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RESUMO 
 
MAYER, Laurí. Caracterização molecular de cepas de Xanthomonas campestris 
e Xanthomonas axonopodis pela técnica de AFLP e relação com a produção, 
reologia e composição química da xantana. 2006. 68f. Dissertação (Mestrado) – 
Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia Agroindustrial. Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
 
Esse trabalho objetivou caracterizar molecularmente cepas de Xanthomonas através 
da técnica de AFLP e correlacionar o perfil genético dessas cepas com a produção, 
reologia  e  composição  química  da  xantana  produzida.  A  produção  de  xantana  de 
sete  cepas  de  Xanthomonas  axonopodis  pv.  phaseoli  (Xap)  e  14  cepas  de 
Xanthomonas campestris pv. pruni (Xcp) foi avaliada, a qual variou de 1,9gL
-1
 para a 
espécie  Xap,  a  7,8gL
-1
,  para  a  espécie  Xcp.  Uma  cepa  de  Xap  não  produziu 
xantana. Quanto  a viscosidade, também se observou uma grande  variação, de 
2.040mPas a 12.700mPas, medidos na taxa de deformação de 10s
-1
. A análise da 
composição química das xantanas revelou a presença de glicose, manose, ramnose 
e  ácido  glicurônico  em  diferentes  concentrações  de  acordo  com  a  cepa.  A 
caracterização  molecular  foi  realizada  pela  técnica  de  AFLP,  utilizando-se  as 
enzimas de restrição EcoRI e MseI, e os primers E-C/M-0, E-A/M-0, E-T/M-0, E-G/M-
T,  E-A/M-C,  E-G/M-A  e  E-AC/M-G.  Os  melhores  perfis  de  bandas  foram  obtidos 
pelos  primers  E-C/M-0, E-A/M-0,  E-G/M-T  e  E-G/M-A.  Obteve-se,  em  média,  31 
marcadores por combinação de primers, totalizando 123 marcadores moleculares. A 
similaridade  genética  foi  estimada  pelo  coeficiente  de  DICE,  e  o  dendrograma 
construído  pelo  método  UPGMA.  O  coeficiente  de  correlação  cofenético  (r)  foi  de 
0,97,  indicando  uma  alta  colinearidade  entre  os  dados  da  matriz  binária  e  o 
dendrograma.  O  dendrograma  gerado  permitiu  classificar  as  21  cepas  em  quatro 
grupos,  considerando  índices  de  similaridade  maiores  que  33%.  As  cepas  da 
espécie  Xcp  apresentaram  grande  semelhança  genética,  constituindo  um  único 
grupo  e  a  espécie  Xap  foi  dividida  em  três  grupos  distintos.  Três  marcadores 
moleculares,  presentes  exclusivamente  na  espécie  Xcp,  foram  capazes  de 
discriminar  as  duas  espécies  de  Xanthomonas.  Encontrou-se  nove  marcadores 
moleculares  exclusivos  para  Xap  48  (cepa  que  não  produziu  xantana),  e  um 
marcador molecular para as cepas que apresentaram produção de xantana inferior a 
4g.L
-1
.  Não  foi  possível  estabelecer  relação  entre  padrão  genético,  produção  de 
xantana, viscosidade e composição química. 
 
 
Palavras-chave: AFLP, Xanthomonas, xantana. 
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ABSTRACT 
 
MAYER,  Laurí.  Molecular  characterization  of  strains  of  Xanthomonas 
campestris and Xanthomonas axonopodis by AFLP technique and relationship 
with  growth,  rheology  and  chemical  composition  of  xanthan  gum.  2006.  68f. 
Dissertação  (Mestrado)  –  Programa  de  Pós-Graduação  em  Ciência  e  Tecnologia 
Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
The objective of this work  was to  molecularly characterize strains of Xanthomonas 
through the AFLP technique and to correlate the genetic profile of these strains with 
production,  rheology  and  chemical  composition  of  the  xanthan  produced.    The 
production  of  xanthan  of  seven  strains  of  Xanthomonas  axonopodis  pv.  phaseoli 
(Xap)  and  14  strains  of  Xanthomonas  campestris  pv.  pruni  (Xcp)  was  evaluated, 
which  varied  from  1,9gL
-1
 for  the species Xap  to 7,8gL
-1
 for  the species  Xcp. One 
strain of Xap did not produce xanthan.  Regarding viscosity, it was also observed a 
great variation, from 2.040mPas to 12.700mPas, measured in the rate of deformation 
of  10s
-1
.   The  analysis of the  chemical composition  of the  xanthan  it  indicated  the 
presence of glucose, manose, ramnose and glicuronic acid in different concentrations 
according to the strain. The molecular characterization was carried out through the 
AFLP technique, using the restriction enzymes EcoRI and MseI, and the primers E-
C/M-0,  E-A/M-0,  E-T/M-0,  E-G/M-T,  E-A/M-C,  E-G/M-A e  E-AC/M-G.    The  best 
profiles of bands was obtained by primers E-C/M-0, E-A/M-0, E-G/M-T e E-G/M-A.  It 
was  obtained, in  average,  31  markers  for  combination  of primers, totalizing  123 
molecular markers. The genetic similarity was estimated by the DICE coefficient, and 
the  dendrogram  constructed  by  UPGMA  method.    The  cofenetic  coefficient  of 
correlation (r) was 0,97, indicating high colinearidad between the data of the binary 
matrix and the dendrogram.  The dendrogram generated by the analysis of the four 
combination of primers, allowed to divide the 21 strains in four groups, considering an 
index of  similarity bigger that 33%. Strains of  the species Xcp presented great 
genetic similarity, constituting a group apart, however, the species Xap was divided in 
three distinct groups.  Three molecular markers, present exclusively in the  species 
Xcp, was capable to discriminate the two species of Xanthomonas.  Xap 48 (strain 
that did not produce xanthan) presented nine exclusive molecular markers, and one 
molecular marker for strains that had production of xanthan lower that 4gL
-1
. It was 
not possible to  establish  relation between  genetic  standard, production of  xanthan, 
viscosity and chemical composition. 
 
 
Key-words: AFLP, Xanthomonas, xanthan. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
Os  alimentos  industrializados  apresentam  cada  vez  mais  uma  composição 
complexa em seus ingredientes, com o uso de vários aditivos, buscando melhorar a 
sua  qualidade  nutricional,  aumentar  a  sua  estabilidade  físico-química  e 
microbiológica, além de melhorar aspectos sensoriais. 
Um dos aditivos de grande importância tecnológica e que está tendo seu uso 
cada  vez  mais  intensificado  são  os  espessantes,  que  possuem  a  capacidade  de 
mudar  as  características  reológicas  do  alimento  pelo  aumento  da  viscosidade, 
propiciando  maior  estabilidade  física  e  ainda  possibilitando  o  desenvolvimento  de 
novos produtos, com novas texturas (Sutherland, 1993; Quinn, 1999; Nitschke et al., 
2000). 
Tradicionalmente,  para  aumento  de  viscosidade  e  melhoria  da  estabilidade 
tem-se  usado polissacarídeos (biopolímeros)  obtidos  a  partir  de  fontes  vegetais, 
como por exemplo, o amido obtido a partir do milho, a pectina obtida principalmente 
da casca da laranja, etc. 
Outra  fonte  possível  de  polissacarídeos  para  uso  em  alimentos  são  os 
microrganismos  com capacidade  biossintética  desta substância, que se obtém por 
processos  fermentativos  sob condições  controladas  e específicas.  O  interesse por 
esta  fonte  de  hidrocolóides  reside  nas  características  diferenciadas  que  possuem, 
como  adaptação  para  ingestão  sem  efeitos  adversos,  independência  de  produção 
com relação às condições climáticas e instabilidade política dos países produtores, 
além de poderem ser produzidos em larga escala num curto espaço de tempo. Os 
polissacarídeos produzidos comercialmente em larga escala são a xantana e a 
dextrana (Jeanes, 1974; Sutherland, 1993; Garcia-Ochoa et al., 2000). 
O biopolímero xantana (goma xantana) é sintetizado por bactérias do gênero 
Xanthomonas, e foi o segundo a ser comercializado e o primeiro a ser utilizado na 
indústria  de  alimentos  (Kang  et  al.,  1983).  É  um  produto  aprovado 
internacionalmente  para  o  uso  em  alimentos  desde  1969,  entretanto  somente  em 
1990 iniciou sua grande utilização como espessante. Devido a sua alta viscosidade 
em soluções aquosas, é utilizado como estabilizante numa concentração em torno 
de 0,03%, enquanto que quando utilizado como espessante sua concentração varia 
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de 0,5 a 6%. Entretanto, nessas últimas concentrações a sua solubilização pode ser 
dificultada, tornando-se um problema para a indústria alimentícia. 
Algumas  das  várias  aplicações  da  goma  xantana  na  indústria  de  alimentos 
são  em  molhos,  coberturas  para  saladas,  alimentos  enlatados,  catchup,  recheios, 
produtos  de  confeitarias,  produtos  dietéticos,  sucos  de  frutas  em  geral,  sopas  e 
caldos,  laticínios,  sorvetes,  alimentos  congelados,  entre  outros.  Além  da  indústria 
alimentícia  a  xantana  também  encontra  ampla  utilização  como  espessante  e 
estabilizante em cosméticos e produtos farmacêuticos em geral, e ainda como fluido 
de perfuração em poços de petróleo. 
Atualmente  existe  um  aumento  crescente  na  demanda  por  biopolímeros 
bacterianos  como  substituintes  parciais  de  polissacarídeos  tradicionais,  tanto  por 
suas  propriedades  funcionais  únicas,  quanto  por  serem  sintetizadas  em  um  curto 
espaço  de  tempo.  Atualmente  a  xantana  utilizada  no  Brasil  é  importada  em  sua 
totalidade. 
Pela  diversidade  de  espécies  de  Xanthomonas  no  Brasil,  o  país  apresenta 
bom potencial para a produção de xantana de ótima qualidade industrial. Soma-se 
ainda a obtenção de sacarose e álcool etílico comercial a partir da cana-de-açúcar. 
Conseqüentemente uma xantana produzida industrialmente no Brasil será altamente 
competitiva. Em vista disso, torna-se importante caracterizar e selecionar as cepas 
que apresentam melhor produtividade e/ou melhor,  qualidade da goma  sintetizada 
(Tessmann, 2002). 
O processo de obtenção de novas cepas com potencial de produção de 
xantana em quantidade e qualidade requeridas inicia com a pesquisa de campo na 
coleta de amostras de sintomas característicos em suas plantas hospedeiras, com 
posterior isolamento e identificação da espécie. Para o  estudo da produção de 
xantana,  atualmente  faz-se  necessário  realizar  todo  o  processo fermentativo,  com 
posterior  recuperação da  xantana. Quando  se trabalha com  várias  cepas,  este 
processo se torna oneroso, demorado e demasiadamente trabalhoso (Souza, 1999). 
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1.1. Hipótese 
  A  biosíntese  da  xantana,  sua  viscosidade  e  composição  química  estão 
intimamente relacionadas com o perfil genético de cada cepa. Estas características 
podem ser identificadas através de marcadores moleculares exibidos pela análise do 
genoma de cada cepa. 
 
 
1.2. Objetivo 
O objetivo desta pesquisa foi realizar a caracterização molecular de cepas de 
Xanthomonas campestris e Xanthomonas axonopodis através da técnica de AFLP e 
correlacionar o perfil genético dessas cepas com a produção, reologia e composição 
da xantana produzida. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. O Gênero Xanthomonas 
Pertencentes à família Pseudomonaceae, Xanthomonas (do grego, “xanthus” 
=  amarelo,  “monas”  =  unidade)  formam  um  gênero  de  bactérias  bacilares  Gram-
negativas,  medindo  0,4  –  0,7  x  0,7  –  1,8µm,  sendo  móveis  através  de  um  único 
flagelo  polar (Fig. 1). São  microrganismos aeróbios  estritos, possuindo um  tipo 
específico  de  metabolismo  respiratório  com  O
2
  como  aceptor  final  de  elétrons 
(Pelczar et al., 1981). A sua temperatura ótima de crescimento celular situa-se entre 
25 e 30ºC. As colônias normalmente são  lisas,  butirosas ou  viscosas  e de  cor 
amarelada, devido a um pigmento amarelo, insolúvel em água, que elas sintetizam, 
denominado xantomonadina (aril-polieno-brominado) (Bradbury, 1994). 
 
Figura  1.  X.  campestris  durante  divisão  celular,  vista  por  microscopia  eletrônica  de 
transmissão (12.000X) (García-Ochoa et al., 2000). 
 
