72 horas de crescimento a 28°C, observou-se uma
mudanca de coloragio da linhagem crescida em meio com cobre. A linhagem 484
apresenta uma coloragio amarela, tipica do género Xanthomonas, quando crescida em
meio NA, sob condigdes normais. Esta coloragdo se modifica para uma tonalidade mais

escura, ap6s crescimento em meio NA suplementado com cobre (Figura 10).

Figura 10: Coloragio da linhagem 484 crescida na auséncia (A) ou presenca de 300
pg/ml de cobre (B). Periodo de incubagdo: 120 h.
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4.7.1. Medidas de acumulacéo de cobre

Apés a leitura no espectrofotdmetro de absor¢do atdmica, constatou-se a
presenga de 10,83 ppm (mg/l) de cobre acumulado na linhagem resistente 484 e a
auséncia completa deste metal na mesma linhagem que cresceu em meio de cultura sem
a presenga de cobre. Caso 0 mecanismo de resisténcia fosse um mecanismo de efluxo,
seria esperado que o nfvel de cobre medido pelo aparelho, ap6s 16 a 18 horas de
crescimento da bactéria com o metal, estivesse mais préximo de zero ou mais préximo
do nivel detectado pela mesma linhagem que cresceu sem o metal. Isto porque j4 € fato
conhecido que altos niveis de cobre sdo téxicos para a célula e, portanto, ele deve ser

eliminado do seu interior.

4.7.2. Microscopia Eletronica de Transmisséo

As células da linhagem resistente ao cobre, 484, crescidas na presenga ou
auséncia de cobre, foram analisadas no Microscépio Eletrénico de Transmissdo, através
da técnica de Espectroscopia de Imagem de Elétrons, que identifica o metal presente na
amostra através de uma coloragio branca.

Nas células que cresceram na presenga de cobre, ficou nftida esta coloragdo
branca ao redor das células, identificando a presenga de cobre especificamente na
regido da membrana celular (Figura 11A). J4 nas células da mesma linhagem, mas que
cresceram na auséncia de cobre, ndo foi observado este tipo de coloragio em qualquer

parte da célula (Figura 11B).
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Figura 11A: Fotomicrografia de transmissdo de células da linhagem 484 crescidas na
presenca de 200 pg/ml de cobre. O cobre estd localizado na regido da membrana

celular (indicado pela seta).

Figura 11B: Fotomicrografia de transmissdo de células da linhagem 484 crescidas na

auséncia de cobre.
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A fim de confirmar a presenga do metal na regido da membrana celular, o
mesmo material da Figura 11A foi analisado através do programa de computador IBAS
(Novaes, S., comunicacio pessoal), onde sdo distribuidos coloragdo igual para
materiais similares. Pode-se perceber ao redor das células uma coloragdo branca,
indicando a presenga do mesmo tipo de material ao redor da membrana, sugerindo a

presenga do metal nesta regido (Figura 12).

Figura 12: Presenca de cobre na regiio da membrana celular da linhagem 484
(indicado pela seta), detectado através do programa IBAS, o qual distribui igual

coloragdo para materiais semelhantes.



53

4.7.3. Perfil de proteinas totais das linhagens de Xcv

O perfil eletroforético de proteinas das linhagens 457 e 484 estdo
demonstrados na Figura 13. Apés a indugio e crescimento da linhagem 484 na auséncia
e presenca de diferentes concentragdes de cobre, foi obtido um padrdo de protefnas bem
semelhantes entre essas amostras. Apesar da baixa resolugdo do gel obtida, uma
possivel diferenca entre elas pdde ser notada. Nesses resultados preliminares, uma
protefna de aproximadamente 164 kDa parece ser expressa em maior nivel nas
linhagens que cresceram com cobre (linhas 4 a 8 da Figura 13). A mesma proteina,
aparentemente, foi sintetizada em um nivel bem reduzido quando comparada com as
outras amostras. Cabe ressaltar que foram feitas tentativas de quantificagdo de proteinas
pelos métodos de Lowry, Bradford e pela andlise no espectrofotdémetro, mas todas sem
SUCESSO.

