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RESUMO 

 

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma cultura de grande importância, estando 

presente na mesa de grande parte dos brasileiros, além de fazer parte da 

culinária da maioria dos países ao redor do mundo.  A produtividade     do tomate 

é afetada por diversos fatores bióticos e abióticos. Entre os bióticos, as 

bacterioses são um problema para a produção, como a murcha bacteriana, 

cancro bacteriano e mancha bacteriana. Essa última é causada por um complexo 

de bactérias do gênero Xanthomonas, X. euvesicatoria pv. euvesicatoria, X. 

vesicatoria, X. euvesicatoria pv. perforans e X. hortorum pv. gardneri. Dentro de 

cada espécie podem existir diversas raças do patógeno. Em 2018, isolados de 

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans de São Paulo, foram encontrados 

causando sintomas em cultivares de tomateiro previamente identificados como 

resistentes à doença e foram identificados como sendo da raça 4. Com o 

sequenciamento do tipo MinION (Oxford-Nanopore) foi confirmada a presença 

de um transposon interrompendo o gene avrXv3. Considerando essa nova 

variante, o presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de primers para 

a identificação de uma suposta nova raça 4 de Xanthomonas euvesicatoria pv. 

perforans. A coleção de isolados cedidos pela Embrapa Hortaliças foram 

confirmados para o gênero Xanthomonas com os primers X-gum F7/R7 e 

analisados quanto sua diversidade por BOX-PCR com o primer BOX-A1R. 

Somente um isolado não foi considerado Xanthomonas e removido dos demais 

testes. Quatro haplótipos foram identificados entre os 30 isolados. Das nove 

combinações de primers específicos para a raça 4. Quatro não obtiveram 

amplificação alguma, e as cinco restantes obtiveram diversas amplificações 

inespecíficas tanto nos isolados alvo quanto nos isolados controle, entre elas a 

combinação quatro se mostrou a mais promissora, mas são necessários testes 

futuros para refinamento de um protocolo eficiente de detecção.   

Palavras-chave:  bacteriose, mancha-bacteriana, PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma cultura de grande importância no 

cenário da produção agrícola do Brasil, sendo encontrado diariamente na mesa 

de milhares de brasileiros. É conhecida por ter uma alta concentração de 

licopeno, que é um antioxidante poderoso no combate do excesso de radicais 

livres, sendo assim um bom aliado no combate de patologias graves como o 

câncer (Marques 2015).  

 Os principais produtores mundiais de tomate são a China com 

aproximadamente 56 milhões de toneladas, seguido da Índia e Estados Unidos 

com 18 e 13 milhões de toneladas respectivamente, o Brasil por sua vez ocupa 

a nona colocação com cerca de 4 milhões de toneladas produzidas (FAOSTAT, 

2018).  Segundo o IBGE (2020), os principais estados brasileiros produtores do 

tomate são Goiás, Minas Gerais, São Paulo, Bahia Paraná e Santa Catarina, 

sendo o estado de Goiás responsável pela maior produção com 

aproximadamente 1,15 milhão de toneladas produzidas no ano de 2020. 

 Diversos fatores podem reduzir a produtividade da cultura do tomateiro, 

entre elas as abióticas e bióticas. Entre as bióticas pode-se citar as doenças 

causadas por fungos, como Murcha de Fusarium causada por Fusarium 

oxysporum f.sp. lycopersici (Snyder e Hansen 1940), Pinta Preta causada por 

Alternaria solani (Sorauer 1896), entre outras. Oomycetos também causam 

doenças no tomateiro, como no caso da requeima ou mela causada por 

Phytophthora infestans (Bary 1861). Diversas doenças causadas por vírus 

acometem o tomateiro, sendo as espécies pertencentes aos gêneros 

Begomovirus, Tospovirus e Crinivirus frequentemente relatados como os 

principais causadores de viroses na cultura do tomateiro (Souza. 2016). As 

espécies de nematoide das galhas, Meloidogyne incognita (Kofoide e White 

1919) e M. javanica (Treub 1885), encontra-se amplamente distribuídas nas 

lavouras de tomate espalhadas pelo Brasil, além disso os gêneros Belonolaimus, 

Trichodorus e Paratrichodorus causam relevantes prejuízos a produção de 

tomate mundial (Pinheiro et al. 2014). Finalmente, as bacterioses também 

podem causar grandes perdas chegando em alguns casos de ataque severo ao 



 