  Com  exceção  da  espécie  X.  maltophilia,  todas  demais  são  fitopatogênicas 
(Hayward,  1993).  Dentre  os  vários  isolados  do  gênero  Xanthomonas,  muitos  são 
mucóides e capazes de produzir um exopolissacarídeo chamado xantana (Harding 
et al.,  1994).  São amplamente distribuídas  e infectam mais  de 240  gêneros  de 
plantas mono e dicotiledôneas (Civerolo & Hattingh, 1993). 
Muitas  espécies  entram  na  planta  através  de  estômatos  ou  ferimentos, 
multiplicam-se  nos  espaços  intercelulares,  dentro  dos  tecidos  mesofílicos  e 
parenquimatosos  das  folhas  e  frutos,  e  causam  manchas  encharcadas,  as  quais, 
mais  tarde,  delimitarão  lesões  necróticas.  Algumas  espécies,  tais  como  X. 
campestris pv. campestris entram via hidatódios e, primariamente, colonizam vasos 
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do  xilema,  invadindo,  na  patogênese  ,  tecidos  circundantes  (Leyns,  1984;  Denny, 
1995). 
  Diversos  fatores  estão  envolvidos  na  interação  de  bactérias  fitopatogênicas 
com  plantas.  São  exemplos:  a  produção  de  enzimas  extracelulares,  produção  de 
exopolissacarídeos (biopolímeros),  produção de substâncias  químicas (toxinas e 
hormônios),  fatores  físicos  (temperatura,  luz,  umidade,  etc.)  e  produtos  de  alguns 
genes da planta e do patógeno (Daniel et al., 1984; Alippi, 1992; Agrios, 1988). 
  Uma das maiores perdas econômicas causadas por Xanthomonas ocorre nas 
plantas cítricas, causadas pela espécie X.  citris  (Fig.  2), onde esta espécie arrasa 
pomares inteiros e é de difícil controle. 
 
Figura 2. Cancro cítrico em laranjas causado por X citris. (Romeiro, 1995). 
 
Além desta, várias outras espécies causam perdas econômicas relacionadas 
com a sua planta hospedeira, como no caso da cultura do pêssego (Fig. 3). 
 
 
Figura  3.  Sintoma  de  bacteriose  em  folhas  e  frutos  de  pessegueiro  causada  por 
Xanthomonas campestris pv pruni (EMBRAPA – UVA E VINHO, 2006). 
   
Quase  todos  os  membros  do  gênero  Xanthomonas  são  encontrados  em 
plantas de praticamente todo o mundo (Bradbury, 1994). Causam lesões necróticas 
em folhas,  caules  e frutos, murchas, maceração de  tecidos (raízes)  e hiperplasias 
(como  cancro  cítrico)  em  pelo  menos  124  monocotiledôneas  e  268  espécies  de 
dicotiledôneas, incluindo importantes espécies de valor comercial (Tab. 1). 
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Tabela 1. Plantas hospedeiras de diversos patovares de Xanthomonas. 
Patovares de Xanthomonas  Planta hospedeira 
Xanthomonas sp 
Gerânio 
 
 
Xanthomonas campestris 
Alcachofra, Cebola, Couve-
chinesa, Freijó (Cordia 
goeldiana), Pêssego, Soja-
perene, Camarão-amarelo, 
Rabanete 
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae 
Abóbora 
Xanthomonas campestris pv. vitians 
Alface 
Xanthomonas campestris pv. malvacearum 
Algodão 
Xanthomonas campestris pv. pruni 
Ameixeira 
Xanthomonas campestris pv. citri 
Citros 
Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae 
Antúrio 
Xanthomonas campestris pv. marantae 
Araruta 
Xanthomonas campestris pv. arracaciae 
Batata-Baroa 
Xanthomonas campestris pv. begoniae 
Begônia 
Xanthomonas campestris pv. vesicatória 
Berinjela, Pimentão, Tomateiro 
Xanthomonas campestris pv. campestris 
Repolho, Rúcula, Mostarda-
branca, Couve-comum 
Xanthomonas campestris pv. betae 
Beterraba 
Xanthomonas campestris pv. garcae 
Cafeeiro 
Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae  Caladium bicolor 
Xanthomonas albilineans 
Cana-de-açúcar 
Xanthomonas rubrisubalbicans 
Cana-de-açúcar 
Xanthomonas campestris pv. vasculorum 
Cana-de-açúcar 
Xanthomonas campestris pv. carotae 
Cenoura 
Xanthomonas campestris pv. secalis 
Centeio 
Xanthomonas campestris pv. hordei 
Cevada 
Xanthomonas campestris pv. emiliae  Emilia sanchifolia 
Xanthomonas campestris pv. cassiae 
Fedegoso 
Xanthomonas campestris pv. phaseoli 
Feijoeiro-comum 
Xanthomonas campestris pv. cyamopsidis 
Guar 
Xanthomonas campestris pv. paulliniae 
Guaranazeiro 
Xanthomonas campestris pv. manihotis 
Mandioca 
Xanthomonas campestris pv. arracaciae 
Mandioquinha-salsa 
Xanthomonas campestris pv. 
mangiferaindicae 
Mangueira 
Xanthomonas campestris pv. passiflorae 
Maracujá 
Xanthomonas campestris pv. melonis 
Melão 
Xanthomonas fragariae 
Morango 
Xanthomonas campestris pv. pelargonii 
Pelargônio 
Xanthomonas campestris pv. cucurbitae 
Pepino 
Xanthomonas campestris pv. esculenti 
Quiabeiro 
Xanthomonas campestris pv. glycines 
Soja 
Xanthomonas campestris pv. undulosa 
Trigo 
Xanthomonas campestris pv. zinniae 
Zínia 
Fonte: Romeiro, 1995. 
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  A  taxionomia  das  bactérias  fitopatogênicas  ainda  é  controversa  e  tem  sido 
alvo  de  polêmicas  no  meio  científico.  Entretanto,  com  o  avanço  da  biologia 
molecular,  a  classificação  taxionômica  de  Xanthomonas  e  das  bactérias 
fitopatogênicas como um todo tem sofrido constantes modificações, principalmente 
pela  análise  do  DNA  ribossomal  16S,  que  apresenta  alto  grau  de  seqüências 
conservadas  ao  logo  da  evolução.  Constantemente,  patovares  são  inseridos  em 
espécies diferentes. 
 
2.2. Xanthomonas axonopodis pv phaseoli 
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Smith 1887) Vauterin, Hoste, Kersters 
&  Swings  1995  (Xap),  agente  causal  do  crestamento  bacteriano  comum,  é  de 
ocorrência generalizada na cultura do feijoeiro, principalmente nas regiões quentes e 
úmidas do globo (Saettler, 1991). As perdas são ocasionadas pela redução da área 
foliar  fotossinteticamente  ativa  devida  à formação de  manchas  encharcadas  nas 
folhas, que posteriormente originam extensas áreas necrosadas. No Brasil, tem sido 
relatada em praticamente todas as regiões produtoras, porém com maior importância 
no Norte do Estado do Paraná, no Estado do Rio de Janeiro e na região do Brasil 
Central, sobretudo nas safras das águas (Vieira, 1983). 
 
2.3. Xanthomonas campestris 
  A  espécie Xanthomonas  campestris  (Fig.  4), a mais numerosa e abundante 
do  gênero,  diferencia-se  em  aproximadamente  125  patovares,  que  infectam  e 
causam  doenças em  vários  hospedeiros  (Bradbury,  1984). O  patovar  pruni infecta 
principalmente pessegueiros e ameixeiras. 
 
Figura 4. X. campestris pv pruni  em meio de cultura SPA (Laboratório de Biopolímeros – 
Cenbiot – UFPel, 2005). (Foto: Laurí Mayer). 
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2.4. Os genomas de Xanthomonas campestris e de Xanthomonas axonopodis 
  O  conhecimento  sobre  o  genoma  destas  duas  espécies  se  baseia 
principalmente  no  sequenciamento  completo  do  genoma  de  duas  cepas,  X. 
axonopodis pv citri (cepa 306) e X. campestris pv campestris (cepa ATCC33913). 
  X. axonopodis pv citri (cepa 306) tem um cromossomo circular de 5.175.554 
pares de  bases com 64,7% de  C+G  e dois  plasmídios:  pXAC33 (33.699  pb) e 
pXAC64  (64.920  pb).  X.  campestris  pv  campestris  (cepa  ATCC33913)  tem  um 
cromossomo circular de 5.076.187 pares de bases com 65% de C+G e não contém 
plasmídios. 
  X. axonopodis pv citri contém 800 genes (18,5% não encontrados em X.c pv 
campestris), dos quais 316 têm sua função conhecida. X. campestris pv campestris 
contém 646 genes (15,4% não encontrados em X.a pv citri), dos quais 291 têm sua 
função conhecida. 
  O  sequenciamento  do  genoma  de  Xylella  fastidiosa  (outra  bactéria 
fitopatogênica), revelou um  grande número de  genes  cujos produtos possuem alta 
similaridade na seqüência de aminoácidos com produtos de genes de Xanthomonas 
spp.,  particularmente  Xanthomonas  campestris  pv  campestris.  Xylella  fastidiosa 
pode  representar  um  fitopatógeno  “mínimo”,  devido  ao  tamanho  relativo  de  seus 
genomas (X.f ~2,7Mb e X.cc ~5,5Mb) (Simpson et al., 2000). 
2.5. Xantana 
A goma xantana foi descoberta em 1950, durante um extensivo programa de 
seleção de microrganismos pelo interesse em gomas hidrossolúveis produzidas por 
microrganismos  no  Laboratório  Regional  de  Pesquisas  do  Norte  (NRRL)  do 
Departamento  de  Agricultura  dos  Estados  Unidos  (Margaritis  &  Zajic,  1978).  A 
seleção  de  Xanthomonas campestris  pv.  campestris  deu-se  pelas  características 
reológicas  apresentadas  pelo  seu  exopolissacarídeo,  a  xantana,  como  a  alta 
viscosidade  em  baixas  concentrações,  altos  níveis  de  pseudoplasticidade  e 
tolerância à presença de sais e  mudanças de pH das suas soluções  aquosas. 
(Sutherland,  1982).  Outro  fator  decisivo  foi  o  fato  da  cepa  apresentar  bom 
rendimento de biopolímero a partir  de glicose ou sacarose em cultivos líquidos 
(Morris, 1984). Já na década de 60 foram realizadas extensas pesquisas em vários 
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laboratórios  industriais,  que  culminou  numa  produção  semi-comercial  denominado 
de Kelzan® pela Kelco®, sendo que em 1964 começou a sua produção comercial. 
  A xantana é um polissacarídeo de alto peso molecular (Fig. 5), aniônico e é 
extracelular,  sendo  sintetizado  durante  o processo de fermentação  aeróbica de 
culturas puras  de  Xanthomonas campestris em  meio  líquido (Lilly,  1958; Lópes, 
2004). A estrutura química deste biopolímero é formada pelos monossacarídeos D-
manose,  D-glicose  e  ácido  D-glicurônico.  Na  molécula  há  ainda  ácido  pirúvico  e 
acetila (Milas et al., 1986). 
  A potencialidade do uso de biopolímeros nos mais diversos ramos industriais 
é  um  consenso  na  literatura  existente  (Lilly,  1958;  Lópes,  2004;  Rosalam,  2006). 
Observa-se  uma  contínua  substituição  dos  polissacarídeos  convencionais  por 
produtos de origem microbiana (Lopez et  al., 1991;  Scamparini et al., 1992;  Lane, 
1998). Sutherland (1983) e Morris (1987 e 1992) afirmam que as maiores vantagens 
dos  biopolímeros  microbianos  sobre  os  polissacarídeos  convencionais  são  as 
propriedades físico-químicas reprodutíveis, além do custo e de suprimento estáveis. 
 
 
Figura 5. Estrutura molecular do biopolímero extracelular sintetizado por X. campestris pv. 
campestris (Xianzhen et al., 2006). 
 