Por sua vez, a linhagem sensivel 457, também apresentou mudancas na sintese
de protefnas. Na auséncia de cobre, uma proteina de igual tamanho da anterior foi
expressa, mas teve sua sintese inibida quando crescida com 50 ug/ml de cobre. Além
disto, uma outra proteina de aproximadamente 41 KDa, foi inibida quando a linhagem

cresceu com cobre (linhas 1 e 2, Figura 13).
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Figura 13: Gel SDS-PAGE 10% de proteinas totais de culturas de Xcv, em diferentes
concentragdes de cobre. Linhas (1) 457 crescida em meio NA; (2) 457 crescida com 50
pg/ml de cobre; (3) 484 crescida em meio NA; (4) 484 crescida com 50 ug/ml; (5)484
crescida com 100 pg/ml; (6) 484 crescida com 150 pg/ml; (7) 484 crescida com 200
pg/ml; (8) 484 crescida com 250 ug/ml de cobre, respectivamente. M: marcador
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4.7.4. Indugio do gene

Com a finalidade de verificar qual 0 mecanismo de regulagio do gene de
resisténcia ao cobre (indutivo ou constitutivo), a linhagem 484 foi analisada quanto 2
curva de crescimento, apés crescimento prévio na auséncia ou presenga de cobre
(Figura 14).

A linhagem 484, resistente ao cobre, crescida a partir de um pré-in6culo com
50pg/ml de CuSO,H,0, apresentou inicio de crescimento exponencial durante os 30min
(curva A). O seu crescimento coincide com o controle em que ndo foi adicionado cobre
desde o fnicio do experimento (curva C). J4 a cultura bacteriana da linhagem 484 que
nio foi previamente exposta a0 metal, apresentou uma fase de adaptacdo (fase lag) de
cerca de 12 horas até a entrada na fase exponencial (curva B). Ap6s 24 horas de
crescimento, a medida de absorbincia desta amostra, indica crescimento ascendente
aproximando-se das curvas A e C, j4 em fase estaciondria. A linhagem de Xcv 457,
sensfvel ao cobre,ndo apresentou crescimento com 250ug/ml de CuSO,.5H,0 (curva
D).

O pH do meio de cultura dessas linhagens foi medido, durante as diferentes
fase de crescimento, sendo acertado inicialmente para 7,0 em todas as linhagens. Apés
a primeira medida de absorbéncia, o pH do meio se apresentou em torno de 5,0-6,0,
com excecdo da linhagem 484, que ndo cresceu com cobre em nenhuma etapa do
experimento. Nas iiltimas medi¢oes, o pH de todas as linhagens era 8,0, exceto a
linhagem 457 que manteve o pH em torno de 5,0.
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Figura 14: Crescimento da linhagem 484, durante um periodo aproximado de 24
horas, na presenga ou auséncia de cobre, adicionado no meio de cultura. A linhagem
foi crescida com 250 pg/ml de CuSO,, ap6s pré-crescimento com 50 ug/ml (curva A)
ou apés pré-crescimento na auséncia de cobre (curva B). Os controles consistiram dessa
linhagem crescida apenas em meio NA desde o inicio do experimento (curva C) e da
linhagem 457, Cu*, que teve pré-crescimento em NA, antes da adigdo de 250 ug/ml de
CuSO, (curva D).
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5. Discussidio:

5.1. Nivel de resisténcia ao cobre

Das 29 linhagens de Xanthomonas testadas para determinacdo do nifvel de
resisténcia a sulfato de cobre, 14 pertencem ao patovar vesicatoria. Destas, cerca de
40,9% apresentaram algum nfvel de resisténcia ao cobre, seja este nivel alto ou baixo.
Estas linhagens foram isoladas ém diferentes regides agricolas, ap6s a introducdo do
uso de defensivos a base de cobre (Rodrigues-Neto, comunicagdo pessoal). Dentre as
linhagens altamente resistentes (Tabela 4), as linhagens 401, 411 e 484 foram isoladas
nas cidades de Arealva, Monte-Mor e Presidente Prudente, respectivamente. A
linhagem 462 € proveniente da Flérida e j4 havia sido anteriormente descrita como
resistente ao cobre por Stall et al.(1986). Apesar dessas amostras serem origindrias do
Estado de Sdo Paulo, o perfil de restricio plasmidial entre as linhagens 411 e 484
apresentado foi diferente (Tabela 5), assim como o tamanho do plasmidio.

