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Prefácio  

 

Os resultados referentes à dissertação de mestrado estão organizados em 

dois manuscritos na forma de artigos científicos e em resultados complementares. 

Os artigos intitulados de “Characterization of a LysR Type Transcriptional Factor 

From Phytopathogen Xylella fastifiosa” e “Study of two proteins possibly involved in 

biofilm formation of Xylella fastidiosa” representam a parte principal do trabalho 

desenvolvido no mestrado e neles pode se encontrar todos os resultados 

estruturais e funcionais obtidos em relação as proteínas XfLysRL, XfCysB e 

XfycjZ.  

Os resultados complementares são referentes a outras 3 ORFs (XF0930, 

XF1459 e XF1498) que inicialmente foram propostas no projeto de mestrado, 

porem devido aos resultados obtidos suas análises foram parcialmente 

suspensas. Entretanto novos estudos com estas 3 ORFs encontram-se em 

perspectivas futuras, demonstrando a importância da averiguação de suas 

funções. 

Em anexo encontram-se também os artigos científicos “Characterization of 

an oxidative stress response regulator, homologous to Escherichia coli OxyR, from 

the phytopathogen Xylella fastidiosa” (Protein Expr Purif. 2011 Feb;75(2):204-10. 

Epub 2010 Oct 14.) e “Functional and small-angle X-ray scattering studies of a 

new stationary phase survival protein E (SurE) from Xylella fastidiosa – evidence of 

allosteric behaviour” (The FEBS Journal 2009. Nov;276(22):6751-62.) no qual 

participei como co-autor e que faz parte dos trabalhos desenvolvidos pelo grupo 

de pesquisa onde desenvolvi meu mestrado.  
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Como parte final desta dissertação há as conclusões gerais que são 

baseadas nos resultados obtido com as proteínas XfLysRL, XfCysB e XfycjZ. 

Inclui-se também uma perspectiva sobre o trabalho desenvolvido e futuras 

realizações a serem feitas com as 6 proteínas que foram propostas inicialmente 

para o mestrado. 
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Resumo 

 

Após o sequenciamento do genoma da Xylella fastidiosa, linhagem 9a5c 

houve um grande aumento de informações relacionadas a este organismo. Porém 

grande parte das proteínas desta bactéria ainda não apresentam funções preditas. 

No presente estudo, objetivou-se a caracterização inicial de três proteínas deste 

micro-organismo, a saber: XfCysB (orf Xf0683), XfLysRL (orf Xf1448) e XfycjZ (orf 

Xf1480). Essas proteínas apresentam alta similaridade com membros da família 

de reguladores transcricionais do tipo LysR (LTTR). Os LTTR constituem a família 

de reguladores mais comuns em procariotos e apresentam funções diversas tais 

como regulação de genes envolvidos no metabolismo, divisão celular, quorum 

sense, virulência, resposta ao estresse oxidativo, entre outras. Dentre as proteínas 

em estudo, a única proteína que possui predição dentro da família LysR é a 

XfCysB, cujas proteínas homólogas, já caracterizadas, estão envolvidas na 

regulação do operon cys, o qual está envolvido na biossíntese de cisteína. Após a 

clonagem das proteínas, a caracterização estrutural foi feita por Cromatografia de 

Exclusão por Peso Molecular, em que foi possível observar o estado oligomérico 

da proteína; Dicroísmo Circular para verificar se a proteína apresenta estrutura 

secundária estruturada e SAXS (Espalhamento de Raios-X a Baixos Ângulos) 

,apenas para a proteína XfLysRL, para a determinação do envelope da proteína 

em solução. A caracterização funcional foi feita pela análise da expressão das 

proteínas durante as diferentes fases de formação do biofilme (5, 10, 15, 20 e 30 

dias de crescimento) de X. fastidiosa por Western blot utilizando anticorpos 

específicos para cada proteína em estudo. Com os resultados obtidos pode-se 
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estimar que a massa molecular da proteína XfLysRL é de 50 kDa quando em 

solução, indicando que a XfLysRL encontra-se na forma dimérica, uma vez que a 

massa molecular do monômero é de 23,7 kDa. Possui também a estrutura 

secundária estruturada, sendo estável de 4°C a 44 ° C. Foi possível verificar 

também que a proteína está monodispersa quando em solução, é estruturalmente 

globular e pôde-se produzir, com os dados obtidos, um primeiro modelo para a 

estrutura da proteína.  Já a proteína XfCysB teve a sua massa estimada em 45,3 

kDa quando em solução e de 195,1 kDa quando na presença do seu co-indutor 

específico, além de apresentar uma estrutura secundária estruturada. Em relação 

à proteína XfycjZ pôde-se  observar que esta quando em solução possui uma 

massa molecular estimada em 174,8 kDa demonstrando que sua forma 

oligomérica é de tetrâmero. Os estudos funcionais indicam que as três proteínas 

são expressas durante a formação do biofilme de X. fastidiosa, ou seja, estão 

presentes nos 6 tempos analisados. Deste modo, o estudo detalhado das 

presentes proteínas torna-se importante devido a sua presença na formação do 

biofilme de X. fastidiosa, um dos mecanismos de patogenicidade da bactéria. 

Outro fator importante é a utilização dos resultados da caracterização estrutural na 

elucidação do papel desempenhado pelas proteínas, visto que a estrutura protéica 

está diretamente envolvida com sua função. 
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Abstract 

 

After sequencing the genome of Xylella fastidiosa, strain 9a5c, there was a 

large increase in information related to this organism, but most of the proteins 

produced by these bacteria do not have predicted functions. In this study, the 

objective was the initial characterization of three proteins of this organism, namely 

XfCysB (orf Xf0683) XfLysRL (orf Xf1448) and XfycjZ (orf Xf1480). These proteins 

show high similarity to members of the family of LysR-type transcriptional 

regulators (LTTR). The LTTR family of regulators is the most common in 

prokaryotes and has diverse functions such as regulation of genes involved in 

metabolism, cell division, quorum sense, virulence, oxidative stress response, 

among others. Among the proteins under study, the only protein that has more 

specific prediction of classification within the family is the LysR XfCysB, which 

already characterized homologous proteins are involved in the regulation of cys 

operon, which is involved in the biosynthesis of cysteine. After cloning the protein, 

structural characterization was performed using the techniques of Exclusion 

Chromatography for Molecular Weight that shows the oligomeric state of the 

protein; circular dichroism to determine if protein has folded and stable secondary 

structure and SAXS (X-Ray Scattering at Small Angle) for the determination of 

protein structure in solution. Functional characterization was performed by 

analyzing the expression of proteins during different stages of biofilm formation (5, 