Existem  vários  tipos  de  espessantes  das  mais  diversas  fontes  que  são 
utilizados  na  tecnologia  de  alimentos.  Entretanto,  a  maioria  apresenta  algumas 
limitações, como por exemplo: necessidade de altas concentrações para aumentar a 
viscosidade, ação  espessante apenas  numa  estreita  faixa de  pH,  problemas de 
estabilidade térmica, além de apresentarem problemas de disponibilidade em suas 
fontes, o que limita o uso em larga escala a preços economicamente viáveis. 
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  A  goma  xantana  apresenta  inúmeras  vantagens  sobre  as  demais  gomas  e 
espessantes, sendo as principais: 
•  Alto  poder  espessante  (formando  soluções  viscosas  mesmo  quando  usada 
em baixas concentrações) e geleificante (formando géis quando em presença 
de sais divalentes como Ca e outros, ou ainda associado a galactomanas); 
•  Grande estabilidade numa ampla faixa de pH, podendo com isso ser aplicada 
em praticamente qualquer tipo de produto; 
•  Grande  estabilidade  térmica,  não  sendo  degradada  nas  temperaturas 
empregadas na fabricação de produtos alimentícios; 
•  Suas soluções aquosas apresentam comportamento pseudoplástico, que é a 
diminuição da viscosidade com o aumento da taxa de deformação. Na prática, 
a  principal  implicação  desta  propriedade  é  que  mesmo  o  produto 
apresentando  alta  viscosidade,  pode  ser  bombeado  com  relativa  facilidade, 
pois a sua viscosidade diminui na operação de bombeamento; 
•  Como é  obtida  por processo fermentativo,  consegue-se  produzir  sob  um 
rígido controle do processo, obtendo-se goma com características constantes; 
•  Pode  ser  produzida  em  grande  escala  e  em  curto  espaço  de  tempo,  não 
dependendo, por exemplo, de fatores climáticos ou sazonais. 
  Por estas e outras características únicas da goma xantana, é considerada por 
muitos pesquisadores como a goma de maior potencial na tecnologia de alimentos, 
sendo eleita quase que por unanimidade, como “a goma do futuro”. 
  Além  do  largo  e  crescente  uso  em  alimentos,  a  xantana  apresenta  várias 
outras aplicações, como espessante em uma grande variedade de fármacos e ainda 
na extração de petróleo. 
 
2.6. Biossíntese da goma xantana 
A  biossíntese da  xantana  envolve  cinco etapas  (Fig.  6):  (i)  conversão  de 
açúcares  simples  em  precursores  derivados,  (ii)  reunião  das  subunidades 
pentassacarídicas  anexadas  para  o  interior  da  membrana  do  carreador  polifenol-
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fosfato  (iii) adição  de  grupos acetil  e  piruvato,  (iv)  polimerização  das  unidades 
repetidas de pentassacarídeos e (v) secreção do biopolímero. 
 
 
Figura 6. Esquema proposto para o gene gum na biossíntese da xantana em X. campestris: 
Glc, glicose; Man, manose; GlcA, ácido glicurônico; Ac, grupo acetil; Pyr, grupo piruvato; GT, 
glicosiltransferase; AT, acetiltransferase; KPT, piruvato transferase (Katzen, et al., 1998). 
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A  região  do  cromossomo  xpsIII,  xpsIV  e  xpsVI  e  um  conjunto  de  genes  de 
35,3-kb  são  requeridos  para  o  primeiro  estágio  da  biossíntese  da  xantana.  Estas 
regiões  compreendem  genes  com  funções  envolvidas  na  biossíntese  dos 
precursores  de  açúcares  derivados.  Proteínas  relacionadas  com  os  estágios 
subseqüentes tem sido  propostas para ser encontradas na região xpsI ou gum 
(Katzen, et  al., 1998). A região gum ou operon gum (Fig. 7) compreende 16kb  do 
genoma de X. campestris. A análise da seqüência de nucleotídeos prevê a presença 
de 12 ORF’s (fases abertas de leitura) (gumB à gumM). 
Entretanto,  a  função  de  alguns  genes  do  operon  gum  ainda  não  estão 
totalmente  compreendidos  e  acredita-se  que  existam  ainda  vários  genes  que 
participam indiretamente  na síntese da xantana, influenciando  principalmente na 
quantidade que cada cepa é capaz de sintetizar (Katzen, et al., 1996, 1998; Becker, 
1998). 
 
Figura  7.  Mapa  estrutural do  operon  gum de  X.campestris  mostrando a  organização dos 
genes como determinado por Capage et al., e incluindo as modificações feitas por Becker et 
al. (Katzen, et al., 1998). 
 
2.7. Reologia da goma xantana 
  A reologia é o estudo da deformação e do escoamento da matéria, sendo a 
deformação  aplicada  no  caso  da  matéria  estar  no  estado  sólido  e  o  escoamento 
quando a matéria está no estado líquido. A propriedade reológica de interesse para 
os  sólidos  é  a  elasticidade  e  no  caso  dos  líquidos  são  a  viscosidade  e  a 
viscoelasticidade (Shaw, 1975; Navarro, 1997; Pasquel, 1999). 
  As soluções aquosas do biopolímero produzido por Xanthomonas campestris 
apresentam  características  reológicas diferenciadas  dos demais polímeros  como  a 
alta  viscosidade em  baixas  concentrações, enquanto que, em  altas concentrações 
suas propriedades de interação moleculares e fracas gelatinização são manifestados 
(Jeanes, 1974). 
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  Soluções aquosas de biopolímeros bacterianos com propriedades reológicas 
interessantes  do  ponto  de  vista  industrial  geralmente  exibem  propriedades 
pseudoplásticas,  viscoelásticas  e  tensão  superficial  elevada  (Diaz,  2002).  A 
pseudoplasticidade é definida como a diminuição da viscosidade à medida que 
aumenta a taxa de deformação aplicada no sistema (Navarro, 1997). 
  Um  fator  importante  no  comportamento  reológico  das  soluções  aquosas  de 
xantana é  a  concentração,  justamente por esta apresentar  viscosidade elevada 
mesmo  em  baixas  concentrações.  Entretanto,  ao  aumentar-se  a  concentração,  a 
taxa de crescimento da viscosidade começa a diminuir (Misaki, 1993; Higiro, 2006). 
Ainda,  as  propriedades  das  soluções  aquosas  de  xantana  podem  ser  diferentes 
dependendo das diferentes cepas e do próprio processo utilizado para a obtenção 
do biopolímero (Torres, et al., 1993; Souza et al., 1999; Antunes et al., 2000; Moreira 
et al., 2001). 
 
2.8. Composição química da xantana 
  A xantana é classificada como um heteropolissacarídeo, por ser composta por 
mais de um açúcar. A xantana é formada por uma cadeia principal de glicose 
celulósica, com ligações do  tipo β (1-4) responsáveis pela rigidez da molécula. 
Cadeias laterais trissacarídicas formadas por unidades de manose alternadas com 
ácido  glicurônico,  conferem  solubilidade  em  meio  aquoso.  A  presença  dos  ácidos 
pirúvico  e  acético  por  sua  vez,  conferem ionicidade  à  xantana,  o que, além  de 
aumentar a solubilidade, também interfere em sua conformação molecular (Misaki, 
1993). 
  A composição química da xantana produzida por X. campestris pv. campestris 
determinada por Slonecker e Jeanes (1962) apresenta: D-manose, D-glicose e ácido 
D-glicurônico, na proporção de 2,8:3:2, além dos grupos acetil e pirúvico. Janson et 
al. (1975) determinaram sua estrutura e Standkowsky et al. (1993) localizaram ainda 
um segundo grupo acetil. 
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2.9. AFLP 
A análise de AFLP (Amplified  Fragment  Length  Polymorphism) representa a 
tecnologia  mais  recente  para  a  obtenção  de  um  grande  número  de  marcadores 
moleculares distribuídos em genomas de procariotos e eucariotos. 
O ensaio de AFLP combina especificidade, resolução e poder de amostragem 
da digestão com enzimas de restrição com a velocidade e praticidade de detecção 
do polimorfismo via PCR. Desde seu desenvolvimento e divulgação (Zabeau, 1993), 
esta técnica tem sido utilizada de forma crescente para finalidades de fingerprinting, 
mapeamento genético localizado (Bulk Segregant Analysis) e construção de mapas 
genéticos, principalmente em genomas que apresentam baixa taxa de polimorfismo 
de DNA (Fakim et al, 2005; Kölliker et al, 2006). 
A análise de AFLP se compõe essencialmente de quatro etapas (Fig. 8). Na 
primeira etapa o DNA genômico total é clivado com duas enzimas de restrição. Na 
segunda etapa, adaptadores específicos são ligados aos terminais dos fragmentos 
genômicos  gerados  pela  clivagem.  Na  terceira  etapa,  uma  fração  dos  fragmentos 
gerados  é  amplificada  seletivamente,  via  PCR,  utilizando  primers  especificamente 
desenhados  para  reconhecer  seqüências  nos  adaptadores.  Na  quarta  e  última 
etapa,  a  subpopulação de fragmentos  amplificados  é  separada em  gel  de  alta 
resolução. 
 
Figura 8. Etapas da técnica de AFLP (Blears, 1998). 
 
A etapa de clivagem do DNA genômico é realizada com uma enzima de corte 
raro  combinada  com  uma  enzima  de  corte  freqüente.  Uma  enzima  de  corte  raro 
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reconhece  de  seis  a  oito  pares  de  bases  ou  uma  seqüência  rara  de  bases  (ex. 
EcoRI, Not I). Por outro lado, uma enzima de corte freqüente reconhece quatro pares 
de  bases  (ex.  MseI,  RsaI).  Com  esta  clivagem,  são  geradas  três  classes  de 
fragmentos que diferem entre si quanto às extremidades e ao tamanho médio: 
(1)  Fragmentos grandes, resultantes da clivagem pela enzima de corte 
raro em ambas as extremidades; 
(2)  Fragmentos  pequenos,  resultantes da  clivagem  pela enzima  de 
corte freqüente em ambas as extremidades; 
(3)  Fragmentos  de  tamanhos  intermediários,  resultantes  da  ação 
combinada das duas enzimas. 
A  segunda  etapa  consiste  na  ligação  de  adaptadores  específicos,  que 
possuem terminais complementares às extremidades resultantes da clivagem pelas 
enzimas  de  restrição.  Por  exemplo,  adaptadores  EcoRI  específicos  se  ligam  nas 
extremidades “colantes” deixadas pelo corte de EcoRI, enquanto adaptadores Msel 
específicos se ligam especificamente às extremidades resultantes  do corte pela 
Msel.  Esses  adaptadores  possuem  de 20  a 30  pares  de  bases.  As  seqüências 
destas  bases  são  diferentes  para  cada adaptador. Com este  passo,  um  grande 
número de fragmentos poderia ser amplificado através de PCR dirigida com primers 
específicos a partir das seqüências dos adaptadores. O número de fragmentos 
gerados seria, entretanto, excessivamente grande para se obter uma resolução de 
fragmentos  individuais  mesmo  em  um  gel  de  alta  resolução.  São  necessárias, 
portanto, algumas etapas de seleção de uma subpopulação de fragmentos até que 
se chegue a um número tal que possa convenientemente ser resolvido em um gel 
(Voz et al., 1995). 
  A  terceira etapa  consiste na  seleção  de fragmentos a amplificar. Realiza-se 
através  da  adoção  de  estratégia  que  se  baseia  essencialmente  no  conceito  dos 
polimorfismos  RAPD,  isto  é,  na  utilização  de  primers  de  seqüência  arbitrária.  Os 
primers  utilizados  para  dirigir  a  PCR  são  construídos  de  tal  forma  que,  além  de 
conterem  a  seqüência  específica  de  20  a  25  nucleotídeos  complementares  à 
seqüência  de adaptadores,  contêm ainda de 1 a  3 nucleotídeos adicionais, de 
seqüência  arbitrária  na  sua  extremidade  3’.  A  especificidade  nesta  extremidade  é 
crucial, pois é justamente a partir da extremidade 3’ que a polimerização se inicia. 
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Com  isso,  os  primers  somente  vão  hibridizar  com  aqueles  fragmentos  que 
possuírem seqüência complementar à sua seqüência arbitrária adicional. Uma ação 
seletiva ocorre,  portanto, no momento em  que  é realizada a PCR e somente uma 
subpopulação de fragmentos é amplificada (Voz et al., 1995). 
  Para genomas maiores (especialmente organismos eucariotos) a amplificação 
é  realizada  em duas etapas:  uma pré-amplificação,  contendo primers com  apenas 
um nucleotídeo adicional, e posteriormente, uma segunda amplificação seletiva com 
dois  ou  três  nucleotídeos  adicionais  após  a  diluição  do  produto  da  primeira 
amplificação. Para genomas de procariotos a etapa de pré-amplificação é opcional, 
pois como o genoma é menor se utilizam no máximo dois nucleotídeos adicionais. 
Entretanto,  quando  a  pré-amplificação  é  realizada,  utiliza-se  primers  sem 
nucleotídeos  adicionais,  permitindo  assim  a  amplificação  de  todos  os  fragmentos. 
Mesmo  sendo  opcional  para  genomas  menores,  a  pré-amplificação  resulta  em 
bandas mais nítidas e claras no gel de poliacrilamida (Zimmer, 2005). 
  Após  a  amplificação,  o  DNA  é aquecido  a  94ºC  por  alguns minutos  para  a 
desnaturação  e  imediatamente  após  é  colocado  em  banho  de  gelo,  para  evitar  a 
renaturação.  O  DNA  desnaturado  é  submetido  à  eletroforese  em  gel  de 
poliacrilamida  para  separação  dos  fragmentos  de  diferentes  tamanhos. 
Posteriormente à eletroforese, as bandas de DNA podem ser visualizadas pela 
marcação de um filme de raios-X que fica exposto ao gel ou por fluorescência. 
  Atualmente  está  sendo  utilizada  uma  técnica  bem  mais  simples,  a  qual 
consiste em tratar o gel após a eletroforese com nitrato de prata, o qual irá corar o 
DNA com um tom cinza, tornando a técnica muito mais acessível a laboratórios com 
poucos recursos financeiros (Zimmer, 2005). 
  Polimorfismo por AFLP depende da relação entre o número de nucleotídeos 
seletivos nos primers da PCR e a complexidade do genoma. Para genomas menos 
complexos,  como  os  de  microrganismos,  por  exemplo,  um  menor  número  de 
nucleotídeos  seletivos  deve  ser  utilizado  para  se  atingir  um  número  adequado  de 
bandas a visualizar (Voz et al., 1995). À medida que genomas mais complexos são 
analisados,  maior  número  de  nucleotídeos  seletivos  deve  ser  utilizado.  Por  isso, 
caso a complexidade genômica do organismo de interesse não esteja bem definida, 
é  importante  determinar  experimentalmente  o  número  adequado  de  nucleotídeos 
seletivos a serem utilizados nos primers. 
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  Considerando,  por  exemplo,  um  genoma  com  seqüência  arbitrária  de  uma 
mistura equimolar dos quatro nucleotídeos, o corte por uma enzima que reconhece 
seis pares de bases ocorre, em média, uma vez a cada 4
6
 = 4.096 pares de bases. 
Cada fragmento gerado será em seguida cortado uma vez a cada 4
4
 = 256 pares de 
bases  na  clivagem  subseqüente  com  enzima  de  corte  freqüente,  gerando  assim, 
outros 16  subfragmentos  em  média.  Destes  16  somente  os  dois  subfragmentos 
terminais que possuem extremidades diferentes (produzidos pelas enzimas de corte 
freqüente/raro), serão visualizados no gel, uma vez que a marcação terminal é feita 
no  primer  para  o  adaptador  infreqüente.  Por  exemplo,  no  genoma  de  Eucalyptus 
grandis  de  complexidade  6,5.10
8
  pb/1C,  após  a  digestão  com  as  duas  enzimas, 
seriam  gerados em  média 2,5.10
6
 fragmentos.  Com  o  primeiro  passo  pré-seletivo, 
somente um em cada 16 seria amplificado, ou seja, 1,6.10
5
 fragmentos seriam 
amplificados.  Deste  total,  com  mais  dois  nucleotídeos  adicionais  somente  um  em 
cada 4
4
 =  256  seria  amplificado, ou  seja,  um total  de  620  fragmentos. Destes, 
somente dois em cada 16 são efetivamente visualizados, ou seja, somente de 77 a 
78  fragmentos.  Simplificando  este  raciocínio  pode-se  chegar  numa  expressão 
simples  para  calcular  o  número  esperado  de  fragmentos  (F)  em  função  da 
complexidade de genoma haplóide (C), do número total de nucleotídeos arbitrários 
utilizado  (n) (no  exemplo  acima,  n =  6)  e do  número  de  bases reconhecidas  pela 
enzima de corte raro (y) assumindo que a enzima de corte freqüente vai cortar pelo 
menos uma vez cada fragmento gerado pela enzima de corte raro: 
F = 2C 
   4
y
 4
n
 