9 
 

percentual de 100% de perda na propriedade, embora não tenha sido encontrado 

dados precisos sobre a porcentagem de perda devido as bacterioses em âmbito 

nacional sabe-se que essas doenças causam relevantes prejuízos como por 

exemplo murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (Yabuuchi et 

al. 1995). Essa bacteriose é problemática especialmente pela sua grande 

capacidade de sobrevivência no solo. O cancro bacteriano causado por 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, tem uma rápida dispersão 

dentro da lavoura e pode causar perdas maiores que 50% (Lopes 2017), a 

podridão mole Pectobacterium spp. (Winslow et al. 1920) ataca principalmente o 

tomate de mesa, em cultivos estaqueado especialmente nas regiões de clima 

quente e úmido (Lopes e Ávila 2005), a pinta bacteriana Pseudomonas syringae 

pv. tomato é uma doença que tem preferência por climas de temperatura mais 

amenas e com alta umidade do ar (Lopes e Ávila 2005). 

 Xanthomonas é um gênero de bactéria capaz de causar doença em 

plantas, ela pode causar uma doença conhecida como mancha bacteriana, essa 

doença se favorece em temperaturas entre 20 e 30°C, seus sintomas podem ser 

facilmente confundidos com outra doença chamada de pinta bacteriana 

especialmente quando se observa apenas as folhas, porém a mancha bacteriana 

causa lesões maiores e mais claras nos frutos como também pode provocar 

queda de flores (Silva et al 2006). Nas folhas, os primeiros sintomas aparecem 

como pequenas áreas encharcadas com formato irregular, posteriormente, 

formam-se lesões necróticas maiores com aspecto seco, podendo apresentar 

halos amarelados em ataques severos, as lesões podem coalescer e provocar 

amarelecimento e morte das folhas. Normalmente, esses sintomas são primeiro 

em folhas baixeiras (Araújo. 2014). A doença é causada por até quatro grupos 

de Xanthomonas, esses grupos sofreram várias alterações taxonômicas através 

dos anos sendo atualmente classificadas como: Xanthomonas euvesicatoria pv. 

euvesicatoria, Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas euvesicatoria pv. 

perforans e Xanthomonas hortorum pv. gardneri.  

 O estudo taxonômico atual das espécies de Xanthomonas atual baseia-

se em teste bioquímicos, teste de patogenicidade, análise de ácidos graxos, 

além de métodos moleculares como PCR (polimerase chain reaction), todos 

esses métodos e estudos tem resultado em um grande avanço no conhecimento 
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científico para com o gênero Xanthomonas (Tonin 2012). E suas interações 

como patógeno em diferentes culturas de interesse econômico ao redor do Brasil 

e do mundo, além de possibilitar o desenvolvimento de estratégias para o 

combate as perdas de produção causadas por esse gênero.  

 No que diz respeito a classificação levando em consideração as raças, o 

gênero Xanthomonas é classificado da seguinte forma: Xanthomonas 

euvesicatoria pv. euvesicatoria (raça T1), Xanthomonas vesicatoria (Raça T2), 

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans (raças T3, T4, T5) e Xanthomonas 

hortorum pv. gardneri (raças T2). 