10, 15, 20 and 30 days of growth) of X. fastidiosa by producing antibodies specific 

for each protein under study and performance of Western blot using total protein 
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extract of the antibody produced against biofilm. With results obtained it was 

possible to estimate that the molecular weight of protein was 50 kDa XfLysRL in 

solution, indicating that the XfLysRL is in dimeric form, since the molecular weight 

of the monomer is 23.7 kDa. It also has a stable secondary structure folded and 

supporting a rise in temperature to 44° C.  It was also verified that the protein is 

monodisperse in solution, is structurally globular and could be produced, with the 

data obtained, a first model for the structure of the protein. The protein XfCysB had 

its mass estimated at 45.3 kDa in solution and 195.1 kDa in the presence of its co-

inducer specific, besides presents a folded secondary structure. Regarding the 

protein XfycjZ was observed that when this solution has a molecular mass of 174.8 

kDa demonstrating that it’s oligomeric form is a tetramer. Functional studies 

indicate that the three proteins were expressed during the biofilm formation of X. 

fastidiosa, follows that they are present in 6 times analyzed. Thus, the detailed 

study of these proteins is important because their presence in biofilm formation of 

X. fastidiosa, one of the mechanisms of pathogenicity of the bacteria. Another 

important factor is the use of results in the structural elucidation of the role of 

proteins because the protein structure is directly involved in its function. 
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1. Introdução 

 

A bactéria Xylella fastidiosa é o agente causador de diversas doenças em 

plantas. No Brasil é responsável pela grave doença denominada Clorose 

Variegada dos Citros (CVC) (Lee et al., 1991), a qual prejudica uma das culturas 

mais importantes economicamente em nosso país, a da laranja. Tendo em vista o 

enorme prejuízo causado pela CVC à citricultura brasileira e, com o intuito de 

capacitar e qualificar pesquisadores brasileiros, foi criada pela FAPESP em 1997 a 

Organização para Seqüenciamento e Análise de Nucleotídeos (ONSA), uma rede 

de laboratórios responsável pelo seqüenciamento completo do genoma da X. 

fastidiosa. Sendo o primeiro fitopatógeno a ter seu genoma completamente 

seqüenciado (Simpson et al., 2000), tornou-se alvo da genômica funcional e 

estrutural na busca pela compreensão de seu mecanismo de infecção e 

adaptação nos hospedeiros, através da caracterização das proteínas codificadas 

pelos seus genes.   

Muito embora o conhecimento da estrutura terciária seja valioso para a 

determinação da função protéica, o atual conhecimento da relação entre estrutura 

e função ainda é insuficiente para deduzir sua função global unicamente por sua 

estrutura. Em todos os casos, faz-se necessário combinar estudos bioquímicos (in 

vitro) e celulares (in vivo) com informações estruturais para completar a 

compreensão global do mecanismo celular protéico (Chothia & Lesk, 1986). 

Como parte do programa da Rede de Biologia Molecular Estrutural 

(SmolBnet) da FAPESP, nosso laboratório no Centro de Biologia Molecular e 

Engenharia Genética (CBMEG), UNICAMP, selecionou para este projeto seis 
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proteínas de X. fastidiosa para estudos de estrutura e função. Essas proteínas 

apresentam alta similaridade com os membros da família de proteínas LTTR 

(LysR-type transcriptional regulators), os quais caracterizam-se por serem 

reguladores transcricionais de proteínas do tipo LysR. Nosso objetivo consiste não 

apenas em validar os dados genômicos, mas principalmente identificar e 

caracterizar sistemas regulatórios da expressão dos genes em estudo e o possível 

envolvimento dos mesmos na patogenicidade da bactéria. 

 

2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1. Citrus e CVC 

Embora seja cultivada em mais de 100 países, a cultura de laranja 

apresenta uma distribuição pouco uniforme. O Brasil é o maior produtor global, 

sendo responsável por mais de 1/3 da produção mundial. Estima-se também que 

a produção anual é de 19 milhões de toneladas (AGRINUAL 2009). Mais de 80% 

da produção nacional se concentra no estado de São Paulo (Figura 1) (Machado, 

2002) e no ano de 2009 o montante gerado com exportações foi da ordem de US$ 

1,6 bilhões (FAESP 2009). No entanto, apesar da grande importância econômica 

derivada da citricultura brasileira, as divisas geradas pela mesma poderiam ser 

bem maiores. Isso não é possível, devido à baixa produtividade em nossos 

pomares. Enquanto que na Flórida a produção alcança 6 caixas/árvores/ano, no 

Brasil é de apenas 2 caixas/árvore/ano (Machado, 2002).  

Deste modo, a baixa produtividade se deve a vários fatores, principalmente 

pragas e doenças, que acometem grande parte das árvores causando danos 
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irreversíveis. Dentre estas pragas, a mais devastadora é a Clorose Variegada de 

Citros (CVC) conhecida popularmente como “amarelinho” e é causada pela 

bactéria Xyella fastidiosa (Lee et al, 1991; Laranjeira ,1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Clorose Variegada de Citrus (CVC) atinge atualmente 39,19% (Figura 2) 

das plantas de laranja do Estado de São Paulo. Estimativas indicam um gasto de 

R$ 270 milhões por ano no controle da CVC que, atualmente, reside basicamente 

na eliminação e poda das plantas doentes, com controle químico do vetor que são 

as cigarrinhas da família Cicadellidae (Ministério da Ciência e Tecnologia, 2007; 

FUNDECITRUS, 2009). 

 

 

Figura 1: Distribuição da Laranja no estado de São Paulo. Mapa demonstrando a 
distribuição geográfica da produção de laranja no estado, dados obtidos no site 
www.cati.sp.gov.br/projetolupa 
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Atualmente existem normas governamentais que, desde janeiro de 2003, 

proíbe a comercialização em todo o estado de São Paulo de mudas que não 

tenham sido produzidas em viveiros telados totalmente livres de insetos. 

Observando o levantamento realizado pela Fundecitrus no período de 1996 a 

2005 (Figura 3) pode-se verificar que nos anos de 2004 e 2005 houve um 

pequeno decréscimo na incidência da CVC, porém praticamente insignificante 

quando comparado com as perdas que a doença causa para os setores 

envolvidos. 