Polimorfismo entre fragmentos resultantes de AFLP decorre de mutações de 
ponto, de inversões, de deleções e de inserções, que levam a (1) perda ou ganho de 
um sítio de restrição  reconhecido pelas enzimas utilizadas, ou (2) alteração da 
sequência  reconhecida pelos  nucleotídeos  arbitrários nos  terminais 3’  dos  primers 
que  dirigem  a  PCR  a  partir  dos  adaptadores  (Voz  et  al.,  1995).  O  conceito 
“dominância” dos marcadores RAPD se aplica igualmente aos marcadores baseados 
em AFLP. Os marcadores AFLP não permitem a detecção de heterozigotos, ou seja, 
não é possível distinguir se uma banda no gel é o resultado da amplificação de um 
ou dois alelos. Em princípio, entretanto, bandas oriundas de heterozigotos possuem 
metade da intensidade de bandas provenientes de homozigotos. Alguns grupos de 
pesquisa  vêm  desenvolvendo  sistemas  de  leitura  quantitativa  das  bandas  nos 




[image: alt] 
 
31
 

 
 

autoradiogramas  por  densitometria,  tornando  possível  a  diferenciação  dos  dois 
genótipos (Blears, 1998). 
 
2.9.1. Vantagens dos marcadores AFLP 
  A  vantagem  que  mais  destaca  a  tecnologia  AFLP  das  demais  é, 
indiscutivelmente, o grande número de fragmentos que são gerados e resolvidos em 
um único gel. Segundo Ferreira et al (1998) o índice de “multiplex” do ensaio AFLP, 
ou seja, o número de marcadores simultaneamente analisados em um único gel, é o 
mais alto entre as tecnologias de marcadores hoje disponíveis (Mba et al, 2005). A 
tecnologia AFLP é, portanto, muito eficiente na amostragem ampla e simultânea de 
um genoma. Como dezenas de marcadores polimórficos podem ser obtidos em um 
único  gel,  torna-se  possível  cogitar  a  construção  de  um  mapa  genético  com 
aproximadamente  200  a  300  marcadores  com  apenas  cinco  a  sete  géis  de 
eletroforese de alta resolução (Savelkoul, 1999). 
  A segunda vantagem da tecnologia AFLP é o grande poder de detecção de 
variabilidade genética (Fig. 9). Ela explora, simultaneamente, o polimorfismo de 
presença e de ausência de sítios de restrição, tal como no ensaio RFLP. E a 
ocorrência  ou  não  de  amplificação  a  partir  de  seqüências  arbitrárias,  tal  como  no 
ensaio RAPD. Consegue-se, com isso, uma flexibilidade significativa na obtenção de 
marcadores polimórficos. Da mesma forma que o ensaio RAPD, o ensaio AFLP não 
requer informação prévia de seqüência de DNA. 
 
Figura 9. Comparação do poder discriminatório de diversas técnicas moleculares de 
fingerprint nos diversos níveis taxionômicos (Savelkoul, 1999). 
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  Uma vez preparados os fragmentos amplificáveis, um grande número de 
bandas  potencialmente  polimórficas  pode  ser  rapidamente  obtido  com  a  variação 
das bases arbitrárias dos primers. Por exemplo, se estiverem sendo utilizadas três 
bases arbitrárias, em cada adaptador podem ser testados 64 primers diferentes (4
3
), 
ou  seja,  um  total  de  4.096  combinações  diferentes  de  pares  de  primers. 
Alternativamente,  outras  enzimas  de  restrição  podem  ser  utilizadas  em  diferentes 
combinações,  gerando  assim  uma  população  de  fragmentos  amplificáveis 
inteiramente diferente. Várias dezenas de enzimas de restrição estão disponíveis e 
são  adequadas  para  este  tipo  de  trabalho. Combinando, portanto, o  número de 
enzimas disponíveis com o número de primers que  podem  ser testados, chega-se 
facilmente  a  várias  centenas  de  milhares  de  combinações  (Zimmer,  2005).  Para 
cada uma delas, várias dezenas de bandas são obtidas, das quais algumas serão 
polimórficas. Se tomarmos, por exemplo, 10 enzimas de corte freqüente, 10 de corte 
raro, primers com três bases arbitrárias e, se em média 50 fragmentos puderem ser 
resolvidos  no  gel,  para  cada  combinação  tem-se  potencialmente  um  total  de 
10x10x4.096x50 = 2,05.10
7
 fragmentos a serem analisados. Embora a proporção de 
fragmentos  polimórficos  dependa  do  genoma  da  espécie  em  questão,  certamente 
uma  tecnologia  de  grande  eficiência  na  amostragem  do  genoma  pode  auxiliar 
significativamente  na  busca  de  polimorfismo  em  espécies  autógamas  de  base 
genética estreita. (Voz et al., 1995; Zimmer, 2005). 
  A terceira vantagem da tecnologia é a maior robustez do ensaio AFLP quando 
comparado ao ensaio RAPD. Isto se deve basicamente ao fato de que primers bem 
mais  longos  são  utilizados  na  etapa  de  PCR,  o  que  aumenta  significativamente  a 
especificidade da amplificação, evitando com isso a competição que ocorre durante 
a  PCR  num  ensaio  RAPD.  AFLP  reúne,  portanto,  a  vantagem  da  PCR  específica 
com a vantagem da técnica RAPD em explorar seqüências arbitrárias (Ferreira, et 
al., 1998). 
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2.10. Estudos de Similaridade Genética 
  Os estudos de similaridade e de diversidade genética analisados através de 
métodos  de  biologia  molecular  geralmente  fazem  uso  de  coeficientes  de 
similaridade,  que  fornecem  índices  de  similaridade  entre  os  genomas  analisados 
(Meyer, 2002). 
  Os coeficientes de similaridade, disponíveis para sistemas binários (presença 
e/ou ausência de banda), baseiam-se na comparação entre o número de atributos 
comuns  para  um  par de  objetos  e  o  número  total  de atributos  envolvidos  (Meyer, 
2002).  Tais  coeficientes  podem  ser  facilmente  convertidos  para  coeficiente  de 
dissimilaridade (diversidade): se a similaridade for  denominada S, a medida de 
dissimilaridade será seu complementar (1 – S). Os coeficientes de similaridade 
podem  ser  divididos  em  dois  grupos  (Tab.  2  e  3):  os  que  consideram  a  ausência 
conjunta e os que não consideram a ausência conjunta. 
Juntamente com o coeficiente de similaridade geralmente é calculado o grau 
de  correlação entre  a matriz binária  com o  dendrograma  gerado, conhecido como 
cofenético.  O coeficiente de  correlação cofenético mede a  consistência dos dados 
do dendrograma com os dados da matriz binária que o originou e é calculado pelo 
coeficiente de correlação de Pearson. 
  O coeficiente de correlação  de Pearson quantifica a  força de associação 
linear  entre  duas  variáveis e,  portanto,  descreve  quão  bem  uma  linha  reta  se 
ajustaria  através  de uma  “nuvem” de  pontos, indicando  o grau  de sua  associação 
linear (grau de correlação). Este coeficiente, normalmente representado pela letra "r" 
assume  apenas  valores  entre  -1  e  1.  Se  r=  1,  significa  uma  correlação  perfeita 
positiva entre as duas variáveis; se r= -1, significa uma correlação negativa perfeita 
entre as duas variáveis, isto é, se uma aumenta, a outra sempre diminui; e se r= 0, 
significa que as duas variáveis não dependem linearmente uma da outra. 
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Tabela 2. Coeficientes de similaridade que desconsideram a ausência conjunta 
Coeficientes  Fórmula*  Intervalo de Ocorrência 
Jaccard (1908) 
__a__ 
a+b+c 
[0, 1] 
Anderberg (1973) 
___a___ 
a+2(b+c) 
[0, 1] 
Czekanowsky (1913)  ___2a___ 
2a+b+c 
[0, 1] 
Kulczynsky I (1927) 
__a__ 
b+c 
[0, ∞] 
Kulczynsky II (1927) 
_a_(__1__+__1__) 
 2 a+b a+c 
[0, 1] 
Sorensen-Dice (1945) 
___2a___ 
2a+b+c 
[0, 1] 
Ochiai (1957) 
____a____ 
√(a+b)(a+c) 
[0, 1] 
* a e b: presença de banda; c e d: ausência de banda. 
Fonte: Meyer, 2002. 
 