A divisão em raças auxilia na diferenciação dentro do nível de patovar, as raças 

são definidas com base em reações de um grupo definido de genótipos das 

hospedeiras (Leach e White 1996) vale destacar que as raças estão sempre 

ligadas a resistência de determinado patógeno aos métodos de controle, e em 

geral a existência de uma nova raça, demostra que os métodos de controle até 

então conhecidos e utilizados não estão mais surtindo o efeito desejado para a 

redução da população do patógeno, como por exemplo as raças de 

Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans. Os isolados de cada espécie podem 

ser caracterizados quanto a raças, de acordo com a capacidade de causar ou 

não reação de hipersensibilidade em variedades diferenciais (Stall et al. 2009) 

Para identificar as raças pode-se utilizar técnicas bioquímicas, sorológicas sendo 

que atualmente as técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction) são as mais 

utilizadas na identificação de raças de Xanthomonas. Conforme o estudo de 

(Araújo. 2014), as técnicas moleculares, marcadores tipo rep-PCR (Lema et al. 

2012) e iniciadores específicos (Kizheva et al. 2013) são comumente usados 

para caracterização de coleções de fitobactérias em nível específico e 

intraespecífico. (p.17) 

 O objetivo desse trabalho foi de executar testagem de diferentes 

combinações de primers por nós desenvolvidos a fim de saber se são eficientes 

na amplificação de isolados de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans de uma 

suposta nova raça 4. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Coleção de bactérias 

A coleção composta por 30 isolados provenientes de plantas de tomateiro com 

sintomas similares aos da mancha bacteriana foram cedidos pela Embrapa 

Hortaliças e utilizados em todas as etapas do presente trabalho (Tabela 1). 

Todos os isolados estão preservados em tubos com água e mantidos em 

temperatura ambiente. 

 

Tabela 1. Lista de isolados advindos de tomateiro com sintomas de mancha 

bacteriana. 

Código original Código utilizado Código original Código utilizado 

EH2018-62  D1 EH2018-85  D16 

EH2018-63  D2 EH2018-86 D17 

EH2018-65  D3 EH2018-89A D18 

EH2018-67  D4 EH2018-90  D19 

EH2018-70  D5 EH2018-91 D20 

EH2018-72A D6 EH2018-92 D21 

EH2018-74  D7 EH2010-60  D22 

EH2018-75A D8 EH2011-103  D23 

EH2018-76  D9 EH2011-105  D24 

EH2018-78  D10 EH2011-105  D25 

EH2018-79A  D11 EH2011-107  D26 

EH2018-81  D12 EH 2011-107  D27 

EH2018-82  D13 EH2011-130  D28 

EH2018-83 D14 EH2011-132  D29 

EH2018-84A D15 EH2011-132 D30 

Isolados pertencentes à coleção de trabalho de Bactérias Fitopatogênicas de 

Hortaliças da Embrapa Hortaliças, Brasília DF. 

  

2.2. Cultivo e extração de DNA 

Os isolados foram cultivados em meio NA por 48 horas a 28 °C em câmara de 

crescimento. Após esse período, colônias com aparência amarela e mucóide 

foram transferidas para novas placas de Petri com meio NA e cultivada sob as 

mesmas condições. Colônias de aparência típica foram raspadas com uma alça 

de repicagem para microtubos de 1,5 mL com água MilliQ para congelamento e 
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posterior uso. Os isolados tiveram seus DNAs extraídos pelo protocolo de 

Mahuku (2004). 

2.3. PCR para confirmação do gênero 

Para confirmação de que os isolados de tomateiro são do gênero Xanthomonas, 

foi utilizado os primers X-gumD F7/R7 (Adriko et al., 2014). Para a PCR foi usado 

o kit GoTaq PCR Master Mix (Promega, EUA) para a reação total de 10 µL com 

2,4 µL de água MilliQ, 5,0 µL de GoTaq buffer, 0,2 µL de cada primer (10 µM), 2 

µL de DNA (50 ng/µL) e 0,15 µL de GoTaq enzyme. No termociclador foi usado 

o seguinte programa: desnaturação inicial de 4 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos 

de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 58 °C e 1 min a 72 °C com um passo 

de extensão final de 6 min a 72 °C. 