 

 

 

 

Figura 2: Contaminação da CVC no estado de São Paulo. Mapa demonstrando a 
distribuição da CVC nas regiões do estado de SP. Os valores correspondem a porcentagem 
dos pés de laranjas contaminados (FUNDECITRUS, 2009).  
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2.2. Xylella fastidiosa 

 

A X. fastidiosa é uma bactéria fitopatógena Gram-negativa, aflagelada que 

habita os vasos do xilema e infecta em larga escala plantas de diversos grupos 

taxonômicos, causando doenças economicamente importantes como a Clorose 

Variegada dos Citros (CVC) (Lambais et al., 2000). A X. fastidiosa, além de causar 

doença em citros, também ataca diversos hospedeiros como pessegueiro 

(Hopkins et al., 1973; Nyland et al., 1973); alfafa e videira (Goheen et al., 1973); 

amendoeira (Mircetich et al, 1976); cafeeiros (Paradela Filho et al., 1997) e 

ameixeira (Hopkins, 1989). 

Em CVC os sintomas da doença (Figura 4) são a necrose marginal da 

folha,  a abscisão foliar e o declínio do vigor da planta conduzindo à sua morte. 

Figura 3: Levantamentos da contaminação da CVC no estado de São Paulo nos últimos 
anos. Gráfico demonstrando o levantamento feito entre 1996 a 2005 sobre porcentagem da 
contaminação dos pés de laranjas no estado de SP (FUNDECITRUS, 2008).  
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Estes sintomas estão relacionados a uma disfunção do sistema de condução de 

água na planta por oclusão vascular, desbalanço dos reguladores de crescimento 

e produção de fitotoxinas (Hopkins, 1989). A transmissão da bactéria se dá 

através de cigarrinhas sugadoras de xilema pertencentes à família Cicadellidae 

(Santos et al., 2005), podendo também ser transmitida através do uso de porta 

enxertos contaminados (He et al., 2000). A bactéria sobrevive no lúmen do canal 

alimentar das cigarrinhas transmissoras e nos vasos do xilema da planta, 

fechando o ciclo infectante após a sua alimentação (Hopkins et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Sintomas característicos causados pela CVC. (A) Folhas de laranja com 
mancha cloróticas; (B) Ramos do pé de laranja demosntrando contaminação pela doença; (C) 
Fotomicrografia eletrônica de uma vazo de xilema obstruído por biofilme de X. fastidiosa; (D) 
Comparação entre um fruto sadio (esquerda) e um fruto acometido pela CVC (direita). Fotos 
obtidas no site www.fundecitrus.com.br. 
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Em 2000, Simpson e colaboradores publicaram a seqüência completa do 

genoma da X. fastidiosa. Entretanto, apesar da disponibilidade do genoma da X. 

fastidiosa, a compreensão da patogenicidade deste organismo é limitado ainda, 

pelo fato de que metade dos genes da bactéria codificam proteínas hipotéticas. 

Assim, a caracterização estrutural e funcional de proteínas da X. fastidiosa sem 

funções atribuídas ganhou destaque nos últimos anos (Barbosa & Benedetti, 

2007). 

A bactéria depois de instalada (aderida) no xilema da planta passa a se 

multiplicar e a produzir substâncias extracelulares. Entre estas substâncias, uma 

grande quantidade de polissacarídeos extracelulares é secretada, os quais 

contribuem para a formação de um biofilme na superfície dos vasos do xilema. 

Sobre esse material depositam-se mais bactérias que resultam em grandes 

agregados que podem interromper o fluxo regular de água e nutrientes através 

destes vasos. Esses agregados celulares podem, em tese, contribuir para 

concentrar atividade de exoenzimas bacterianas, auxiliar na captura de nutrientes, 

acumularer substâncias toxificantes, manter a agregação de células e proteger 

contra as flutuações ambientais (Michelmore, 2000). 

A partir da seqüência genômica de Xylella fastidiosa, foi traçado todo o 

perfil básico para a sobrevivência dessa bactéria como o seu metabolismo 

energético, a síntese de aminoácidos, nucleotídeos e lipídeos e os mecanismos de 

transcrição, tradução e reparo. Mais importante que esse perfil, o sequênciamento 

do genoma de X. fastidiosa também permitiu a formulação de hipóteses mais 

elaboradas sobre os mecanismos de patogenicidade dessa bactéria (Dow & 

Daniels, 2000; Keen et al., 2000; Simpson et al., 2000; Silva et al., 2001). 
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O conhecimento do sequenciamento do genoma do fitopatógeno permitiu 

abordagens variadas, utilizando-se diversas ferramentas da biologia molecular e 

bioinformática, para o estudo do mesmo e do mecanismo da patogenia que causa. 

A análise comparativa do genoma da linhagem 9a5c de X. fastidiosa, 

responsável pela CVC em Citrus sp., com de linhagens responsáveis pela 

patogenia em almond (linhagem Dixon) e oleaNder (linhagem Ann-1) permitiu 

delinear importantes características sobre este fitopatógeno e oferecer uma base 

científica para o desenvolvimento de drogas específicas contra o mesmo 

(Bhattacharyya et al., 2002). 

Para realizar a análise comparativa entre a seqüência gênica da linhagem 

9a5c com as linhagens Dixon e Ann-1, os autores obtiveram as seqüências 

gênicas destas duas ultimas utilizando-se a metodologia random shotgun para 

obter o draft genome. O emprego de tal metodologia foi justificado pela facilidade 

de realização, menor tempo e custos quando comparado ao seqüenciamento 

genômico convencional. Através desta metodologia, 95% do genoma das duas 

linhagens foi acessado e os índices de releitura obtidos mostraram-se satisfatórios 

(9,4 para Dixon e 8,1 para Ann-1). O tamanho da seqüência genômica obtida para 

ambas as linhagens (2,4Mb para Dixon e 2,6 para Ann-1) é bem próximo aquele 

publicado para a  linhagem 9a5c (2,7Mb) (Simpson et al.,2000; Bhattacharyya et 

al., 2002). Adicionalmente, todas as três linhagens apresentaram similar 

porcentagem de GC. 

As análises realizadas pelos autores permitiram identificar no genoma da 

linhagem 9a5c, uma região entre dois genes que codificam RNAt (RNA 

transportador) para glicina e treonina e que flanqueiam uma seqüência de genes 
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de origem de profagos, estando esta ausente nas demais linhagens. O possível 

fago codificado por tal região aparenta ser mais similar ao grupo Siphophago de 

fagos de DNA dupla fita (Bhattacharyya et al., 2002). 

A porcentagem média de GC desta região do genoma é de 65,9%, superior 

àquela apresentada pelo genoma da X. fastidiosa, de 52,6%, indicando que tal 

DNA exógeno foi incorporado recentemente ao genoma no processo evolutivo do 

genoma da linhagem (Bhattacharyya et al., 2002). 