Tabela 3. Coeficientes de similaridade que consideram a ausência conjunta 
Coeficientes  Fórmula*  Intervalo de Ocorrência 
Simple Matching (1958) 
__a+d__ 
a+b+c+d 
[0, 1] 
Russel e Rao (1940) 
___a___ 
a+b+c+d 
[0, 1] 
Rogers  e  Tanimoto 
(1960) 
___a+d___ 
a+d+2(b+c) 
[0, 1] 
Hamann (1961) 
(a+d) – (b+c) 
a+b+c+d 
[-1, 1] 
Ochiai II (1957) 
________ad________ 
√(a+d)(a+c)(d+b)(d+c) 
[0, 1] 
Sokal e Sneath (1963) 
__2(a+d)__ 
2(a+d)+b+c 
[0, 1] 
* a e b: presença de banda; c e d: ausência de banda. 
Fonte: Meyer, 2002. 
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2.10.1. UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean) 
UPGMA é um método de agrupamento da média aritmética não ponderada. É 
o mais simples método de construção de árvores filogenéticas. Ele foi desenvolvido 
para a construção de fenogramas que apresentem as similaridades fenotípicas entre 
OTUs  (operational  taxonomic  units,  ou  seja,  unidades  taxonômicas  que  se  deseja 
comparar), mas pode também ser utilizado para construir árvores filogenéticas se as 
taxas  de  evolução  são  aproximadamente  constantes  entre  diferentes  linhagens 
(relação mais ou menos linear entre a distância evolutiva e o tempo de divergência). 
O método UPGMA utiliza um algoritmo de organizações seqüenciais, nos quais as 
relações  topológicas  são  identificadas  por  ordem  de  similaridade  e  a  árvore 
filogenética é construída passo a passo. Ou seja, primeiro deve-se identificar dentro 
de várias OTUs,  as duas que  são mais similares e tratá-las como uma  única, 
chamada de OTU composta. A partir daí são observados os outros grupos de OTUs 
e é identificado o próximo par com maior similaridade, que é novamente arranjado e 
assim por diante, até que sobrem apenas duas OTUs. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1. Cepas de Xanthomonas 
  A pesquisa envolveu  21  cepas  de Xanthomonas (Tab.  4),  sendo sete da 
espécie  Xap  oriundas  do  Laboratório  de  Microbiologia  da  FAEM/UFPel  e  14  da 
espécie Xcp oriundas do Laboratório de Biopolímeros do CenBiot/UFPel. 
Tabela 4. Cepas de Xanthomonas utilizadas, planta de isolamento e origem. 
Cepa  Planta hospedeira  Parte da planta
 

Origem 
Xap cepa ufla2 
Feijoeiro  ND*  Lavras-MG 
Xap cepa 12 
Feijoeiro  ND*  Pelotas-RS 
Xap cepa 14 
Feijoeiro  ND*  Pelotas-RS 
Xap cepa 16 
Feijoeiro  ND*  Pelotas-RS 
Xap cepa 29 
Feijoeiro  ND*  Bandeirantes-MS 
Xap cepa 32 
Feijoeiro  ND*  Unaí-MG 
Xap cepa 48 
Feijoeiro  ND*  Irai de Minas-MG 
Xcp cepa 19 
Ameixeira  Folha  Vacaria-RS 
Xcp cepa 26 
Pessegueiro  Folha  Vacaria-RS 
Xcp cepa 30 
Ameixeira  Folha  Vacaria-RS 
Xcp cepa 42 
ND*  Folha  São Paulo-SP 
Xcp cepa 55 
Ameixeira  Fruto  Pelotas-RS 
Xcp cepa 61 
Pessegueiro  Folha  Ijuí-RS 
Xcp cepa 81 
Pessegueiro  Folha  Piratini-RS 
Xcp cepa 101 
Pessegueiro  Fruto  Rincão dos Maias-RS 
Xcp cepa 103 
Pessegueiro  Folha  Pelotas-RS 
Xcp cepa 106 
Pessegueiro  Fruto  Pelotas-RS 
Xcp cepa 108 
Pessegueiro  Folha  Canguçu-RS 
Xcp cepa 109 
Pessegueiro  Fruto  Canguçu-RS 
Xcp cepa 112 
Pessegueiro  Folha  Canguçu-RS 
Xcp cepa 115 
Pessegueiro  Fruto  Canguçu-RS 
* Dado não disponível. 
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3.2. Manutenção das cepas 
  As cepas foram mantidas em geladeira a 8ºC, em placas de Petry com meio 
de cultura  SPA,  com repiques  mensais. Para a produção da  xantana utilizaram-se 
colônias de repiques com 48h. 
 
3.3. Produção da goma xantana 
A  produção  do  biopolímero  (goma  xantana)  ocorreu  em  duas  fases, 
utilizando-se  meios  de  cultura  diferentes.  No  primeiro  estágio,  cada  cepa  foi 
inoculada num erlenmeyer de 125mL contendo 6mL de meio YM (Jeanes, 1974). O 
inóculo  foi  incubado  em  shaker  a  28ºC,  a  150rpm  durante  24h,  para  aumento  da 
massa celular. Essa massa celular foi usada como inóculo na fase seguinte, que é a 
fase de síntese da xantana. 
Na  segunda  fase,  o  inóculo  foi  transferido  para  um  erlenmeyer  de  250mL 
contendo  45mL  de  meio  de  cultura  MPII  (Cadmus  et  al.,  1978;  Souza,  1999).  A 
produção foi realizada a 28ºC, a 200rpm, em pH livre durante 72h, em quadruplicata. 
Após, o caldo fermentado foi centrifugado a 10.000rpm durante 30min para remoção 
da massa celular e o biopolímero precipitado pela adição de álcool etílico 96ºGL [3:1 
(v/v)], sendo posteriormente seco a 56ºC até peso constante.  Posteriormente o 
biopolímero foi pesado e calculada a produção de cada cepa em gL
-1
. 
 
3.4. Análises Reológicas (viscosidade) 
O  biopolímero de  cada cepa  foi  triturado  em  graal  e  preparado  em solução 
aquosa a  3% (m/v). A  determinação da  viscosidade aparente foi analisada em 
reômetro  rotativo  Haake  RS150  a  25ºC,  utilizando  sensor  placa-cone  PP35Ti, 
aplicando-se  uma  taxa  de  deformação  de  0,01  a  100s
-1
  por  um  período  de  300s, 
obtendo-se um total de 50 pontos. As análises foram realizadas em triplicata. 
 
3.5. Composição Química 
A  composição  química  dos  biopolímeros  foi  determinada  através  de 
Cromatografia  em  Camada  Delgada  Comparativa  (CCDC),  segundo  Moreira  et  al. 
(1999). 
Os biopolímeros obtidos foram hidrolisados totalmente, em tubo fechado, com 
HCl  2N  [3:100  (m/v)]  a  80ºC  por  16  horas,  para  análise  da  composição  química, 
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realizada  em  sílica  gel  60  F254  (Merck),  onde  o  eluente  empregado  foi: 
clorofórmio:metanol:ácido acético:água, na proporção de 40:40:10:10 (v/v/v/v). Para 
revelação,  utilizou-se  o  reagente  anilzaldeído  sulfúrico  e  aquecimento  com  pistola 
até 200ºC, até o aparecimento das bandas. A determinação dos constituintes foi feita 
comparando-os  com os  padrões  de análise  (amostras autênticas): ramnose,  ácido 
glicurônico, glicose e manose, segundo Moreira et al. (1999). 
 
3.6. Extração do DNA 
  Inicialmente,  inoculou-se  uma  alçada  de  uma  colônia  isolada  de 
Xanthomonas,  em  3mL  de  meio  de  cultura  YM  (Jeanes,  1974)  e  incubou-se  em 
agitador orbital a 300rpm por 18h a 28ºC. Após, transferiu-se 1,5mL para microtubo 
de 1,5mL, centrifugou-se a 12.000rpm durante 1min e descartou-se o sobrenadante. 
Ao  pellet,  adicionou-se  700µL  de  solução  NaCl  [0,89%  (m/v)],  agitou-se 
vigorosamente  em  vortex  e  centrifugou-se  à  12.000rpm por  30s.  Esta  lavagem 
celular foi repetida com etanol 70% e posteriormente novamente com solução 0,15M 
de NaCl. 
  O  pellet foi  ressuspenso em  700µL  de tampão  TE  A [10mM  Tris-HCl, 5mM 
EDTA,  1%  mercaptoetanol  (pH  8,0)].  Adicionou-se  80µL  de  detergente  SDS  20% 
(dodecil sulfato de  sódio), misturou-se com  leve agitação e incubou-se em banho-
maria a 70ºC por 20min para a lise celular. Resfriou-se as amostras à temperatura 
ambiente, adicionou-se 600µL de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico [25:24:1 (v/v/v)], 
agitou-se  vigorosamente  em  vortex  e  centrifugou-se  a  12.000rpm  durante  15min. 
Após, transferiu-se 500µL da fase aquosa superior para outro microtubo de 1,5mL, 
com cuidado para não perturbar a interface  viscosa.  Adicionou-se, então, 30µL de 
NaCl  5M,  e  os  ácidos  nucléicos  foram  precipitados  com  1.000µL  de  isopropanol 
gelado (-20ºC)  e com  centrifugação a  12.000rpm por 5min. O  sobrenadante foi 
descartado e efetuou-se a lavagem dos ácidos nucléicos com 700µL de etanol 70% 
gelado  (-20ºC), centrifugou-se  as amostras a  12.000rpm  por  5min, descartou-se o 
sobrenadante  e  ressuspendeu-se  os ácidos nucléicos  em  700µL de  tampão  TE  A 
[10mM Tris-HCl, 5mM EDTA, 1% mercaptoetanol (pH 8,0)]. 
  Em  seguida,  adicionou-se  600µL  de  fenol-clorofórmio-álcool  isoamílico 
[25:24:1 (v/v/v)], agitou-se vigorosamente em vortex, centrifugou-se a 12.000rpm por 
10 min  e transferiu-se  450µL da  fase aquosa superior  para outro  microtubo  de 
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1,5mL, com o cuidado para não pipetar a interface viscosa. Adicionou-se 250µL de 
tampão  TE A  [10mM  Tris-HCl, 5mM  EDTA,  1%  mercaptoetanol  (pH  8,0)]. Esse 
procedimento foi efetuado duas vezes. 
  Após, adicionou-se 500µL de clorofórmio-álcool isoamílico [24:1 (v/v)], agitou-
se  (gentilmente),  centrifugou-se  a  12.000rpm  durante  5min  e  transferiu-se  450µL 
para outro microtubo de 1,5mL. Este procedimento também foi efetuado duas vezes. 
Posteriormente,  adicionou-se 2µL  de  enzima  RNase Invitrogen
®
  (10µg.mL
-1
) 
para degradação do RNA e 2µL de enzima Proteinase K Invitrogen
®
 (20mg.mL
-1
), e 
incubou-se as amostras a 37ºC por 2h. O DNA foi precipitado com 1.000µL de etanol 
absoluto gelado (-20ºC), centrifugou-se a 12.000rpm durante 5min e descartou-se o 
sobrenadante. 
  Ao  DNA  precipitado  adicionou-se  700µL  de  solução  de  lavagem  gelada 
(etanol 76% em acetato de amônio 10mM), deixou-se à temperatura ambiente por 20 
min e centrifugou-se a 12.000rpm durante 5min. A lavagem foi repetida com etanol 
70%. 
  Realizou-se uma última lavagem/precipitação  do DNA com  700µL de etanol 
absoluto gelado (-20ºC) e centrifugou-se a 12.000rpm durante 5min. Descartou-se o 
sobrenadante e ressuspendeu-se o DNA em 50µL de tampão TE C [10mM Tris-HCl, 
1mM  EDTA,  (pH  8,0)].  Finalmente,  determinou-se  a  concentração  do  DNA  em 
espectrofotômetro  (leitura  a  260nm)  e  a  qualidade/pureza  do  DNA  também  foi 
avaliada com eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo. 
As amostras de DNA foram padronizadas para 25ηg.µL
-1
 e estocadas a -20ºC. 
 
3.7. Análises AFLP 
Todas as análises de AFLP foram realizadas segundo as recomendações do 
manual  do Kit  AFLP  Analysis System for  Microrganism  version  B, March  2004 
Invitrogen
®
, com algumas modificações. Reduziu-se o volume da etapa de digestão 
com as endonucleases de restrição de 25 para 10µL e de 50 para 20µL na etapa de 
ligação dos oligonucleotídeos adaptadores. O tempo de digestão e ligação dos 
oligonucleotídeos adaptadores foi estendido de duas para 5h e após a ligação dos 
oligonucleotídeos adaptadores, O DNA não foi diluído (1:10) como recomenda o kit 
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AFLP.  O  volume  na  reação  de  pré-amplificação  do  DNA  foi  reduzido  de  51  para 
12µL, e na amplificação seletiva, foi reduzido de 20 para 10µL. 
 