A linhagem 420, coletada na cidade de Santa Bdrbara Deste, apresentou
resisténcia em um nivel menor do que as linhagens 484, 411 e 401, demonstrando uma
variagdo existente dentro do mesmo patovar. Dentre as linhagens sensiveis, cabe
ressaltar o comportamento instdvel da linhagem 408 quanto ao nivel de resisténcia.
Inicialmente, a CMI da linhagem foi determinada entre 300 e 350 xg/ml (dados ndo
mostrados), sendo considerada de alta resisténcia. Posteriormente, novos testes foram
realizados ¢ a CMI detectada foi 100 ug/ml. Esta linhagem foi mantida, através de
repiques sucessivos, em meios de cultura sem a presenga de cobre, fato este que pode
ter contribufdo na redugio da CMI, possivelmente devido perda plasmidial. Estes dados
contrastam com os obtidos por Sundin et al. (1989), que mantiveram isolados de
Pseudomonas syringae pv syringae, resistentes ao cobre, por mais de um ano, apés 50
transferéncias em meio sem fons de cobre. Todos permaneceram resistentes, indicando

uma alta estabilidade da resisténcia ao metal nessas linhagens. Por outro lado, ndo
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houve hibridizagdo do DNA gen6mico ou plasmidial da linhagem 408 com as sondas
utilizadas nesse trabalho (Figura 3), confirmando a possibilidade da perda de resisténcia
ao cobre.

Dos diferentes patovares de Xanthomonas testados, com exce¢do do patovar
vesicatoria, nenhum deles apresentou CMI maior do que 100 pg/ml, tendo todos
sensibilidade ao cobre. A baixa frequéncia de resisténcia ao cobre nesses patovares,
pode ser atribuida A ndo utilizacio de agentes cipricos em culturas de plantas ndo
hospedeiras para o patovar wesicatoria, 0 que n3o ocorre em cultivares especificos do
patovar. Esta baixa frequéncia pode ser obtida, quando os testes utilizados para
deteccdo de linhagens resistentes envolvem apenas testes em placas. Entretanto, quando
sdo utilizadas técnicas moleculares, como hibridizagdes com sondas especificas, hd
possibilidades de se detectar o gene de resisténcia. Esses resultados foram obtidos com
o DNA plasmidial e gendmico dos patovares cassavae (275) e melonis (68). A
sensibilidade antes detectada, pode ser devido a ndo expressio desses genes de
resisténcia nessas bactérias. Esses genes podem estar inativos ou ainda, hi a
possibilidade de ocorréncia de uma mutagio que possa ter levado um gene qualquer a
tornar-se gene de resisténcia.

As linhagens de E.coli, em testes preliminares efetuados no laboratério, por
estriagem das colOnias em placas com meio LB contendo diferentes concentragdes de
cobre, foram classificadas como resistentes (dados nio mostrados). Quando repetido o
teste para detecgdo do nfvel de resisténcia utilizando-se a metodologia descrita no ftem
3.3, todas as linhagens se mostraram sensfveis, ap6s 72 horas de crescimento a 37 °C.
Este dltimo método foi considerado mais preciso, porque teve como parimetro a
concentragio de células iniciais, através de ajustes nas medidas de absorbincia,
podendo correlacionar resultados obtidos para diversas linhagens. Na primeira
metodologia feita por estriagem, nio h4 este mesmo tipo de controle, podendo ocorrer

resultados divergentes dos iniciais.
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Uma vez estabelecida a metodologia ideal, as mesmas linhagens de E.coli
foram submetidas a0 mesmo teste de determinagio de CMI, utilizando o meio de
cultura NA, ao invés de LB, permanecendo todas sensfveis ao metal. A troca no meio
de cultura utilizado ocorreu, porque determinados ingredientes do meio de cultura,
como extrato de levedura, podem complexar com fons metdlicos presentes no meio e
alterar a toxicidade do metal (Hughes & Poole, 1991).

A determinacio do nfvel de resisténcia a metais, através da padronizagio das
densidades celulares, tem sido utilizada por diferentes autores. Garde & Bender (1991),
descreveram que linhagens de Xcv, isoladas de lesdes foliares de tomateiros,
apresentaram uma CMI de 1,4 mM (350 ug/ml), sendo resistentes a pulverizagGes de
cobre. Anteriormente, esta mesma linhagem de Xcv tinha sido classificada como
altamente resistente e portadora de uma CMI de 2,4 mM (600ug/ml), ap6s estriagem
das linhagens em meio NA com diferentes concentragdes de cobre (Bender et al.,
1990). Com a padronizagio do nivel celular inicial utilizado, a CMI diminui
aproximadamente a metade do valor anterior. Cooksey (1990), também determinaram
a CMI de linhagens de Pseudomonas e X campestris através desta mesma metodologia.

5.2. Localizacfio plasmidial da resisténcia ao cobre

O determinante de resisténcia ao cobre tem sido localizado em plasmidios de
diferentes microrganismos (Stall et al., 1986; Erardi et al., 1987; Bender & Cooksey,
1987; Sundin et al., 1989; Bender et al., 1990). A maioria desses plasmfdios sdo
conjugativos podendo transferir o cardter de resisténcia para diferentes linhagens. O
plasmidio nativo da linhagem 484 (pRCV48), descrito neste trabalho, também mostrou
ter capacidade de se autotransferir para a linhagem RefSm, nio portadora de
plasmidios, sem auxflio de plasmidio mobilizador.