Para visualização dos resultados foi feita uma eletroforese em gel de agarose 

(1%) em TBE, corante GelRed (Biotium, EUA) e captura de imagens em 

transiluminador. 

Somente os isolados que amplificaram com os primers X-gumD F7/R7 foram 

analisados nos demais testes. 

 

2.4. Identificação de raça T3 e T4 com primers específicos 

Visando identificar as raças dos isolados, foram usados os primers 

RST88/RST89 de (Astua-Monge et al. 2000). A reação foi composta por 2,4 µL 

de água MilliQ, 5,0 µL de GoTaq Mix, 0,2 µL de cada primer (10 mM), 0,2 µL de 

GoTaq Enzyme e 2 µL de DNA (50 ng/µL). No termociclador foram usadas as 

seguintes configurações: Um ciclo de 95°C por 30 segundos, um ciclo de 48°C 

por 30 segundos, um ciclo de 72°C por 1 minuto; seguido de 30 ciclos de 95°C 

por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Por fim, um ciclo 

de 72°C por 5 minutos. 

A visualização dos resultados seguiu o protocolo descrito no item 2.3. 

 

2.5. Análise da diversidade de isolados da coleção e identificação de 

haplótipos 
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Para análise da diversidade dos isolados e seleção de representantes para os 

testes de primers desenhados, foi utilizado o primer BOX-A1R (Versalovic et al., 

1994) para análise de BOX-PCR. A reação de BOX-PCR foi montada para 10,2 

µL sendo dividido em 1 µL do primer BOX-A1R (10mM), 5 µL do GoTaq Buffer, 

0,2 µL da GoTaq Enzyme.  

A visualização dos resultados foi feita de forma similar ao descrito anteriormente, 

porém com gel de agarose com 1,5% de concentração. 

A identificação dos haplótipos foi realizada visualmente pela identificação do 

padrão de bandas geradas no gel de eletroforese. 

 

2.6. Teste com primers desenhados para identificação da Raça 4 

Combinações de nove pares de primers foram desenhadas (Tabela 2; Tabela 3) 

de acordo com o sequenciamento realizado previamente de um dos isolados de 

São Paulo e caracterizado como raça 4. Os primers foram desenhados na região 

próxima ao sítio de anelamento do primer RST88 como também dentro do 

transposon identificado na terminação próxima ao anelamento do primer RST89 

(Figura 1). 

Para os testes foram realizadas PCRs gradiente com intervalos entre 56 e 68°C 

(Tabela 4) 

Os isolados selecionados foram D1 e posteriormente o D2 e D19 representando 

os isolados de raça 4 de São Paulo enquanto o isolado D22 foi usado como 

referência da raça 3 e o D23 posteriormente o D24 foi a referência para a raça 4 

do Centro-Oeste. 
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Figura 1. Visualização do sequenciamento de nucleotídeos da região 

sequenciada com a inserção de um transposon no gene AvrXv3.  
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Tabela 2. Lista de primers desenhados para identificação de isolados da raça 

4. 

Primers Forward Primers Reverse 
RST88 R4-XP-1-R 

R4-XP-1-F R4-XP-2-R 
 R4-XP-3-R 

 R4-XP-RST88-1R 

 R4-XP-RST88-3R 

 

Tabela 3. Combinação de pares de primers para a identificação de isolada raça 

4 com nome de cada primer e tamanho do fragmento esperado. 

 

 

 

Tabela 4. Código das temperaturas usadas nas PCRs gradiente para testes 

dos pares de primers para identificação de isolados da raça 4. 

Temperaturas 

68°C 

65,6°C 

63,3°C 

58,3°C 

56° C 

 

As PCRs com as combinações de primers desenhados para a identificação de 

isolados de raça 4 foram visualizadas em gel de agarose 1% corados com 

GelRed e marcador 1kb plus (Invitrogen, EUA). 