3.7.1. Digestão do DNA com enzimas de restrição 
A  clivagem  foi  realizada  em  volume  de  10µL,  com  a  seguinte  composição: 
7,2µL de DNA (≤ 25ng.µL
-1
), tampão de reação 5X [50mM Tris-HCl (pH 7,5), 50mM 
Mg-acetato, 250mM K-acetato] e as enzimas de restrição [EcoRI/MseI (1,25U.µL de 
cada  enzima  em  10mM  Tris-HCl  (pH  7,5),  50mM  NaCl, 0,1mM  EDTA,  1mM  DTT, 
0,1mg.mL
-1
 BSA, 50% (v/v) glicerol, 0,1% Triton
®
 X-100]. 
Para  a  digestão,  as  amostras  foram  incubadas  em  termociclador  PTC-100 
Peltier Thermal Cycler – MJ Research
®
  a 37ºC por 5h e posteriormente a 70ºC por 
15min para inativação das endonucleases de restrição. A eficiência da digestão foi 
verificada pela eletroforese em gel de agarose 0,8%. 
 
3.7.2. Ligação dos oligonucleotídeos adaptadores 
Nas amostras do DNA clivado com as enzimas de restrição foram adicionados 
9,6µL  da  solução  de  adaptadores  [EcoRI/MseI  adaptadores,  0,4mM  ATP,  10mM 
Tris-HCl (pH 7,5), 10mM Mg-acetato, 50mM K-acetato] e 0,4µL da enzima T4 DNA 
ligase  [1U.µL
-1
  em  10mM  Tris-HCl  (pH  7,5),  1mM  DTT,  50mM  KCl,  50%  glicerol 
(v/v)]. 
Para  a  ligação  dos  oligonucleotídeos  adaptadores  as  amostras  foram 
incubadas no termociclador a 20ºC por 5h. 
 
3.7.3. Pré-amplificação 
Esta reação foi realizada em volume de 12µL, usando a combinação de 
primers  E-0/M-0,  que  não  possuem  nenhum  nucleotídeo  adicional,  resultando  na 
amplificação  de  todos  os  fragmentos.  As quantidades  usadas foram  as seguintes: 
7,6µL de  DNA (digerido e com os  adaptadores ligados), 0,55µL do primer E-0 
(27,8ng.µL
-1
),  2,4µL  do  primer  M-0  (6,7ng.µL
-1
,  dNTPs),  0,2µL    de  Taq  DNA 
polimerase  (5U.µL
-1
)  e  1,2µL  de  tampão  10X  PCR  plus  Mg  [100mM  Tris-HCl  (pH 
8,3), 15mM MgCl
2
, 500mM KCl]. 
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A  pré-amplificação  foi  realizada  em  termociclador  PTC-100  Peltier  Thermal 
Cycler – MJ Research
®
, segundo o programa: desnaturação inicial a 94ºC por 2min, 
seguidos de 20 ciclos a 94ºC por 30s, 56ºC por 60s e 72ºC por 60s, finalizando com 
uma  extensão  final  a  72ºC  por  5min.  Usou-se  a  tampa  superior  do  termociclador 
aquecida a 105ºC. 
A eficiência da pré-amplificação foi verificada  a sua eficiência através de 
eletroforese em gel de agarose 0,8%, com uma alíquota de 4µL de cada amostra. O 
volume restante foi diluído 20 vezes em tampão TE (10mM Tris-HCl (pH 8,0), 1mM 
EDTA) num volume final de 50µL e  armazenado  a -20ºC,  para servir como  molde 
nas amplificações seletivas posteriores. 
   
3.7.4. Amplificação Seletiva 
A  reação  foi  realizada  em  volume  de  10µL,  contendo  2,5µL  de  DNA  pré-
amplificado, 0,25µL do primer EcoRI (27,8ng.µL
-1
), 2,25µL do primer MseI (6,7ng.µL
-
1
, dNTPs), 0,2µL  de Taq DNA polimerase (5U.µL
-1
), 1µL de tampão 10X PCR plus 
Mg [100mM Tris-HCl (pH 8,3), 15mM MgCl
2
, 500mM KCl] e 3,8µL de água ultrapura. 
Foram testadas sete diferentes combinações de primers: E-C/M-0, E-A/M-0, E-T/M-
0, E-G/M-T, E-A/M-C, E-G/M-A e E-AC/M-G. 
A amplificação seletiva das amostras de DNA foi realizada em termociclador 
PTC-100  Peltier  Thermal  Cycler  –  MJ  Research
®
,  seguindo  o  programa 
recomendado  pelo  kit,  que  constou  das  seguintes  etapas:  desnaturação  inicial  a 
94ºC por 3min, seguindo 30 ciclos com desnaturação a 94ºC por 60s, anelamento a 
65ºC por 60s (diminuindo 1ºC por ciclo durante os 10 primeiros ciclos) e extensão a 
72ºC por 90s, terminando com uma extensão final a 72ºC por 10 min. 
   
3.7.5. Eletroforese e Revelação do Gel 
Às amostras de DNA amplificado foram adicionados 6µL de tampão de carga 
e  posteriormente  desnaturadas  em  termociclador  a  94ºC  por  6min,  seguido  de 
choque térmico em banho de gelo. Em seguida, alíquotas de 6µL de cada amostra 
foram aplicadas  em  gel de poliacrilamida 6% desnaturante, a 45-55ºC  durante 2h, 
usando tampão TBE 1X, e 60W de potência na corrente elétrica. 
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Após  a  eletroforese, iniciou-se  o  processo de  revelação  do  gel, corando  as 
bandas de DNA com nitrato de prata, segundo Zimmer et al., (2005). Inicialmente a 
placa contendo o gel foi colocada numa solução fixadora [água ultra pura, etanol e 
ácido  acético  glacial  89:10:1  (v/v/v)]  durante  20  min  sob  agitação.  Descartou-se  a 
solução  fixadora  e  lavou-se  o  gel  com  2L  de  água  ultra  pura  durante  5min  sob 
agitação. Colocou-se 2L de ácido nítrico por 3min misturando-se sob agitação. Fez-
se 2 lavagens com água ultra pura durante 5min cada, sob agitação. Aplicou-se 2L 
da solução de nitrato de  prata (10mM) durante 30min sob agitação e ausência de 
luz.  Efetuou-se  uma  rápida  lavagem  com  água  ultra  pura  e  adicionou-se  0,5L  da 
solução reveladora (360mM NaCO
3
, 0,05% (v/v) de formaldeído) até o aparecimento 
da  primeira  banda de  DNA.  Descartou-se  esta  solução  e adicionou-se  novamente 
1,5L  da  solução  reveladora,  agitando  a  placa  com  o  gel  manualmente  até  o 
aparecimento das demais bandas. Em seguida, adicionou-se a solução STOP (ácido 
acético  5%)  e  deixou-se  sob  agitação  durante  5min.  Descartou-se  esta  solução  e 
colocou-se a placa com o gel em água ultra pura durante 10min. 
As  soluções  fixadora,  de  ácido  nítrico  e  de  nitrato  de  prata  foram 
reaproveitadas uma vez (revelação de duas placas de gel). 
 
3.7.6. Análise das bandas de DNA 
  A análise das bandas foi realizada segundo Voz et al. (1995), verificando-se a 
presença ou a ausência de bandas na mesma altura do gel. Na construção da matriz 
para a análise da similaridade genética atribuiu-se “1” para presença de banda e  “0” 
para a ausência. Após a construção da matriz, a similaridade genética foi calculada 
usando-se  o Coeficiente  de DICE,  através do  software de  bioestatística NTSYSpc 
(Numerical Taxonomy and  Multivariate System) versão  2.1 da empresa Applied 
Biostatistic
®
  Inc.  A  representatividade  das  matrizes  de  similaridade  nos 
dendrogramas  foi  verificada  pela  determinação  do  coeficiente  de  correlação 
cofenético (r), também calculado pelo software NTSYSpc. O agrupamento das cepas 
para  a  construção  do dendrograma usou  o  método de agrupamento  da  média 
aritmética  não  ponderada  –  UPGMA  (Unweighted  Pair-Group  Method  Using 
Arithmetic Averages), também realizado pelo software NTSYSpc. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Produção da Xantana 
O  aspecto  das  colônias  em  placas  de  Petry  com  meio  de  cultura  SPA 
apresentou  gomosidades  diferentes  (Fig.  10),  no  entanto  não  foi  possível 
estabelecer  uma relação entre a gomosidade apresentada no meio sólido ( placa) e 
a produção de xantana em meio líquido. Embora este tenha sido um dos parâmetros 
muito utilizado nos primeiros screenings, com o aprimoramento das pesquisas este 
parâmetro por mostrar-se ineficiente foi abandonado e mais recentemente ou a partir 
de 2002 os  pesquisadores tem  se  voltado  a  aplicações  de  técnicas  de biologia 
molecular. 
 
Figura 10. (A) Xap 48; (B) Xap 12; (C) Xcp 106. O aspecto gomoso das colônias gomosas 
testadas na produção de xantana produzida. (Foto: Laurí Mayer). 
 
Para as cepas de Xap a produção de xantana pode ser dividida em três faixas 
distintas (Fig. 11). Na primeira faixa está a cepa Xap 48, que não produziu xantana. 
Na segunda faixa estão as cepas Xap 12, 14, 16, 29 e 32, que produziram de 1,9 a 
2,4gL
-1
. Na terceira faixa está a cepa Xap ufla 2 que produziu 5,7gL
-1
. A viscosidade 
para as seis cepas que produziram xantana se manteve na mesma faixa (Fig. 11 e 
13). 
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Figura 11. Produção de xantana e viscosidade das sete cepas de Xap pesquisadas. 
  Nos resultados obtidos por Borges (2004), a produção de xantana variou de 
4gL
-1
 para a cepa Xcp 61 à 7,8gL
-1
 para a cepa Xcp 103 (Fig. 12). A viscosidade da 
xantana  sintetizada  teve  ampla  variação  (10.700Pa.s),  iniciando  com  2.000mPa.s 
para as cepas Xcp 61 e  81 e alcançando 12.700mPa.s com  a cepa Xcp 101, 
medidas na taxa de deformação de 10s
-1
. 
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Figura 12. Produção de xantana e viscosidade das 14 cepas de Xcp pesquisadas. Fonte: 
Borges, 2004. 
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  Um  importante  parâmetro  na  produção  de  xantana  é  o  pH,  sendo  que  na 
fermentação com pH livre (usado neste estudo) há uma gradativa e constante queda 
do  pH  o  que  parece  indicar  redução  na  capacidade  da  Xanthomonas  produzir 
xantana,  pois  observou-se  em  estudos  no  Laboratório  de  Biopolímeros  –  Cenbiot 
que as produções de goma xantana por Xanthomonas campestris pv pruni melhoram 
com o  controle  de  pH,  passando de  9,9  para 19 g.L
-1
 (Xcp 101)  utilizando em 
fermentador  de  10  litros.  Estes  resultados  mostram  o  potencial  de  Xanthomonas 
campestris  pv  pruni  para  produção  em  escala  industrial  em  relação  a  outras 
patovares.    Todas  as  cepas de  Xap  produziram menor  quantidade de  xanthana 
comparadas  as Xcp  sob  as mesmas  condições,  com exceção  da  cepa Xap  ufla 2 
que teve produção semelhantes as Xc pv pruni. 
 