Apesar da baixa frequéncia obtida, parece improvével o surgimento desses
transconjugantes por mutacdo espontinea. Isto porque os plasmidios isolados dos trés
transconjugantes, pRSC1, pRSC2 e pRSC3 (Tabela 2), apresentaram o mesmo perfil
plasmidial entre si € com a linhagem doadora, quando digeridos com a enzima de
restricio EcoRI (Figura 2). Aliado a esse fato, as hibridiza¢cbes com as sondas 2A.1,
2B.1 e 2C.1, confirmam a procedéncia desses plasmidios da linhagem doadora e
também a transferéncia do determinante de resisténcia ao cobre para esses
transconjugantes. Tentativas de obtencio de mutantes resistentes ao cobre, através de
crescimento de linhagens sensfveis, em placas gradientes de meio NA com
concentragdes crescentes de cobre, foram infrutiferas, sugerindo também a baixa
frequéncia de mutacdo espontinea.

A baixa eficiéncia de conjugagio esti de acordo com observagdes feitas por
Coplin (1989). Segundo esse autor, a transferéncia de plasmidios R, em um ambiente
natural ou em condi¢gdes experimentais de laboratério, ocorre em baixas frequéncias,
mesmo sendo comum encontrar plasmidios conjugativos em diversas bactérias
fitopatogénicas. O nivel de resisténcia ao cobre da linhagem receptora foi aumentado
cerca de 3X, apés a introdugdo do plasmidio pRCV48, confirmando nfo s6 a presenca,
como também a expressdo do gene de resisténcia.

Através de experimentos de hibridizagdes, pOde-se localizar o gene de
resisténcia ao cobre em plasmidios nativos das linhagens 310, 411 e 484 (Figura 3). Os
resultados de hibridizagdo nos genes presentes nestas linhagens resistentes, indicam
homologia de sequéncia dos genes de resisténcia ao cobre, presente em isolados
brasileiros, com os genes de Cur das linhagens de Xcv, presentes em Oklahoma, EUA,
de cujos DNAs plasmidiais foram construfdas as sondas utilizadas neste trabalho
(Figura 1).

Uma discussdo sobre a origem da resisténcia a metais surgiu, a partir da

constatacio da existéncia de homologia desses determinantes de resisténcia com genes
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cromossdmicos. Bender et al. (1990) descrevem a auséncia de homologia dos genes de
resisténcia de Xcv com genes cromossdmicos, favorecendo a idéia de que esses genes
possam ter sido introduzidos nessas linhagens, ao invés de terem a sua origem em genes
endégenos. Entretanto, observagdes divergentes foram encontradas com as linhagens da
mesma espécie, descritas nesse trabalho. Em experimentos iniciais de hibridizacdo, em
condigdes de alta estringéncia, foi detectado fraca hibridizagio em uma regidio de
aproximadamente 4,0 kb, presente nos cromossomos das linhagens sensiveis ao cobre
408, 457 e 479, quando digeridos com EcoRI (dados nio mostrados). Resultados
semelhantes obtidos por Cooksey (1993), sugerem a possibilidade da evolugdo do gene
de resisténcia ao cobre, a partir de genes alocados no cromossomo dessas bactérias.

Ap6s a identificacio do gene de resisténcia em algumas linhagens de Xcv, foi
analisada a possibilidade de dispersio desse gene em diferentes espécies. Nao
ocorreram hibridizagdes, das mesmas sondas utilizadas para Xanthomonas, com a
linhagem de Pseudomonas gladioli pv gladioli e as duas linhagens de E. coli XA7012 e
WMG677. Ishihara et al. (1986), descreveram a linhagem XA7012 como portadora de
resisténcia ao cobre. Entretanto, esta mesma linhagem se mostrou sensfvel ao cobre
pelo teste de resisténcia estabelecido neste trabalho, e, a0 mesmo tempo, nio ocorreu
hibridizagio com as sondas 2A.1, 2A.2 e 2A.3. Por estes resultados obtidos, pode-se
supor que esta linhagem possa ter perdido o caratér de resisténcia ao metal ou o teste de
resisténcia nio foi sensfvel o bastante para detectar o nivel de tolerincia especffico para
esta linhagem. Além destas suposigdes, a auséncia de hibridizacio pode ter ocorrido
devido a ndo existéncia de homologia de sequéncia do gene Cur da linhagem XA7012
com as linhagens de Xcv resistentes, aliado ao fato que essas linhagens pertencem a
espécies diferentes.