Abordagens de análise genômica comparativa entre diferentes linhagens de 

X. fastidiosa, como à descrita anteriormente, permitem visualizar características 

inerentes de cada linhagem bem como diferenças metabólicas decorrentes de 

uma composição gênica diferenciada, conferindo a cada linhagem sua 

especificidade quanto ao hospedeiro. Adicionalmente, revelam características 

conservadas entre as linhagens, sugerindo possíveis sítios para o 

desenvolvimento de drogas para o controle específico do fitopatógeno, como 

mencionado pelos autores. 

 Exemplificando ainda tal metodologia de análise, a comparação de 

linhagens patogênicas e não patogênicas de X. fastidiosa, através de 

microarranjos de DNA, mostra-se como uma estratégia muito útil para identificar 

genes importantes para a virulência desta bactéria (Koide et al., 2004).  

A linhagem J1a12, isolada de citrus e passível de transformação, mostrou 

não deflagrar sintomas de CVC quando inoculada em plantas de Citrus ou tabaco. 

Tal linhagem foi comparada, através de microarranjos de DNA, com a linhagem 

9a5c, que causa sintomas de CVC e não é suscetível à transformação in vitro, o 

que a inviabiliza para a manipulação genética em estudos sobre este fitopatógeno. 
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A grande maioria das seqüências codantes (CDS – coding sequences) encontra-

se altamente conservada em ambas as linhagens. Contudo, 14 CDS foram tidas 

como altamente divergentes ou ausentes na linhagem não patogênica. Dentre 

estas, dez não possuíam similaridade a genes conhecidos não sendo possível, 

portanto, atribuir-lhes funções. Na linhagem J1a12, a subunidade de adesina 

fimbrial codificada pela orf XF0077, foi classificada como ausente, o qual foi 

validado por seqüenciamento da região. Tal análise corrobora com o fato de que a 

linhagem J1a12 apresenta, in vitro, um fenótipo de agregação celular bem inferior 

ao observado na linhagem 9a5c, possibilitando correlacionar a orf ausente em 

questão com a capacidade de adesão das células de X. fastidiosa (Koide et al., 

2004). 

 

2.3. Mecanismos de Infecção 

 

A hipótese mais aceitada para doenças causadas por X. fastidiosa é que a 

bactéria causa uma oclusão vascular devido da formação do biofilme, conduzindo 

ao estresse hídrico (Osiro et al., 2004). Sabe-se que o habitat natural para muitas 

espécies bacterianas são as comunidades de biofilme em superfícies bióticas e 

abióticas e mantidas por interações físico-químicas e biológicas. 

A capacidade de adesão em superfícies sólidas, seguida de multiplicação e 

colonização bacteriana é característica de formação de biofilme. O termo biofilme 

descreve a habilidade das bactérias em aderir a superfícies sólidas e estabelecer, 

em conseqüência, uma comunidade microbiana. Na formação do biofilme, uma 

população de bactéria adere em superfícies ou interfaces formando uma densa 
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matriz composta principalmente por exopolissacarídeos (EPS) (Costerton et al., 

1995) que consiste em uma importante estratégia de sobrevivência para as 

bactérias (De Kievit & Iglewki, 1999; Marques et al., 2002). Tem sido demonstrado, 

por exemplo, que células em biofilme são 500 vezes mais resistentes a compostos 

antimicrobianos que em crescimento planctônico (Costerton et al., 1995).  

A formação de biofilme é composta por 5 estágios (Fig. 5) iniciando-se pela 

adesão na superfície, proliferação bacteriana dentro de microcolonias e sua 

expansão, formando estruturas altamente organizadas. O estádio 1, 

correspondente a adesão reversível das células na superfície; o estádio 2 é 

referente à adesão irreversível mediada principalmente pela produção de 

substâncias exopoliméricas; no estádio 3 inicia-se a primeira etapa de maturação 

do biofilme caracterizada pelo início do desenvolvimento da arquitetura do 

biofilme; a segunda fase de maturação, estádio 4, corresponde ao biofilme 

totalmente maduro, com alta densidade celular, e a arquitetura do biofilme 

apresenta-se de forma complexa; o estádio 5 é referente à fase de dispersão das 

células do biofilme (Sauer, 2003). Diferentes fases de formação de biofilme de X. 

fastidiosa in vitro também foram observadas através de microscopia óptica por De 

Souza et al. (2004) onde conclui-se que com 3 dias ocorreu o início da formação 

do biofilme, após 20 dias o biofilme maduro e em 30 dias a fase de dispersão 

celular. 
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Quando as células atingem o estádio de biofilme maduro, é ativado um 

sistema de comunicação intercelular denominado quorum sensing (Sauer, 2003). 

Esta sinalização permite que as bactérias regulem a expressão de genes 

específicos associados a fatores de virulência como resistência a compostos 

antimicrobianos, respostas de defesa do hospedeiro, condições de deficiência 

nutricional, produção de antibióticos e conjugação de plasmídeo. Estas 

características permitem que as células em biofilme apresentem grande vantagem 

adaptativa e competitiva no hospedeiro (Davey & O´Toole, 2000). 

 

 

 

Figura 5: Modelo dos estágios de formação do biofilme em bactérias. (1) Estágio 
correspondente a adesão reversível das células ao substrato; (2) Adesão irreversível das 
bactérias ao substrato; (3) Biofilme em inicio da maturação, com formação da arquitetura do 
biofilme; (4) Biofilme totalmente maduro; (5) Inicio da dispersão das células para a formação 
de novos biofilmes. Em destaques fotomicrografia das fases de formação do biofilme. 
(Monroe, 2007) 
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2.4. Reguladores Transcricionais da Família LysR 

 

Os reguladores transcricionais do tipo LysR (LTTR) são a família mais bem 

caracterizada do grupo de reguladores transcricionais. Eles são altamente 

conservados e abundantes entre as bactérias, com ortólogos funcionais 

identificados em Archaea e organismos eucariotos (Pe'rez-Rueda & Collado-Vides, 

2001; Sun & Klein, 2004; Stec et al., 2006). 

A família LTTR foi primeiramente descrita por Henikoff et al. (1988), que 

concluiram que existem pelo menos nove proteínas reguladoras transcricionais 

funcionais semelhantes (identificado em Escherichia coli, Salmonella enterica 

sorovar, Typhimurium, Rhizobium spp. e Enterobacter cloacae), que com base na 

similaridade de sequência e a conservação do domínio de ligação a DNA (DBD), 

pode ser distinguido como um grupo de bactérias que apresentavam reguladores 

transcricionais relacionados. 