 
4.2. Reologia 
  Em  todas  as  amostras  verificou-se  o  comportamento  pseudoplástico  das 
soluções aquosas de xantana, e a xantana comercial teve a maior viscosidade em 
relação à xantana das cepas pesquisadas (Tab. 5 e Fig. 13, 14 e 15). 
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Figura 13. Curvas de viscosidade aparente versus taxa de deformação de solução aquosa de xantana das seis cepas de Xap que produziram 
xantana, 3% (m/v), a 25ºC. 
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Figura 14. Curvas de viscosidade aparente versus taxa de deformação de soluções aquosas de xantana das oito cepas de X.cp que 
apresentaram a maior viscosidade e comparadas com a xantana comercial, 3% (m/v), a 25ºC. Fonte: Borges, 2004. 
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Figura 15. Curvas de viscosidade aparente versus taxa de deformação de soluções aquosas de xantana das oito cepas de Xcp que 
apresentaram a menor viscosidade e comparadas com a xantana comercial, 3% (m/v), a 25ºC. Fonte: Borges, 2004.
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Tabela 5. Viscosidade das 21 cepas estudadas em diferentes taxas de deformação 
Viscosidade aparente (mPa.s) 
Taxa de deformação 
 
Cepa de Xanthomonas 
10s
-1
  30s
-1
  60s
-1
  100s
-1
 
Xantana comercial  13.900  5.410  3.060  1.870 
Xcp 101* 
12.700  4.110  2.100  1.280 
Xcp 108* 
11.200  3.750  1.970  1.200 
Xcp 115* 
10.300  3.500  1.870  1.170 
Xcp 106* 
9.930  3.270  1.750  1.090 
Xcp 109* 
9.600  3.230  1.770  1.110 
Xcp 26* 
8.820  2.950  1590  1.010 
Xcp 112* 
7.830  2.770  1.490  940 
Xcp 30* 
6.120  2.210  1.210  759 
Xap 29 
3.790  1.290  742  490 
Xap 12 
3.610  1.390  802  528 
Xap 32 
3.580  1.350  756  486 
Xap ufla2 
3.470  1260  739  492 
Xap 16 
3.390  1210  712  475 
Xap 14 
3.380  1.210  688  443 
Xcp 103* 
2.640  1.120  670  443 
Xcp 42* 
2.510  949  550  354 
Xcp 19* 
2.320  868  522  361 
Xcp 55* 
2.220  920  543  360 
Xcp 61* 
2.080  800  470  321 
Xcp 81* 
2.040  820  494  344 
* Fonte: Borges, 2004. 
 
 
 
4.3. Composição química 
  A  Cromatografia  em  Camada  Delgada  Comparativa  (CCDC)  revelou  a 
presença de glicose, manose, ramnose  e ácido  glicurônico  (Tab. 6 e  7 e  Fig. 16), 
confirmando os resultados de Slonecker e Jeanes (1962). 
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    P1 P2 101 103  106 108 109 112  115 
 
Figura 16. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) de xantana 
produzida por 14 cepas de Xcp. (P1) padrões de ácido glicurônico (AG) e manose (M); (P2) 
padrões de glicose (G) e ramnose (R), no sistema clorofórmio:metanol:ácido acético:água, 
40:40:10:10  (v/v/v/v)  e  gel  de  sílica  60,  revelador  anizaldeído  sulfúrico.  Produtos  de 
degradação:  (GD)  glicose  degradada  e  (O)  oligossacarídeos.  Amostras  não  identificadas 
referem-se a outras cepas. Fonte: Borges, 2004. 
A composição química da xantana sintetizada pelas cepas de Xap foi muito 
semelhante (Fig. 17), diferindo apenas na quantidade de ramnose, onde as  cepas 
Xap  12  e  29  apresentaram  uma  concentração  ligeiramente  superior.  A  grande 
semelhança na  composição química da xantana  se refletiu no seu comportamento 
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reológico,  onde  todas  as  cepas  de  Xap  apresentaram  viscosidades  muito 
semelhantes (Fig. 13). 
 
 P1 P2 Ufla2 16 12 14 29 32 C 
  Figura 17. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) de xantana 
produzida por seis cepas de Xap e  xantana comercial (C). (P1) padrões de glicose (G)  e 
ramnose  (R);  (P2)  padrões  de  ácido  glicurônico  (AG)  e  manose  (M),  no  sistema 
clorofórmio:metanol:ácido  acético:água,  40:40:10:10  (v/v/v/v)  e  gel  de  sílica  60,  revelador 
anizaldeído  sulfúrico.  Produtos  de  degradação:  (GD)  glicose  degradada  e  (O) 
oligossacarídeos. 
A composição química da xantana sintetizada pelas cepas de Xcp (resultados 
cedidos  por  Borges,  2004)  apresentou  concentração  variada  para  todos  os 
monômeros analisados (Tab. 7). Esta variação na concentração dos monômeros se 
refletiu no comportamento reológico, onde a viscosidade teve ampla variação, desde 
2.040mPa.s até 12.700mPa.s na taxa de deformação de 10s
-1
 (Tab. 5). 
  Com exceção da cepa Xcp 55, a baixa concentração de ácido glicurônico está 
associada com baixa viscosidade. 
  Como  regra  geral  não  foi  possível  associar  a  composição  química  com  a 
viscosidade. Entretanto, além da composição química da xantana, a  disposição 
espacial dos monômeros influencia na viscosidade. 
 
O 
GD 
R 
G 
AG 
M 
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Tabela 6. Composição química das xantanas, analisadas através de Cromatografia em Camada Delgada Comparativa. 
Cepa  Oligossacarídeo  Glicose  Glicose Degradada  Manose  Ramnose
 

Ac. glicurônico 
Xap ufla 2 
++  +++  ++  .  +  + 
Xap 12 
++  +++  ++  .  ++  + 
Xap 14 
++  +++  ++  .  +  + 
Xap 16 
++  +++  ++  .  +  + 
Xap 29 
++  +++  ++  .  ++  + 
Xap 32 
++  +++  ++  .  +  + 
Xap 48 
Não produziu xantana 
Xantana comercial  ++  +++  +  .  -  ++ 
. Traços* 
+ Quantidade mínima* 
++ Quantidade intermediária* 
+++ Quantidade máxima* 
 
* Quantidades estimadas visualmente. 
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Tabela 7. Composição química das xantanas, analisadas através de Cromatografia em Camada Delgada Comparativa, inseridas 
em ordem decrescente de viscosidade. 
Cepa  Oligossacarídeo  Glicose  Glicose Degradada  Manose  Ramnose
 

Ac. glicurônico 
Xcp 101 
++  +  +  +++  ++  ++ 
Xcp 108 
++  ++  +  ++  +++  ++ 
Xcp 115 
++  ++  ++  +++  +++  +++ 
Xcp 106 
++  +++  +  ++  ++  +++ 
Xcp 109 
++  +++  ++  +  ++  ++ 
Xcp 26 
++  +++  ++  ++  +  +++ 
Xcp 112 
++  ++  ++  +  ++  ++ 
Xcp 30 
++  +++  ++  ++  +  ++ 
Xcp 103 
.  .  +++  .  .  . 
Xcp 42 
+  +  +  +  ++  + 
Xcp 19 
++  +++  +  ++  +++  ++ 
Xcp 55 
+  +  +++  .  +  . 
Xcp 61 
++  +++  +  ++  ++  + 
Xcp 81 
+  ++  .  +++  +  + 
Fonte: Borges, 2004. 
. Traços* 
+ Quantidade mínima* 
++ Quantidade intermediária* 
+++ Quantidade máxima* 
 
* Quantidades estimadas visualmente. 
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4.4. Análises do DNA para a técnica de AFLP 
A  técnica  de  AFLP  requer  DNA  de  alta  pureza  e  qualidade,  porque  DNA 
impuro  ou  degradado  compromete,  principalmente,  a  etapa  de  digestão  com 
endonucleases  de  restrição,  o  que  propiciará  interpretações  errôneas  do 
polimorfismo genético. 
O protocolo de extração sugerido no manual do Kit AFLP Analysis System for 
Microrganism  version  B,  March  2004 Invitrogen
®
  apresentou-se  demasiadamente 
laborioso e oneroso, além de não produzir quantidades suficientes de DNA. Partiu-
se,  então,  para  o  desenvolvimento  e  calibração  de  um  protocolo  próprio  para  a 
extração do DNA genômico para Xanthomonas, que fosse de fácil execução e que 
fornecesse DNA com qualidade e quantidade requeridas para as análises de AFLP. 
Dessa  forma, adaptou-se o  protocolo  indicado no  manual  do  Kit AFLP  Analysis 
System  for  Microrganism  version  B,  March  2004  Invitrogen
®
  com  um  protocolo de 
extração  indicado para Escherichia  coli, a  qual  também é  uma bactéria Gram-
negativa, e que apresenta fisiologia celular semelhante. 
A  quantidade final de  DNA diferiu  entre  as distintas  cepas, variando de 4  a 
12µg, os quais, diluídos em 50µL de tampão TE, resultaram numa concentração de 
80 a 240ηgµL
-1
. Como as reações AFLP requerem uma quantidade de DNA de 50 a 
250ηg por reação, fez-se necessário diluir até concentração final de 25ηgµL
-1
. 
  Para verificar a pureza do DNA extraído, além da leitura espectrofotométrica, 
também se realizou eletroforese em gel de agarose (Fig. 18), para se certificar da 
qualidade do DNA utilizado. 
 
Figura 18.  Eletroforese do  DNA  extraído em  gel  de  agarose  0,8%.  Aplicação  de  5µL  em 
cada pista. 
 
Para a lise celular  de Xanthomonas foram testados  os  procedimentos  de 
fervura  a  100ºC  por  10min  e  banho-maria  a  70ºC  por  20min  com  adição  de 
detergente SDS 20%. Ambos procedimentos se mostraram eficientes na lise celular. 
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Optou-se pelo processo que usa SDS, por obter-se DNA final de qualidade superior, 
demonstrado nos testes preeliminares. 
No  processo  de  extração  do  DNA,  o  uso  da  enzima  lisozima  (comumente 
usada  para  lise  celular  bacteriana)  para  romper  a  parede  celular  se  mostrou 
desnecessária, uma vez que sendo uma bactéria Gram-negativa o processo de lise 
celular  é  mais  fácil  se  comparado  à  extração  de  Gram-positivas,  visto  que  estas 
possuem uma camada mais espessa de peptoglicanos na parede celular. 
A eletroforese em gel de agarose 0,8% do DNA digerido mostrou que o DNA 
foi clivado pelas enzimas de restrição, o que se verifica pelo arraste dos fragmentos 
nas pistas do gel, como mostrado na Figura 19. 
 
 
Figura  19.  Eletroforese  em  gel  de  agarose  0,8%  para  verificar  a  atividade  das 
endonucleases de restrição. (1) DNA intacto, e (2) DNA tratado com as endonucleases de 
restrição EcoRI e MseI. 
 
  Na  etapa  de  pré-amplificação  o  DNA  não  foi  diluído  em  1:10  conforme 
recomenda o kit AFLP. Nas reações onde o DNA foi diluído não houve amplificação 
(Fig. 20). 
 
Figura  20. Eletroforese  em  gel de agarose 0,8%  do DNA após a  pré-amplificação.  (1) 
reação segundo instruções  do  kit AFLP, com diluição  de  1:10 do  DNA. (2)  reação sem  a 
diluição de 1:10 do DNA. 
 
Para  genomas  mais  simples,  como  de  procariotos,  onde  são  utilizados  no 
máximo  dois  nucleotídeos  adicionais  na  amplificação  seletiva,  a  etapa  de  pré-
amplificação  é  opcional,  sendo  empregada  em  alguns  estudos  e  em  outros  não. 




 
 
55
 

Entretanto,  segundo  o  manual  do  Kit  AFLP  Analysis  System  for  Microrganism 
version B, March 2004 Invitrogen
®
, a etapa de pré-amplificação possibilita resultados 
mais claros e maior reprodutibilidade dos fingerprints (perfis de bandas) e ainda gera 
quantidade de DNA suficiente para milhares de reações AFLP, pois o DNA é diluído 
após a  pré-amplificação. Isto  foi confirmado  em estudos  preeliminares, onde  se 
efetuou uma amplificação  seletiva sem pré-amplificação e observaram-se várias 
amplificações inespecíficas, sem clareza na definição das bandas de DNA. Optou-se 
assim em fazer a pré-amplificação para todas as amostras. 
 