Os resultados obtidos, como anteriormente citados, indicam que os plasmidios
das linhagens de Xcv resistentes, utilizadas nesse trabalho, apresentam homologia com
os genes presentes no plasmidio pXV10A, isolado nos EUA. Em relagdo ao tamanho
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do plasmidio, a diferenga € muito grande, j4 que este iltimo tem 110 Kb. Contudo,
parece ser relativamente comum, a localizagdo desses genes de resisténcia ao cobre, em
plasmidios que apresentam polimorfismos de tamanho. O plasmidio pRCV48 tem cerca
de 30,5 kb. Dittapongpitch & Ritchie (1993) descreveram a existéncia de
miniplasmfdios de tamanhos varidveis de 2,5, 2,28, 1,8 ¢ 1,7 Kb em Xcv, responsdveis
por esta resisténcia. O gene de resisténcia no plasmidio pXV10 encontra-se localizado
em um fragmento HindIII - BgllI de cerca de 4,0 kb. J4 o gene presente no plasmidio
pRCV48, estd localizado em um fragmento Pst/ de 3,1 kb. Por sua vez, o plasmidio de
Pseudomonas , descrito por Bender & Cooksey (1987), apresenta algumas similaridades
com o plasmidio pRCV48. Além de possuir 35 kb, apresentando um tamanho mais
préximo ao pRCV48, o gene de resisténcia ao cobre estd localizado em um fragmento
PstI de 4,4 kb. Contudo, ap6s digestoes com diferentes enzimas, o padrao de restrigio
obtido com a digestdo por EcoRlI, foi divergente, tendo o plasmidio de Pseudomonas 4
sftios a mais para esta enzima.

Uma andlise dos padroes de restricio do DNA plasmidial das linhagens
resistentes, foi feito com o objetivo de se observar a existéncia de polimorfismo entre
eles. Os padrdes de restricio dos plasmidios pRCV31 e pRCV41, das linhagens 310 e
411, respectivamente, apresentaram grande identidade, sugerindo a conservacdo do
mesmo plasmidio nestas linhagens. J4 o plasmidio pRCV48, nativo da linhagem 484,
apresentou nido s6 padrio divergente de restricao, variando no mimero de sftios de
diferentes enzimas, mas também um tamanho menor, quando comparado com as
linhagens anteriores (Tabela 5). ,

A existéncia de polimorfismo entre plasmidios de Xcv resistentes ao cobre, jd
foi relatado por Bender et al. (1990), onde os plasmidios apresentam padrdes de
restricio diferentes. No entanto, 12 diferentes linhagens de Pseudomonas syringae pv
tomato descritas por Cooksey (1987), apresentaram conservagio de um plasmidio de 35
Kb, responsdvel pela resisténcia ao cobre. O mesmo perfil plasmidial foi obtido quando
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os plasmidios foram digeridos com EcoRI e Pstl. Além disso, o gene de Cur clonado,
hibridizou com um fragmento de mesmo tamanho nos plasmidios das 12 linhagens.

A linhagem 484, juntamente com a linhagem 411, possuem altos niveis de
resisténcia ao cobre. Pelo perfil plasmidial, elas possuem plasmidios diferentes, mas
que podem apresentar homologia de sequéncia do gene, j4 que ambos hibridizam com a
sonda 2A.1. Por sua vez, o plasmidio pRCV3l1, apesar de ter um padrdo de restri¢cio
semelhante ao plasmidio pRCV41, e hibridizar com a sonda 2A.1 em um fragmento de
tamanho semelhante ao deste plasmidio (Figura 3), apresenta um nfvel de resisténcia
bem menor. A razio para essa diferenga na sensibilidade ao cobre nio € clara, mas
esses genes, apesar da comprovada semelhanga, podem diferir funcionalmente ao nfvel
de regulacio. A linhagem 310 poderia possuir um promotor fraco, tendo um nivel de
expressio do gene reduzido. Ndo pode ser também descartada a hip6tese da ocorréncia
de uma mutagio, modificando a sensibilidade da linhagem, ao cobre. Uma outra
possfvel explicagio, relacionada com o mimero de cépias do plasmidio, ndo se aplica,
porque os plasmidios pRCV31 e pRCV41 tém tamanho aproximado, mas nfveis de

resisténcia diferentes.
5.3. Clonagem e expressiio do gene de resisténcia ao cobre