Originalmente os LTTRs foram descritos como ativadores transcricionais de 

um único gene divergente transcrito, que exibiam uma autorregulação negativa 

(Lindquist et al., 1989; Parsek et al., 1994). Contudo, diversos outros trabalhos 

consideraram os LTTRs como reguladores transcricionais globais, atuando como 

ativadores ou repressores de um único gene ou operon gênico (Herna'ndez -Lucas 

et al., 2008). 

Um fator muito importante para que os LTTRs realizem suas funções é a 

presença e atuação dos co-indutores que podem variar de uma proteína a um íon. 

Geralmente, esses coindutores, participam de uma alça de feedback, na qual o 

produto ou composto intermediário de uma dada via metabólica ou de biossíntese 
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(geralmente ativada por um LTTR) atua como a molécula co-indutora necessária 

para a ativação ou repressão transcricional (Celis, 1999; van Keulen et al., 2003; 

Picossi et al., 2007). 

A conservação dos LTTRs, dentro do genoma das bactérias, implica que 

elas têm evoluído um papel regulador importante sobre os genes, com diversas 

funções semelhantes, cujos produtos podem estar envolvidos no metabolismo, na 

divisão celular, quórum sense, virulência, motilidade, fixação de nitrogênio, 

respostas ao estresse oxidativo, produção e secreção de toxina (Maddocks, S. E. 

& Oyston, P. C. F., 2008). 

Apesar do tamanho da família LTTR e as diversas funções que os LTTRs 

desempenham, importantes regiões estruturais permanecem altamente 

conservadas. Os LTTRs compreendem cerca de 330 aminoácidos, sendo a região 

C terminal um domínio de ligação ao cofator e a região N terminal uma sequência 

helix-turn-helix (HTH), que fornece um meio de ligação ao DNA (Figura 6). A 

sequência HTH está presente em todos os LTTRs e aproximadamente 95% de 

todas as proteínas de ligação a DNA em procariotos (Maddocks, S. E. & Oyston, 

P. C. F., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Representação esquemática de um LTTR típico, usando uma sequência de LysR de 

E. coli. Na figura há a indicação do domínio HTH (helix-turn-helix) e a região de ligação ao substrato 

da LysR, que é composta pelas subunidades RD1 (sítio de interação com DNA), fissura de ligação ao 

co-indutor e RD2 (sítio de ligação ao co-indutor)(Maddocks, S. E. & Oyston, P. C. F., 2008). 
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A maioria dos reguladores transcricionais que contem sequências HTH 

dividem-se em dois grupos distintos, ativadores ou repressores transcricionais. 

Ativadores transcricionais caracterizam-se por apresentar o HTH localizado na 

região C terminal, já os repressores transcricionais apresentam o HTH na região N 

terminal (Pe'rez-Rueda & Collado-Vides, 2001). Os LTTRs formam um grupo único 

e têm sido denominados como reguladores duplos, em que o HTH está localizado 

entre os primeiros 20-90 aminoácidos N terminais, independentemente do LTTR 

está ativando ou reprimindo a sua própria transcrição ou do gene que está 

regulando (Maddocks, S. E. & Oyston, P. C. F., 2008).  

Estudos da composição de aminoácidos e estrutura secundária têm 

ajudado a identificar muitos LTTRs. Os primeiros 20-80 resíduos são os mais 

altamente conservados e estão diretamente envolvidos na interação com o DNA. 

Em contrapartida, há relativamente pouca conservação nos aminoácidos da região 

C terminal dos LTTRs. Esta região compreende dois subdomínios distintos α / β 

(RD1 e RD2), que são ligados por duas regiões de crossover que formam uma 

dobradiça ou fissura, que é susceptível a ligação do co-indutor (Stec et al., 2006). 

Os LTTRs são funcionalmente ativos quando estão na forma de tetrâmeros, 

revelando uma proteção a grandes regiões do DNA. Esta grande região de 

proteção é coerente com a observação de que os LTTRs ligam-se a vários locais 

na região promotora. A afinidade do LTTR para cada região de ligação distinta é 

determinada pelo co-indutor e apoforma da proteína que irão se ligar ao RBSs 

(sítios de regulação de ligação) enquanto que os sítios ABS (sítio de ativação de 



 16 

ligação) serão ocupados apenas quando o co-indutor estiver vinculado a proteína 

(Tropel & van der Meer, 2004). 

A análise de promotores de diferentes proteínas da família LysR indicou um 

sítio de ligação do fator de transcrição que se aproxima de um palíndromo 

incompleto: T-N11-A. O número de tais seqüências pode variar dentro dos 

promotores de diferentes genes que codificam os fatores pertencentes à família 

LysR. Adicionalmente, tais seqüências são localizadas normalmente, 50 a 60 

pares de bases upstream do start codon (Goethals et al., 1992). 

Uma importante característica desta família de proteínas e de relação direta 

com a sua função fisiológica é a autorregulação, além de atuarem como 

ativadores transcricionais de outros genes. Na maioria dos casos, o gene que 

codifica o fator de transcrição encontra-se posicionada de modo divergente ao 

gene alvo da regulação. Tal disposição sugere uma possível interferência nas 

atividades transcricionais de ambas as orfs (LysR e gene alvo da regulação). Em 

E. coli, tal interferência foi estudada, tendo-se como modelo o operon ilvYC (Rhee 

et al. , 1999). 

Com base nas características das proteínas pertencentes a família LysR e 

suas diversas funções realizadas, este projeto tem como prioridade a análise 

estrutural e funcional de 6 orfs de X. fastidiosa preditas como LysR e, deste modo, 

fornecer  novas informações e ferramentas para os estudos do fitopatógeno. 

Em agosto de 2007 foi realizado o Workshop Internacional sobre Xylella 

fastidiosa, organizado pelo Centro de Citricultura/IAC, pela Universidade de São 

Paulo (USP) e o United States Department of Agriculture dos Estados Unidos 

(USDA). Neste evento foi lançado um web site para o projeto do genoma 
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Tabela 1: Genes em estudo e suas características. Na tabela pode ser visto as descrições dos 
genes em estudo tanto na antiga anotação quanto na nova, com detalhe para a mudança nas ORFs e 
predições conforme o banco de dados disponível em www.xylella.lncc.br. 
    

comparativo de X. fastidiosa (www.xylella.lncc.br). Com este novo projeto, o 

genoma da linhagem 9a5c foi reanotado, sendo modificada a numeração de 

diversas orfs, suas seqüências nucleotídicas e a função desempenhada por 

algumas proteínas (predição feita por comparação de nucleotídeos). A nova 

nomenclatura e características de cada orf em estudo podem ser visualizadas na 

Tabela 1. 