 

 

 

Combinação Forward Reverse 
Tamanho 

esperado 

PR1 RST88 R4-XP-1-R 850 PB 

PR2 RST88 R4-XP-2-R 900 PB 

PR3 RST88 R4-XP-3-R 959 PB 

PR4 RST88 R4-XP-RST88-1R 937 PB 

PR5 RST88 R4-XP-RST88-3R 875 PB 

PR6 R4-XP-1-F R4-XP-1-R 818 PB 

PR7 R4-XP-1-F R4-XP-2-R 870 PB 

PR8 R4-XP-1-F R4-XP-3-R 928 PB 

PR9 R4-XP-1-F R4-XP-RST88-1R 905 PB 

PR10 R4-XP-1-F R4-XP-RST88-3R 884 PB 
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3. RESULTADOS 

 A partir do uso dos primers X-GUM F7/R7 (Adriko et al. 2014). Foi 

confirmado que todos os isolados com exceção do D11(EH2018-79A) foram 

positivos para amplificação, gerando um fragmento de 350 pb. O isolado D11 foi 

removido dos demais testes. A compilação dos dados de todos os isolados está 

na tabela 4. Os primers X-GUM F7/R7 tem como objetivo amplificar o gene gumD 

presente em um operon que sintetiza uma substância denominada de goma 

xantana, que é um composto que só é encontrado em bactérias desse gênero. 

Devido a esse fato, os primers X-GUM F7/R7 são comumente utilizados na 

identificação de Xanthomonas, mostrando boa eficiência (Katzen et al. 1998; 

Ferreira 2021). 

 

Tabela 5. Lista dos 30 isolados utilizados no presente estudo com os 

resultados dos testes com os primers X-gum F7/R7 e BOX-A1R. 

Código 

original 

Código 

utilizado 
Primers X-gum 

F7/R7 

avrXv3 

RST88/89 

Haplótipos BOX-

PCR 

BOX-A1R 

EH2018-62  D1 Positivo - 1 

EH2018-63  D2 Positivo - 1 

EH2018-65  D3 Positivo - 1 

EH2018-67  D4 Positivo - 2 

EH2018-70  D5 Positivo - 3 

EH2018-72A D6 Positivo - 1 

EH2018-74  D7 Positivo - 1 

EH2018-75A D8 Positivo - 1 

EH2018-76  D9 Positivo - 1 

EH2018-78  D10 Positivo - 1 

EH2018-79A  D11 Negativo - - 

EH2018-81  D12 Positivo - 1 

EH2018-82  D13 Positivo - 1 

EH2018-83 D14 Positivo - 1 

EH2018-84A D15 Positivo - 1 

EH2018-85  D16 Positivo - 3 

EH2018-86 D17 Positivo - 1 

EH2018-89A D18 Positivo - 1 

EH2018-90  D19 Positivo - 1 

EH2018-91 D20 Positivo - 4 

EH2018-92 D21 Positivo - 4 

EH2010-60  D22 Positivo 600 3 

EH2011-103  D23 Positivo 1400 - 

EH2011-105  D24 Positivo 1400 - 
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EH2011-105  D25 Positivo 1400 - 

EH2011-107  D26 Positivo 1400 - 

EH 2011-107  D27 Positivo 1400 - 

EH2011-130  D28 Positivo 1400 - 

EH2011-132  D29 Positivo 1400 - 

EH2011-132 D30 Positivo 1400 - 

 

Após aferir que todos os isolados pertenciam ao gênero Xanthomonas, foi 

avaliada a presença do gene avrXv3, para tal foram utilizados os primers RST88 

e RST89: Os isolados D23 (EH2011- 103), D24 (EH2011105), D26 (EH2011- 

107), D28 (EH2011-130) e D29 (EH2011- 132) coletados no ano de 2011 na 

região do Distrito Federal são da raça 4, uma vez que amplificaram 1400 pb com 

os primers RST88 e RST89, como descrito por Araújo (2014). O isolado D22 

(EH2010- 60) utilizado como controle se comportou da forma esperada e 

amplificou 600 pb, sendo classificado como raça 3, segundo recomendação de 

Jones et al. (1995). 