A linhagem 484 foi escolhida para experimentos de clonagem do gene Cul e
para o estudo dos mecanismos de resisténcia ao cobré, por ter apresentado alto nivel de
resisténcia. Ela apresenta um plasmidio nativo, cujo tamanho médio € de 30,5 kb, com
sitios de restricdo para as enzimas PstI (5 sftios), HinclI (10 sftios), EcoRI (3 sftios)e
Xbal (5 sitios). Os fragmentos de restrigio obtidos foram hibridizados com a sonda de
Cur, sendo constatados que o0 gene de resisténcia possui sftios internos de restrigio para
as enzimas Pstl (fragmentos de 3,1 kb e 1,3 kb) e Hincll (fragmentos de 1,6 e 0,5
Kb).(Dados n3o mostrados) Cabe ressaltar que tentativas de clonagem do fragmento



Pstl de 1,3 kb também foram realizadas, com o objetivo de se clonar o gene inteiro.
Mas essas tentativas ndo obtiveram éxito.

O determinante de resisténcia ao cobre, localizado no plasmidio pRCV48, foi
clonado no vetor pMFY40 como um fragmento de 3,1 kb, o qual hibridiza com a sonda
2A.1. Este plasmidio passou a ser chamado de pCX, que, além da marca de resisténcia
ao metal, possui também a marca de resisténcia a tetraciclina. Hibridizagbes DNA -
DNA do clone 2VIII, que contém o pCX, e da linhagem 484 digerida com Pst/, foram
realizadas para confirmar a origem do fragmento de 3,1 kb . A sonda utilizada foi o
inserto marcado, sendo constatada a procedéncia do inserto da linhagem 484. O fato do
fragmento ser quase imperceptivel no perfil de restricio apresentado pela linhagem,
sugere a possibilidade da existéncia de um outro plasmidio, de maior tamanho, que
poderia ter o determinante de resisténcia. Esta suposi¢do necessita de confirmagdo
experimental.

Na figura 5, pdde-se observar hibridizagio menos intensa dos vetores, quando
comparado com a hibridizagio do vetor do clone positivo, 2VIIL. Este fato, favorece a
idéia de que a intensidade de hibridizagdo observada na regido de 11,6 kb,
correspondente ao vetor, foi mais intensa devido a presenca de DNA do pCX digerido
parcialmente. Isto também nio descarta a existéncia de uma pequena homologia da
sonda com o vetor. Cooksey et al. (1990), obtiveram homologia do vetor pLAFR3
com a sonda do operon cop de Pseudomonas syringae pv tomato. Este plasmidio
expressou resisténcia ao cobre, como pode ser verificado na figura 7, permitindo o
crescimento da linhagem DHSa até o nivel de 200 ug/ml. Os resultados obtidos
contrastam com aqueles descritos por Browm et al. (1992), que ndo obtiveram
expressdo do determinante de resisténcia ao cobre de X ¢ pv wesicatoria em E. coli.
Uma regiio promotora, induzida pelo cobre em linhagens de Xcv, também nio foi
expressa em linhagens de Pseudomonas (Voloudakis & Cooksey, 1992).
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Experimentos de eletroporagdo foram conduzidos em Xcv (linhagem 457,
sensivel ao cobre) para introdugio do plasmidio pCX. Os transformantes 457 (pCX)
obtidos expressaram resisténcia ao cobre, ainda que em um nfvel reduzido, talvez
porque o gene estivesse incompleto, afetando de alguma forma a sua expressdo. A fim
de se certificar da presenca do pCX na linhagem 457, novas hibridizagdes foram feitas
entre os DNAs plasmidiais desses transformantes e o inserto marcado. Como ndo
ocorreu hibridizacio, a hip6tese de integragio do pCX no cromossomo dos
transformantes foi estabelecida e confirmada, ap6s hibridizagdio com o DNA
cromossdmico (Figura 9). A integracdo do pCX no cromossomo desses clones pode ter
ocorrido, devido 2 presenga de homologia do vetor pMFY40 com o DNA gen6mico da
linhagem 457, j4 que nio houve hibridizagdo do DNA genbémico com o inserto
marcado. Os transformantes 457 (pCX) passaram a apresentar um nivel de resisténcia
moderado ao cobre. Os transconjugantes RSCul, RSCu2 e RSCu3, citados
anteriormente, apresentaram um nfvel de resisténcia bem maior (300-350 pug/ml), apés
a introducio do plasmidio pRCV48. Nesses transconjugantes o gene de resisténcia
apresenta-se inteiro, enquanto nos transformantes 457 (pCX), o gene estd incompleto.
Este fato, pode vir a confirmar a necessidade do gene completo para a obtengdo de um
alto nivel de expressio.