 

 

 

Anotação Antiga Nova Anotação 

ORF pb kDa Predição  ORF pb kDa Predição  

XF0746 984 35,7 CysB XF0683 984 35,7 CysB 

XF0993 906 33,7 
Regulador transcricional 

LysR 
XF0930 906 33,7 yafC 

XF1511 654 23 
Regulador transcricional 

LysR 
XF1448 654 23 

Regulador 

transcricional LysR 

XF1522 918 33 
Regulador transcricional 

LysR 
XF1459 918 33 yafC 

XF1543 975 36,3 
Regulador transcricional 

LysR 
XF1480 975 36,3 ycjZ 

XF1561 891 32,8 
Regulador transcricional 

LysR 
XF1498 891 32,8 ycjZ 
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2.5. Proteínas em Estudo 

 

2.5.1. XfCysB 

 

Dentre as proteínas em estudo a que é representada pela orf XF0683 é 

predita, através da comparação da seqüência de nucleotídeos e aminoácidos por 

ferramentas de bioinformática (BLAST), como sendo uma CysB, uma proteína que 

esta envolvida na expressão do cys regulon que representa uma via de utilização 

de compostos de enxofre inorgânicos como sulfato, tiosulfato e sulfitos, e na 

produção e transporte de cisteína. Os altos níveis de expressão do cys regulon 

requerem, além da CysB, a presença de um indutor (N-acetil-L-serina) e limitação 

de enxofre. Assim como a maioria dos membros da família de LysR, a proteína 

CysB age como um repressor de sua expressão ligando-se a sua própria região 

promotora e na presença do seu indutor, N-acetil-L-serina (NAS), diminui sua 

afinidade de ligação (Iwanicka-Nowicka & Hryniewicz, 1995; Lilic et al., 2003; 

Lochowska et al., 2001). 

2.5.2. XfLysRL  

 

Já a proteína expressa pelo gene Xf1448 não teve modificações com a 

nova anotação e há poucas informações sobre sua função. Um fato curioso sobre 

suas características é o seu tamanho em pares de base, um valor abaixo do 

comum encontrado em proteínas da família LysR. Outro dado importante sobre a 

orf Xf1448 é a ausência do domínio helix-turn-helix (HTH) na região N-teminal em 
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sua estrutura (Fig. 7), visto que este domínio é considerado obrigatório para todas 

as proteínas pertencentes a família LTTR. Uma possível explicação para tal fato é 

que esta orf em questão pode possuir um domínio HTH ancestral que é formado 

por uma variedade de hélices aladas que contenha um β-pleated sheet hairpin 

entre a segunda e terceira hélice (Maddocks, S. E. & Oyston, P. C. F., 2008). 

Através do alinhamento da seqüência de aminoácidos desta proteína pelo 

programa BLAST observou-se que esta apresenta uma similaridade com a 

proteína BenM, também pertencente a família das LysR, de Acinetobacter baylyi 

que tem como função a degradação de compostos aromáticos (Ezezika et al., 

2007). 

Figura 7: Análise da estrutura da seqüência da orf XF1448. Predição, utilizando-se o 

servidor PSIPRED, para a estrutura secundária da orf XF1448 (120 primeiros aminoácidos 

mostrados apenas) indicando a ausencia da região helix-turn-helix. Flecha amarela: folha-β; 

Cilindro verde: α-hélice  
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2.5.3. XfycjZ 

 

A proteína codificada pelo gene Xf1480 é classificada apenas como 

proteína hipotética, regulador transcricional LysR, e após a nova reanotação, com 

base em sua similaridade, foi classificada com função igual ao gene ycjZ de E. coli 

que tem a função hipotética a regulação transcricional da região intergênica tpx-fnr 

(http://www.xylella.lncc.br). Apesar desta proteína estar classificada como 

hipotética, quando se realiza o alinhamento de sua seqüência de aminoácidos 

através do programa BLAST obteve-se como resultado alta similaridade desta 

com a proteína CrgA (contact-regulated gene A) de Neisseria miningitidis, que é 

uma LTTR e tem como função a interação entre patógeno e hospedeiro 

(Sainsbury et al., 2009).  

 

2.5.4. XF0930, XF1459 e XF1498 

 

As proteínas codificadas pelas ORFs XF0930 e XF1459 eram classificadas 

apenas como proteínas hipotéticas, reguladores transcricionais LysR, e após a 

nova reanotação, com base em sua similaridade, a ORF XF1459 foi classificada 

com função igual ao gene yafC de E. coli. O gene yafC tem como função 

hipotética a  regulação transcricional da região intergênica aspU-mltD.  

Resultados semelhantes são encontrados para o gene XF1498, que na 

nova reanotação foi classificado com funções semelhantes a proteína ycjZ de E. 

coli, resultado idêntico ao encontrado pelo gene XF1480 (XfycjZ), porem não 

apresenta a similaridade com a proteína Crga 
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Poucas informações há sobre as duas proteínas de E. coli citadas a cima, sendo 

que houve apenas a sua classificação e localização no cromossomo 

(http://www.gene-profiles.org) 

Em síntese, o estudo de caracterização estrutural e funcional das proteínas 

do tipo LysR em X. fastidiosa é considerado de grande relevância, devido à alta 

variedade de membros da família LTTR com funções distintas. Além de validar as 

anotação genômica para estas ORFs selecionadas, a caracterização da 

expressão destas proteínas durante a formação do biofilme – principal mecanismo 

de patogenicidade da bactéria – também será avaliado. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivos Gerais 

 

 Fornecer subsídios ao estudo da estrutura tridimensional das proteínas 

alvo;  

 

 Caracterizar a expressão dos fatores de transcrição Xf0683 (XfCysB), 

Xf1448 (XfLysRL) e Xf1480 (XfycjZ) durante as diferentes fases de 

formação do biofilme de X. fastidiosa.  