4.5. Análise da similaridade genética 
  Das sete combinações de primers testadas, as combinações E-C/M-0, E-A/M-
0,  E-G/M-T  e  E-G/M-A  produziram  os  melhores  perfis  de  bandas  e  foram  as 
utilizadas  na  análise  do  polimorfismo.  As  combinações  E-T/M-0  e  E-A/M-C 
resultaram em amplificações parciais, e a combinação E-AC/M-G, além de produzir 
amplificações  parciais,  produziu  apenas  três  bandas.  Das  quatro  combinações 
utilizadas para a análise do polimorfismo (Fig. 21, 22, 23 e 24), obteve-se, em média 
31 bandas por gel, totalizando 123 marcadores moleculares. 
  A quantidade de bandas por gel foi considerada satisfatória, pois, segundo o 
Kit AFLP Analysis System for Microrganism version B, March 2004 Invitrogen
®
, são 
resolvidas tipicamente de 30 a 80 bandas em um gel para genomas de procariotos, 
dependendo da combinação de primers utilizada. O número de bandas obtidas 
também está de acordo com outros trabalhos de AFLP de Xanthomonas (Loreti et 
al., 2001; Verdier et al., 2002). 
  Na combinação de primers E-A/M-0 (Fig. 21) encontrou-se dois marcadores 
exclusivos  para  Xcp  (setas  azuis).  Nenhuma  cepa  de  Xap  possui  esta  banda  de 
DNA. As setas pretas indicam marcadores moleculares exclusivos para Xap 48. 
Na combinação de primers E-G/M-T (Fig. 22) encontrou-se um marcador 
molecular  (indicado  pelas  setas  vermelhas)  exclusivo  para  o  grupo  de  cepas  que 
produzem  pouca  ou  nenhuma  xantana  (Fig.  11),  independentemente  da  espécie. 
Com essa mesma combinação de primers, encontraram-se marcadores moleculares 
exclusivos para Xap 48, os quais estão indicados por setas pretas na Figura 22. 
Com  os  primers  E-C/M-0  (Fig.  23)  encontrou-se  um  marcador  molecular 
exclusivo para Xcp 103 (seta azul), que foi a maior produtora de xantana entre as 
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cepas estudadas (Fig. 12). Da  mesma  forma como  ocorreu com o conjunto  de 
primers anteriores, observaram-se marcadores moleculares exclusivos para Xap 48, 
indicados pelas setas pretas na Figura 23. 
Os  primers  E-G/M-A  (Fig.  24)  produziram  um  marcador  exclusivo  para  Xcp 
(setas azuis), a qual não foi compartilhada por nenhuma cepa de Xap. A seta preta 
indica um marcador exclusivo para Xap 48. 
 
 
Figura 21. Fingerprint gerado pela eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, 
usando a combinação de primers E-A/M-0 na amplificação seletiva. (A) Xcp 26; (B) Xap 29; 
(C) Xcp 55; (D) Xcp 112; (E) Xcp 103; (F) Xcp 106; (G) Xap 16; (H) Xcp 42; (I) Xap 48; (J) 
Xap 14; (K) Xcp 19; (L) Xcp 101; (M) Xcp 30; (N) Xcp 61; (O) Xcp 109; (P) Xap ufla 2; (Q) 
Xap 12; (R) Xcp 81; (S) Xcp 108; (T) Xap 32; (U) Xcp 115. Pistas sem identificação referem-
se a amostras repetidas. 
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Figura 22. Fingerprint gerado pela eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, 
usando a combinação de primers E-G/M-T na amplificação seletiva. (A) Xcp 19; (B) Xcp 30; 
(C) Xcp 115; (D) Xap ufla 2; (E) Xap 48; (F) Xcp 81; (G) Xap 29; (H) Xcp 61; (I) Xcp 103; (J) 
Xcp 108; (K) Xap 32; (L) Xcp 101; (M) Xap 12; (N) Xcp 26; (O) Xap 14; (P) Xap 16; (Q) Xcp 
112; (R) Xcp 55; (S) Xcp 109; (T) Xcp 42; (U) Xcp 106. Pistas sem identificação referem-se a 
amostras repetidas. 
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Figura 23. Fingerprint gerado pela eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, 
usando a combinação de primers E-C/M-0 na amplificação seletiva. (A) Xcp 19; (B) Xap 12; 
(C) Xap 48; (D) Xcp 103; (E) Xcp 30; (F) Xcp 106; (G) Xcp 112; (H) Xap 16; (I) Xap 32; (J) 
Xcp 101; (K) Xcp 42; (L) Xap 14; (M) Xcp 26; (N) Xap ufla 2; (O) Xcp 61; (P) Xcp 108; (Q) 
Xcp 109; (R) Xcp 55; (S) Xcp 115; (T) Xcp 81; (U) Xap 29. Pistas sem identificação referem-
se a amostras repetidas. 
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Figura 24. Fingerprint gerado pela eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 6%, 
usando  a  combinação  de  primers  E-G/M-A  na  amplificação  seletiva.  (A)  Xcp  81;  (B)  Xcp 
108; (C) Xap 48; (D) Xcp 61; (E) Xcp 42; (F) Xap 29; (G) Xcp 26; (H) Xap 12; (I) Xap 14; (J) 
Xcp 106; (K) Xcp 30; (L) Xcp 19; (M) Xcp 101; (N) Xap ufla 2; (O) Xcp 109; (P) Xcp 55; (Q) 
Xcp 112; (R) Xap 16; (S) Xap 32; (T) Xcp 103; (U) Xcp 115. A seta preta indica um marcador 
molecular exclusivo para Xap 48. Pistas sem identificação referem-se a amostras repetidas. 
 
Amostras em diferentes pontos do gel migraram em velocidades ligeiramente 
diferentes  em  função  da  temperatura  desuniforme  na  cuba  de  eletroforese, 
causando uma pequena distorção na posição horizontal das bandas de mesmo peso 
molecular. Entretanto, esta pequena diferença foi considerada na soma das bandas 
na mesma altura horizontal. 
  O dendrograma gerado pela análise das quatro combinações de primers (Fig. 
25) dividiu as cepas em quatro grupos, considerando índices de similaridade maiores 
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que 33% (agrupamentos mais consistentes), através de um ponto de corte (cut-off 
point) indicado pelo software NTSYSpc. 
 
 
 
 
Figura  25.  Dendrograma  de  similaridade  genética  das  21  cepas  de  Xanthomonas 
pesquisadas, construído pelo método UPGMA através do software NTSYSpc, baseados no 
coeficiente de DICE. 
 
A  análise  do  dendrograma  permite  observar  que  a  técnica  de  AFLP 
discriminou  perfeitamente  as  duas  espécies  de  Xanthomonas,  onde  a  espécie  X. 
campestris foi agrupada em um único cluster, enquanto as cepas de Xap dividiram-
se  em  três sub-grupos. Além disso,  com as combinações de  primers utilizados  foi 
possível  identificar  três  marcadores  moleculares  exclusivos  para  a  espécie  X. 
campestris. 
Com base no índice de similaridade genética as cepas foram agrupadas da 
seguinte maneira no dendrograma: grupo “A” (Xap  cepas 12, 16, 29,  32 e ufla 2); 
grupo ”B” (Xap 48); grupo “C” (Xap 14); e grupo “D” (todas as 14 cepas de Xcp). 
As cepas da espécie Xcp (Grupo “D”) apresentaram os maiores coeficientes 
de similaridade genética, com o mínimo de 0,6 (Fig. 25). Neste grupo, as cepas 61 e 
109 apresentaram a maior similaridade (0,91), seguidas das cepas 42 e 55 (0,88) e 
das cepas 30 e 106 (0,86). 
Ponto de corte (cut-off point) 
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As  cepas  da espécie  Xap  apresentaram  baixos  coeficientes  de  similaridade 
genética, ficando, por isso, divididas em três grupos distintos. 
O alto grau de polimorfismo entre cepas do mesmo patovar de Xanthomonas 
também foi observado em outros estudos. Loreti et al. (2001) encontraram grande 
diversidade genética entre cepas de X.  arboricola pv juglandis, com índices de 
similaridade variando de  0,3  a  0,92.  Seus  resultados  indicam  que  a  localização 
geográfica do isolamento é em parte responsável pela heterogenicidade genômica. 
Verdier et al. (2002), numa pesquisa com 16 cepas de X.axonopodis conseguiram 
diferenciar esta espécie de outras espécies de Xanthomonas pela técnica de AFLP, 
usando apenas duas combinações de primers. No estudo foi encontrado alto grau de 
polimorfismo entre as cepas, gerando 11 grupos no dendrograma, usando o ponto 
de corte de 70% de similaridade. 
A comparação da Tabela 4 com a Figura 25 mostra que o local geográfico de 
isolamento  das  cepas  não  teve  relação  direta  com  a  similaridade  genética. 
Resultados semelhantes foram encontrados por Loreti et al. (2001) e Verdier et al. 
(2002),  em que  a similaridade  genética de cepas de  Xanthomonas de  um mesmo 
patovar não estava diretamente relacionada com o local geográfico de isolamento. 
  O  coeficiente  de  correlação  cofenético  (r)  foi  de  0,97,  indicando  uma  alta 
colinearidade entre os dados da matriz binária e o dendrograma gerado. De acordo 
com Rohlf (1993), são considerados bons coeficientes de correlação cofenético 
valores entre 0,8 a 0,9 e muito bons valores acima de 0,9. 
  Os  valores  expressos  em  porcentagem  (Fig.  25)  são  uma  medida  da 
correlação cofenética e indicam a consistência daquele grupo para um conjunto de 
1000 agrupamentos. Por exemplo, para cada 1000 agrupamentos, em 75,6% deles, 
as  cepas  Xcp  61  e  109  pertencerão  à este  grupo  no  dendrograma.  Quanto  maior 
este valor, maior é a consistência deste grupo. Entretanto, trata-se de uma medida 
estatística  secundária,  que  não  tem  relação  direta  com  o  grau  de  similaridade 
genética. 
O  mapeamento  de  similaridade  genética  revelou  que  cepas  isoladas  do 
mesmo hospedeiro não possuem, necessariamente, uma similaridade maior entre si, 
se  comparadas  com  cepas  de  outro  hospedeiro  ou  outro  local  geográfico  de 
isolamento. Isso pode ser explicado pelo fato de que apenas uma pequena fração do 




 
 
62
 

genoma é responsável pela especificidade em relação ao hospedeiro, e esta fração 
pode  não  ser  discriminada  no  mapeamento  do  polimorfismo.  Outro  fato  é  que  o 
patovar  pruni  infecta  principalmente  pessegueiros  e  ameixeiras,  entretanto,  ainda 
não  está  claramente  estabelecido  que  cepas  que  infectam  pessegueiros  não 
possam  infectar  ameixeiras  e  vice-versa,  ou  seja,  a  cepa  101,  que  foi  isolada  de 
pessegueiro, talvez possa ser encontrada também infectando ameixeiras. 
  A cepa Xap 48 foi a única amostra que não produziu xantana nas condições 
pesquisadas  e,  nas  análises  AFLP,  foram  encontradas  nove  bandas  de  DNA 
exclusivas  desta  cepa  (Fig.21,  22,  23  e  24),  que  caracterizam  nove  marcadores 
moleculares. 
Estudos  de  correlações  entre  perfil  genético  de  Xanthomonas  campestris  e 
produção  de  xantana,  viscosidade  e  composição  química  já  foram  realizados 
anteriormente. Tessmann (2002) utilizou a técnica  de  RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA), e  também não conseguiu  correlacionar similaridade genética 
com capacidade de produção de xantana, viscosidade e composição química. 
Do total  de  aproximadamente 5Mb do  genoma  de Xanthomonas,  menos de 
1% está diretamente ligada à biosíntese da xantana. Como análises do polimorfismo 
genético analisam toda a extensão do genoma, há certa dificuldade em se encontrar 
marcadores moleculares ligados a aquela pequena região do DNA. 
  Entretanto,  o  mapeamento  genético,  além  de  demonstrar  a  similaridade 
genética entre as amostras, pode identificar marcadores moleculares exclusivos para 
uma  ou  mais  amostras,  que  posteriormente  podem  ser  extraídos  do  gel, 
seqüenciados e terem esta seqüência comparada com genomas da mesma espécie 
já  seqüenciados  e depositados  em  bancos de  DNA.  Esta  comparação  irá mostrar 
qual  a  diferença  no  DNA,  em termos de  nucleotídeos  e/ou  mutações  ocorridas, 
proporcionando  um  entendimento  em  nível  molecular  do  porquê  determinada 
amostra expressa uma dada característica fenotípica. Por exemplo, os marcadores 
moleculares  encontrados  para  a  cepa  Xap  48  podem  ser  extraídos  do  gel  e 
seqüenciados.  Como  a  espécie  X.axonopodis  já  tem  seu  genoma  seqüenciado,  a 
seqüência desses marcadores moleculares pode ser comparada com o genoma de 
sua  espécie  que  está  depositado  em  bancos  de  DNA.  Pode-se,  a  partir  daí, 
encontrar a diferença genética responsável pela não produção da xantana, e ainda, 
obter um melhor entendimento de como potencializar a produção da xantana. 
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5. CONCLUSÕES 
 
A técnica de AFLP discriminou as duas espécies de Xanthomonas através de 
três marcadores moleculares exclusivos para a espécie Xcp. 
Foram  obtidos  marcadores  moleculares  específicos  de  acordo  com  a 
quantidade de xantana produzida: nove marcadores moleculares exclusivos para a 
cepa que não produziu xantana; um marcador para cepas com baixa capacidade de 
produção de xantana (< 4g.L
-1
); e um marcador para a cepa com maior produção de 
xantana. 
Não  há  correlação  entre  semelhança  genética  das  cepas  de  Xanthomonas 
pesquisadas com a produção, a viscosidade e a composição química da xantana. 
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