Uma outra possivel explicacio para o nivel reduzido de expressio, seria a
ocorréncia de uma mutagio, durante o processo de integragdo do pCX no cromossomo
da linhagem 457. Esta mutacdo poderia ter afetado uma regiio cromossdmica,
responsdvel pela ativacio do mecanismo de resisténcia plasmidial. Brown et al. (1992)
relataram a existéncia de um locus cromossémico envolvido na regulagio do nivel de
cobre, em E.coli. Além disso, o mimero de cépias do gene presente em plasmidios &
maior que no cromossomo. Uma vez que o pCX tenha integrado no cromossomo, a
expressio do gene de resisténcia poderia ser menor. Dependendo da posigio de
integracdo, esta expressio também poderia ser alterada.



5.4. Mecanismo de resisténcia ao cobre

Durante os experimentos de determinagio do nfvel de tolerdncia ao cobre,
observou-se uma mudanga da coloragio da linhagem resistente, em meio NA
complementado com cobre (Figura 10). Por possuir uma coloragio amarela devido ao
pigmento xantomonadina, a colénia passou a apresentar uma coloragio amarelo escuro
com tons de marrom, apés reagdo com sulfato de cobre, cuja cor caracteristica € azul.
Além disso, 0 meio de cultura com cobre tinha o tom de azul inicial modificado,
tornando-se mais claro. A alteracdo na coloragdo fica mais evidente, com o aumento do
tempo de cultivo da bactéria no meio com o metal.

Esta mudanga de coloragio, levou & suposi¢gio do envolvimento de um
mecanismo de resisténcia relacionado com o sequestro dos fons de cobre. Esta hip6tese
foi confirmada apés leitura no espectrofotdmetro de absor¢do atdmica, indicando
acumulagdo de cobre pela linhagem 484.

Acumulagdo de cobre como mecanismo de resisténcia foi também sugerido em
Pseudomonas syringae (Cooksey & Azad, 1992) e em algas verdes (Silverberg et al.,
1976). Este mecanismo de resisténcia ainda nao foi descrito em Xanthomonas, onde
tem sido proposto 0 mecanismo de resisténcia por efluxo, 3 semelhanca de E.coli
(Rough et al., 1985; Voloudakis et al., 1993).

A confirmagdo de que o cobre, em excesso, fica na regiio da membrana, ao
invés de entrar para o citoplasma da célula, veio com os dados de microscopia
eletronica (figura 11A, 11B e 12).

Experimentos de inducdo feitos com a linhagem 484, sugerem que a
resisténcia ao cobre, codificada pelo plasmidio pRCV48, possa ser indutivel (Figura
14), A indugio de genes de cobre relacionadas a plasmidios j4 foi descrito para E.coli
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(Rough et al., 1985), P.syringae (Mills et al., 1993), Staphylococcus aureus e
P.aeruginosa (Weiss et al., 1977).

Pelos resultados apresentados neste trabalho, parece ser necessdrio um tempo
de adaptag3o, apés a adigdo do cobre. O tempo de fase lag € varidvel dependendo da
espécie analisada. Por exemplo, S.aureus apresentou uma fase lag de 5 a 7 horas
quando expostos a concentragbes de 3 a 6 mM de arsenato (Weiss et al., 1977).
Linhagens de Alcaligenes eutrophus, portadoras do determinante czc (resisténcia a
cobalto, zinco e cddmio), reduzem o nivel intracelular dos metais, através de um
sistema de efluxo e reassumem o crescimento, ap6s 12 a 24 horas de fase lag (Siddiqui
et al., 1988). Em E. coli, esta fase lag foi aproximadamente de 2 horas e meia e
dependente da concentragdo de cobre inicial (Rouch et al., 1985).

A toxicidade do cobre para a bactéria parece estar relacionada com a presenca
de fons de cobre em solugdo e essa toxicidade pode sofrer influéncias do pH. Nas
condigdes de crescimento celular realizadas neste trabalho, a linhagem resistente ao
cobre, 484, apresentou variagdes no nivel de pH em diferentes fases de crescimento.
Esta mesma linhagem, que ndo tinha sido induzida inicialmente pelo cobre, ndo
cresceu, em experimento realizado com condi¢des similares, quando o pH se manteve
em 5,0, por razdes desconhecidas (dados ndo mostrados). Uma possivel explicagio €
que em pHs acidicos, fons de cobre permanecem livres em solugdo, sendo t6xicos para
as bactérias. No caso da linhagem 457, cujo fenétipo € de sensibilidade ao cobre, por
ndo possuir um mecanismo de protecio contra esses fons livres em solugdo, seu pH foi
mantido em 5,0, nio ocorrendo crescimento celular (Figura 14). Durante o crescimento
das células resistentes, os fons de cobre, antes livres em solugio, s3o complexados com
alguma substincia, provavelmente protefna, diminuindo assim, sua toxicidade para as
células. Diversas publicagbes descrevem resultados semelhantes, confirmando essas
observagdes (Erardi et al., 1987; Rowbury et al., 1992; Lee et al., 1993).
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Uma vez constatado o sistema indutivo de resisténcia ao cobre, supds -se a a
ocorréncia de indugdo de protefnas especfficas, que se ligariam aos fons de cobre,
quando o seu nfvel ultrapassasse a faixa aceita em condigdes tragos, pela bactéria.