             

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Clonagem dos genes; 

 Expressão protéica; 

 Purificação das proteínas alvos; 

 Resolução da estrutura tridimensional; 

 Caracterização funcional. 
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4. Manuscritos 
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Resumo 

 

A Xylella fastidiosa é uma bactéria fitopatógena responsável por diversas 

doenças em culturas economicamente importantes para o homem. Dentre essas, 

encontra-se a Clorose Variegada de Citrus (CVC), que afeta fortemente a 

citricultura nacional. Devido a grande importância do cultivo de laranja no Brasil e 

os prejuízos gerados por este patógeno. Este trabalho teve como objetivo o estudo 

e a caracterização de uma proteína pertencente a família LysR que é 

caracterizada por ser reguladores transcricionais globais, em que estão envolvidos 

em diversos mecanismos como manutenção celular, proteção e virulência. Para a 

caracterização da proteína XfLysRL foram feitos testes estruturais como Dicroísmo 

Circular, Cromatografia de Exclusão por Peso Molecular e SAXS. Os testes 

funcionais realizados foram a análise da expressão da proteína XfLysRL durante a 

formação de biofilme de X. fastidiosa. Como resultado para os testes estruturais 

pode-se observar que a proteína XfLysRL apresenta estrutura secundária 

enovelada e estável até 44°C, seu estado oligoméric o quando em solução é 

dímero e apresenta-se monodispersa. Seu peso molecular em solução é de 

aproximadamente 50 kDa e sua estrutura terciária demonstra-se ser semelhante a 

proteína BenM, proteína esta que também pertence a família LysR e que esta 

envolvida na degradação de compostos aromáticos.  Em relação aos dados 

obtidos dos testes funcionais pode-se observar que os anticorpos produzidos para 

a proteína XfLysRL foram reativos quando colocados frentes a proteínas totais 

referentes aos 6 pontos de formação de biofilme nas reações de Western blot, 

demonstrando que aparentemente a proteína em estudo tem grande importância 
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na patogênicidade da X. fastidiosa. Entretanto estes dados devem ser confirmados 

com a presença de um controle constituído por células planctônicas de X. 

fastidiosa. 

 

Introdução 

 
 
A bactéria Xylella fastidiosa é o agente causador de diversas doenças em 

plantas. No Brasil é responsável pela grave doença denominada Clorose 

Variegada dos Citros (CVC) (Lee et al., 1991), que prejudica uma das culturas 

mais importantes economicamente em nosso país, a da laranja. A hipótese mais 

aceita para as doenças causadas por X. fastidiosa é que a bactéria causa uma 

oclusão vascular devido da formação do biofilme, conduzindo ao estresse hídrico 

(Osiro et al., 2004). Sendo o primeiro fitopatógeno a ter seu genoma 

completamente seqüenciado (Simpson et al., 2000), tornou-se alvo da genômica 

funcional e estrutural na busca da compreensão do seu mecanismo de infecção e 

da sua adaptação aos hospedeiros, através da caracterização das proteínas 

codificadas pelos seus genes. A estrutura e função de uma proteína estão 

intimamente correlacionadas, deste modo o conhecimento da estrutura protéica é 

uma valiosa informação para a determinação tanto da sua função protéica, quanto 

da relação existente entre ambas. Deste conceito deriva a grande importância dos 

estudos para a determinação da estrutura tridimensional de proteínas. No entanto, 

sabe-se que apenas a conhecimento estrutural é insuficiente para deduzir a 

função global da proteína de interesse na célula, fazendo-se necessário combinar 

estudos bioquímicos (in vitro) e celulares (in vivo) com informações estruturais 
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para completar a compreensão global do mecanismo celular envolvido (Chothia & 

Lesk, 1986). Com o objetivo de se contribuir para um maior entendimento sobre a 

X. fastidiosa e os mecanismos de sua patogenicidade, propõe-se nesse trabalho 

efetuar o estudo de uma proteína (XfLysRL) que tem como predição ser um 

membro da família LysR 

Os reguladores transcricionais de proteínas do tipo LysR (LTTR) constituem 

uma das famílias de reguladores mais comuns em procariotos. A maioria dos 

LTTRs tem uma função regulatoria dupla: agindo como ativador  transcricional em 

um ou diversos lócus, e negativamente quando regula a transcrição de seu próprio 

gene. Os genes controlados pelo LTTRs apresentam funções diversas como 

biossíntese de aminoácido, fixação do CO2, resistência antibiótica, catabolismo de 

compostos aromáticos, formação de nódulos em bactérias fixadoras de N2 e 

síntese dos fatores de virulência (Muraoka et al., 2003). 

As proteínas da família LTTR apresentam similaridades na seqüência dos 

aminoácidos, tendo um maior grau de similaridade de seqüência nos 65 resíduos 

da porção N-terminal. A região N-terminal destas proteínas apresenta um domínio 

helix-turn-helix (HTH) que se liga a seqüências específicas do DNA. A região C-

terminal das proteínas possui um domínio regulatório, onde se liga o indutor (Lilic 

et al., 2003; Schell, 1993). Proteínas LTTR típicas ligam-se a seqüências longas 

de DNA (aproximadamente 50 a 60 pb) as quais apresentam dois locais de ligação 

distintos: (1) região de reconhecimento de ligação (RBS – Recognition-binding 

site) e (2) região de ativação da ligação (ABS – Activation-binding site) que se 

sobrepõem a região de inicio da transcrição do gene regulado. Os LTTRs quando 

ligados ao DNA apresentam-se como um tetrâmero na sua forma biológica ativa. A 
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formação deste tetrâmero provoca uma curvatura na fita de DNA alvo. A ligação 

do indutor à proteína LTTR faz com que haja um relaxamento na curvatura do 

DNA levando à formação de um complexo ativo junto com a RNA polimerase para 

iniciar a transcrição do gene (Muraoka et al., 2003). 

A habilidade da maioria das proteínas do tipo LysR em ativar a transcrição 

é dependente da presença de um co-indutor que pode ser desde um íon a uma 

proteína, tal como o octopina para a proteína OccR de Agrobacterium 

tumefaciens, o indoleglicerol fosfato para TrpI de Pseudomonas aeruginosa, o N-

acetilserina para CysB de Escherichia coli, e os flavonóides para as proteínas 

NodD das diferentes espécies de Rhizobium. O fato de que os membros da LTTR 

apresentam baixa similaridade na região C - terminal reflete, provavelmente, a 

variedade dos co-indutores a que estas proteínas respondem (Kullik et al., 1994).  