A não amplificação de um fragmento com os primers RST88/89 pode indicar a 

não existência desse gene, ou uma possível alteração na região de anelamento 

desses primers, essa alteração se deve ao fato da região de anelamento do 

primer reverso (RST89) não existir. A falta de uma região para anelamento dos 

primers onde estaria localizado o gene avrXv3 pode indicar a ausência do 

mesmo ou uma nova raça do patógeno.  

A perda de genes de avirulência estão associadas com a produção de novas 

raças do patógeno, como por exemplo, os isolados identificados por Araújo 

(2014) se trata da raça 4 do patógeno, resultante da inserção de um transposon 

no centro do gene avrXv3, não interferindo com o sítio de anelamentos dos 

primers RST88/89, porém interferindo com a ação da proteína que seria gerada. 

Outro exemplo é o trabalho de Filho et al. (2015) onde ele descreve a supressão 

da resistência de plantas de tomateiro a Fusarium oxyporum f. sp. Lycopersici 

devido ao surgimento de diversas raças que adquirem patogenicidade através 

de regiões especificas ricas em transposons e genes com perfil evolutivo distinto.  

 

 O melhoramento das culturas gera produtos de melhor qualidade e com 

resistência. De modo a serem plantadas consecutivamente em grande 
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quantidade e em áreas extensas pelos agricultores, levando ao aparecimento de 

epidemias que podem comprometer a capacidade produtiva das lavouras. Essas 

epidemias decorrem de uma seleção direcional de raças que superam essa 

resistência criando assim um ciclo chamado de boom and bust, além disso o uso 

de parentais comuns e suscetíveis gera estreitamento de base genética e facilita 

o surgimento de novas raças (Pink 2002; Silva 2009). Como consequência 

cultivares anteriormente resistentes podem se tornar susceptíveis a essa nova 

variante do patógeno, dificultando o manejo da doença. 

 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 2: Gel de agarose (1,5%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com os primers RST88 e RST 89. A cor verde indica os negativos para o 

gene avrXv3, o isolado de raça 3 é representado pela cor amarela e o isolado 

de raça 4 pela cor azul. Negativo: controle sem uso de DNA. Marcador: 

marcador 1kb plus (Invitrogen). 
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Figura 3: Gel de agarose (1,5%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com os primers RST88 e RST89. Cor azul indica os isolados de raça 4. 

Negativo: controle sem uso de DNA. Marcador: marcador 1kb plus (Invitrogen). 

 
 

Na análise de BOX-PCR com os isolados de Xanthomonas de tomateiro da raça 

desconhecida juntamente com os de raça 3 e de raça 4 do Centro-Oeste, foram 

identificados quatro perfis de amplificação, porém com elevados níveis de 

identidade entre eles (Figura 3). Pelo padrão de amplificação, mesmo os isolados 

com mesma procedência, apresentaram variabilidade genética e isolados de 

raças diferentes agruparam com isolados com resposta de raças distintas. O 

isolado D1, D2, D3, D7, D8, D9, D10, D12, D13, D14, D15, D17, D18 e D19 foram 

considerados do haplótipo 1; o isolado D4 apresentou perfil único e foi 

considerado o haplótipo 2; os isolados D5, D16 e D22 foram idênticos e 

considerados parte do haplótipo 3; e os isolados D20 (raça 3) e D21 agruparam 

como haplótipo 4. Assim como o marcador BOX-PCR outras técnicas como 

RAPD e FLP são eficientes e muito usadas em análises de perfil de amplificação 

(Hoffmann e Barroso 2006), porém, nesse estudo foi utilizada a técnica de BOX- 

PCR. Essa técnica tem um bom funcionamento para espécies de Xanthomonas 

como descrito por Zhai et al. (2010), Raghavendra et al. (2013), Rouhrazi e 

Khodakaramian (2014), Ivanović et al. (2015), Araújo et al. (2017). O BOX-PCR 
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demostrou pouca variação entre os isolados de Xanthomonas sendo assim foi 