Para dar suporte a essa idéia, foram obtidos os perfis de protefnas totais das
células crescidas na auséncia e presenca de diferentes concentragbes de cobre (Figura
13). Pbde-se observar a presenca de uma protefna de aproximadamente 164 KDa de
peso molecular, presente em maiores quantidades nas células induzidas.
Aparentemente, nio houve diferengas na expressio dessa protefna, quando a célula
resistente foi crescida com concentragdes crescentes de cobre. O aparecimento dessa
protefna em maior nfvel de expressdo, ap6s a indugdo da célula resistente, pode sugerir
a existéncia de um sistema indutivel pelo cobre. Talvez, ela possa ser responsdvel pela
ligagio aos os fons de cobre, impedindo sua entrada no interior da célula. Esses
resultados sdo preliminares, estimulantes e necessitam de repetigdes para uma possivel
confirmagio.

Diversos trabalhos j4 publicados especulam e também confirmam, a existéncia
de protefnas envolvidas na resisténcia a metais. Resisténcia induzida por fons de zinco,
em Bacillus subtilis, parece estar relacionada A expressio de um protefna de 150 KDa e
desaparecimento de outra de 127 KDa (Podlesek et al., 1993). Outros trabathos,
também envolvem protefnas de diferentes pesos moleculares, no mecanismo de
resisténcia ao cobre em Pseudomonas (Cha & Cooksey, 1991; Cooksey & Azad,1992)
e em Vibrio alginolyticus (Harwood-Sears & Gordon et al., 1990).

Mecanismos e estratégias diferentes sio adotados por organismos, para
poderem sobreviver em ambientes com altos nfveis de metais. Como esse metal
acumulado nas células, entre as que adotam este tipo de mecanismo, pode interferir na
duplicagdo do DNA ou como ele € distribufido entre as células filhas, ainda n3o foi
elucidado.



6. CONCLUSAO

O trabalho aqui apresentado € um estudo inicial sobre a resisténcia ao cobre em
Xanthomonas campestris pv vesicatoria. Pelos resultados obtidos, pode-se verificar que
a resisténcia ao cobre nesta bactéria envolve mecanismos de regulagido ainda nio bem
estabelecidos. Este estudo estd tendo continuidade no laboratério, onde o gene de
resisténcia clonado no plasmidio pCX, est4 sendo subclonado no vetor KS (pBluescript)
para posterior sequenciamento. A partir desses dados, serdo definidas as regides
requeridas para a resisténcia e os possiveis produtos desse gene.

A principio, podemos descrever brevemente, as seguintes conclusdes:

(1) Ap6s testes para determinagdo do nivel de resisténcia ao cobre, in vitro,
ficou constatado a existéncia de linhagens de X campestris pv vesicatoria resistentes ao
| cobre em diferentes localidades do Estado de Sao Paulo;

(2) Existem variacdes no nfvel de resisténcia dentro do mesmo patovar;

(3) Nas linhagens resistentes de Xcv,0 gene de resisténcia estd localizado em
plasmidios;

(4) O plasmidio pRCV48 mostrou ser conjugativo, podendo transferir o caréter
de resisténcia para diferentes linhagens;

(5) Os plasmidios responsdveis pelo determinante de resisténcia ao cobre,
apresentam polimorfismo de restrigio e de tamanho;
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(6) O gene de resisténcia do plasmidio pRCV48, presente em um fragmento
PstI de 3,1 Kb, foi clonado no vetor pMFY40, dando origem ao plasmfdio pCX;

(7) H4 expressdo do gene de resisténcia de Xcv no patovar campestris e na
espécie E.colf,

(8) O mecanismo de resisténcia codificado por esses plasmfdios € indutivo e

envolve acumulagdo de cobre na regidio da membrana celular.

(9) Embora os dados sejam preliminares, parece haver envolvimento de uma
proteina de 164 KDa na resisténcia ao cobre.
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