considerado 4 haplótipos como descritos anteriormente, após a análise do perfil 

de bandas, o BOX-PCR, é considerado eficiente não apenas para analisar 

diversidade de isolados de bactéria, mas também para indicar homogeneidade 

de isolados de gêneros de bactérias incluindo Xanthomonas. 

 

 

 
Figura 4. Gel de agarose (1,5%) resultante da eletroforese de BOX-PCR com o 

primer BOX-A1R. Cores indicam os agrupamentos (haplótipos) dos isolados 
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segundo similaridade do perfil de fragmentos gerados. Negativo: controle sem 

uso de DNA. Marcador: marcador 1kb plus (Invitrogen). 

 

A combinação 1 de primers (RST88 / R4-XP-1-R) não resultou em amplificação 

para os isolados avaliados independente da temperatura usada no teste com 

gradiente 68-58 °C, é imaginado que essa não amplificação está relacionada 

com as temperaturas utilizadas e que novos testes com temperaturas menores 

variando em torno de 45°a 50°C resultarão em alguma amplificação (Figura 4). 

Para a combinação 2 de primers (RST88 / R4-XP-2-R), não foram identificadas 

amplificações para o isolado D1, enquanto para os isolados D19, D22 e D23, 

somente ocorreu à amplificação de fragmentos em temperaturas mais baixas, 

como 58 °C e 56 °C (Figura 5). Também ocorreu à amplificação de mais um 

fragmento em cada reação. 

 
  

 

Figura 5. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR 

com a combinação de primers 1 (RST88 / R4-XP-1-R). Quadros coloridos 

indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior 

estão listadas as temperaturas do gradiente, 68 °C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 

56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  
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Figura 6. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR 

com a combinação de primers 2 (RST88 / R4-XP-2-R). Quadros coloridos 

indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior 

estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 

56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  

 

A combinação de primers 3 (RST88 / R4-XP-3-R) obteve amplificação de 

aproximadamente 1000 pares de base para todos os isolados e não somente 

para os isolados alvos (D1 e D19) e em todas as temperaturas com exceção da 

temperatura mais alta 68°C (Figura 6), nas temperaturas mais baixas (58,3 e 56 

°C) ocorreu à amplificação de diversos fragmentos.  

Para a combinação de primers 4 (Figura 7) observa-se que foi gerado dois 

fragmentos, um de aproximadamente 500 pares de base, sendo esse 

amplificado pelos isolados D1, D19, D22. O outro, de aproximadamente 1600 

pares de base, amplificado apenas pelos isolados alvos D1 e D19. Entretanto 

esse tamanho é bem maior do que o que foi esperado para essa combinação, 

que é de aproximadamente 937 pares de base (tabela 1). Isso se deve ao fato 

dos primers utilizados nessa combinação terem apresentado amplificação 

inespecíficas, ou seja, o primer ter se anelado em uma região diferente da 

planejada uma hipótese para esse anelamento em região diferente se deve ao 
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fato de não termos em mãos todo o sequenciamento do genoma mas sim apenas 

uma região do mesmo,  também é observado o anelamento em isolados que não 

deveriam ser amplificados, isso é uma das dificuldades do desenho de primers 

específicos (Hoffmann e Barroso 2006; Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os 

primers utilizados nas combinações testadas nesse trabalho foram planejados 

para resultar em uma sequência do método de terminação da cadeia, ou método 

de Sanger (Sanger et al. 1977) eles tinham o objetivo de gerar fragmentos de 

tamanho variando entre 720 a 959 pares de base conforme descrito na tabela 3. 

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho, percebe-se que não 

ocorreram amplificações do tamanho esperado, e sim a formação de bandas de 

tamanhos variados. 

 

 

 

Figura 7. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR 

com a combinação de primers 3 (RST88 / R4-XP-3R). Quadros coloridos indicam 

os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior estão 

listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 56 °C. 

Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  
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Figura 8. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR 

com a combinação de primers 4 (RST88 / R4-XP-RST88-1R). Quadros coloridos 

indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior 

estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 

56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  

 

A combinação de primers 5 (RST88 / R4-XP-RST88-3R) não obteve amplificação 

para nenhum dos isolados alvos (D1, D19) em nenhuma das temperaturas 

utilizadas no teste gradiente 68-56°C. Apenas ocorram amplificações de 

aproximadamente 600 pb para o isolado D23 na temperatura mais baixa 56°C 

(Figura 8) e uma maior, de cerca de 2000 pb para o isolado D24, também nas 

temperaturas mais baixas 58,3°C e 56°C. A combinação de primers 7 (R4-XP-1-

F/ R4-XP-2-R) e a combinação de primers 8 (R4-XP-1-F/R4-XP-3-R) não 

resultaram em amplificação para nenhum isolado e nenhuma temperatura 

(Figura 9 e Figura 10).  
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Figura 9. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da PCR 

com a combinação de primers 5 (RST88 / R4-XP-RST88-3R). Quadros coloridos 

indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior 

estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 

56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen). 
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Figura 10. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com a combinação primers 7 (R4-XP-1-F / R4-XP-2-R). Quadros coloridos 

indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte superior 

estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 58,3 °C e 

56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  
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Figura 11. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com a combinação de primers 8 (R4-XP-1-F/ R4-XP-3-R ). Quadros 

coloridos indicam os intervalos de cada isolado, D1, D19, D22 e D23. Na parte 

superior estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 

58,3 °C e 56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  

 

Na combinação de primers 9 (R4-XP-1-F / R4-XP-RST88-1R) todos os isolados 

obtiveram uma discreta amplificação de aproximadamente 150 pb em diferentes 

temperaturas (Figura 11). Também ocorreu à amplificação de cerca de 2000 pb 

para o isolado D2 na temperatura mais baixa, para o isolado D19 na temperatura 

de 58,3°C, para o isolado D22 na temperatura de 63,3°e para o isolado D24 na 

temperatura de 65,3°C. Para a combinação de primers 10 (Figura 12) não fora 

obtido amplificação para nenhum isolado em nenhuma temperatura. 
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Figura 12. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com a combinação de primers 9 (R4-XP-1-F / R4-XP-RST88-1R). Quadros 

coloridos indicam os intervalos de cada isolado, D2, D19, D22 e D24. Na parte 

superior estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 

58,3 °C e 56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  
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Figura 13. Gel de agarose (1,0%) resultante da eletroforese dos produtos da 

PCR com a combinação de primers 10 (R4-XP-1-F / R4-XP-RST88-3R). Quadros 

coloridos indicam os intervalos de cada isolado, D2, D19, D22 e D24. Na parte 

superior estão listadas as temperaturas do gradiente, 68°C, 65,6 °C, 63,3 °C, 

58,3 °C e 56 °C. Marc.: marcador 1kb plus (Invitrogen).  
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4. CONCLUSÕES 

 Com exceção do isolado D11 todos os demais isolados são do gênero 

Xanthomonas; 

 Existe uma ampla diversidade genética entre os isolados analisados 

da espécie Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans; 

 Nenhum dos primers desenhados tiveram sucesso na identificação 

dessa nova raça 4 de Xanthomonas euvesicatoria pv. perforans. 
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