Deste modo, esse trabalho teve como objetivo realizar a caracterização 

inicial da proteína XfLysRL por experimentos estruturais como dicroísmo circular, 

cromatografia por exclusão de peso molecular e SAXS, em que será possível a 

determinação do comportamento da proteína em solução, seu estado oligomérico 

e determinação do envelope proteico para a elaboração de um modelo 

tridimensional. Objetiva-se também a análise da proteína em estudo durante a 

formação do biofilme de X. fastidiosa através da produção de anticorpos 

específicos para a XfLysRL e realização de Western blot dos anticorpos 

produzidos frente o extrato proteico do biofilme referente aos dias 3, 5, 10, 15, 20 

e 30. Com base nos estudos relacionados ao biofilme será possivel averiguar a 

relevancia da proteína em estudo na fase infectante da bactéria X. fastidiosa. 
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Materiais e Método 

 

Análise Comparativa 

 

Para a realização da análise comparativa das seqüências de aminoácidos 

da proteína XfLysRL (gi:9106785 / GeneBank: AAF84528.1)  em estudo utilizou-se 

o banco de dados do NCBI (National Center  for Biotechnology Information) para a 

busca de seqüências similares através do programa BLASTP. Após selecionar as 

informações a serem tratadas , os dados foram processados pelos programas 

CLUSTALW 2 e GENEDOC. 

 

Clonagem, expressão e purificação. 

 

O gene correspondente a proteína XfLysRL foi amplificado por PCR 

utilizando-se como amostra o DNA genômico de Xylella fastidiosa linhagem 9a5c. 

Foram desenhados primers específicos para a sequências alvo de modo que 

produziram fragmentos adaptados ao vetor de clonagem pET28a com as enzimas 

de restrição NdeI e XhoI (primer direto: 5’ – 

TAATCATATGCACGACGCCGCCAGT – 3’ / primer reverso: 5’ – 

ATCTCGAGTCACCTTGCACCAGCAC – 3’). O produto gerado pela amplificação 

por PCR foi então clonado em pET28a e transformado em linhagens competentes 

de E. coli DH5α. A verificação dos plasmídeos recombinantes foi analisada por 

PCR de colônias transformadas e efetuou-se o sequenciamento dos clones para 
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verificação de mutações e local de inserção do inserto no vetor. A linhagem 

competente de E. coli BL21(DE3) foi transformada com o vetor recombinante 

extraído e purificado das colônias positivas por minipreparação em lise alcalina.  

As células de E. coli BL21(DE3) contendo o vetor recombinante foram 

inoculadas a 37°C overnight a 300 r.p.m. em 3mL de meio LB contendo 40 µg.mL-1 

do antibiótico kanamicina e posteriormente transferido para 2L de meio LB 

contendo a mesma concentração de antibiótico. As células foram crescidas até 

atingirem uma D.O.560 correspondente a 0,6 – 0,8 e então sua super-expressão foi 

induzida pela adição de Lactose na concentração de 5,6 mM, seguido pela 

incubação a 300 r.p.m. por 4 horas a 37°C. Posterio rmente as células foram 

centrifugadas a 5000 g por 15 min a 4°C e o pellet foi ressuspendido em tampão A 

(50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl em pH 7,5) com Lisozima (1 mg.mL-1) e PMSF (1 

mM) (Sigma Chemical, St Louis, MO, USA). Após isto as células ficaram sob 

agitação por 30 min a 4°C seguido de sonicação das mesmas e centrifugação do 

extrato protéico a 15 000 g por 20 min a 4°C. A pur ificação da proteína XfLysRL 

recombinante foi realizada por cromatografia de afinidade ao níquel, em que se 

utilizaram colunas Ni-NTA (Qiagen, Hilden, Germany) equilibradas com tampão A. 

A eluição da proteína XfLysRL purificada foi obtida quando se utilizou um 

gradiente da concentração de Imidazol (50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM) 

juntamente com o tampão A. O maior rendimento foi obtido com 100 mM de 

imidazol. 
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Dicroísmo Circular (CD) 

 

 A caracterização estrutural preliminar da proteína XfLysRL foi realizada por 

Dicroísmo Circular (CD). A espectroscopia do CD detecta a absorção diferencial 

dos componentes levógeno e destrógeno de uma radiação circularmente 

polarizada. Esse efeito ocorre quando a molécula possui um cromóforo quiral 

(opticamente ativo) ou quando está presente em meio quiral. Devido às interações 

específicas da luz com os cromóforos da proteína – ligação peptídica, resíduos 

aromáticos e pontes dissulfeto, o CD fornece espectros característicos para cada 

tipo de estrutura secundária e terciária. Os experimentos de CD foram realizados 

no espectropolarímetro Jasco J-180 do LNBIO. As medidas foram tomadas em 

cubetas de 1,0 mm de distância óptica com medidas de 190 a 260 nm, na 

concentração protéica de 0,350 mg/ml, variando a temperatura, para avaliar a 

estabilidade e o enovelamento da proteína que se encontrava em tampão Tris-HCl 

5mM. A deconvolução dos dados obtidos foi feita pelo programa Dichroweb, 

utilizando o banco de dados CDSSTR. 

 

Cromatografia de Exclusão por Peso Molecular 

 

A cromatografia por gel filtração para a averiguação do estado oligomérico 

das proteínas em estudo foi feita utilizando-se a coluna Superdex 200 10⁄300 GL 

(GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com 2 volumes de coluna (48 mL) de 

tampão contendo Tris-HCl 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM e pH 7,5, e 
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250 µL das amostras foram injetadas a um fluxo de 0,5 mL/min. Como padrões de 

calibração foram utilizados HMW  (High Molecular Weight) and LMW (Low 

Molecular Weight) Gel  Filtration Calibration Kit (GE Healthcare) e a análise dos 

resultados foi feita conforme descrito no manual do kit de calibração. O estado 

oligomérico das proteínas foi determinado pela curva de dispersão de Kav versus 

Log10 do peso molecular dos padrões e amostras (Figura 4). O coeficiente Kav 

determinado pela equação: Kav = (Ve - Vo)/(Vc - Vo), sendo Vo o volume morto da 

coluna, Ve o volume de eluição da amostra e Vc o volume geométrico da coluna. 

Como padrões foram utilizados Thyroglobulina (669 kDa), Ferritina (440 kDa), 

Aldolase (158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase 

Carbônica (29 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa) e Blue Dextran 2000 (2000 kDa), 

sendo o ultimo utilizado para o calculo do volume morto da coluna. 

 

Espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) 

 

Informações sobre a técnica de SAXS podem ser encontradas em revisões 

relativamente recentes (por exemplo, Koch et al., 2003; Svergun & Koch, 2003 e 

Boesecke, 2007), além de fontes na internet. Estas referências contêm os 

princípios da técnica, além de aspectos relacionados à instrumentação e coleta de 

dados e os passos envolvidos em seu processamento. Dados de SAXS foram 

coletados com a proteína a 1,5 mg/ml em tampão Tris 50 mM, NaCl 300 mM, 

Imidazol 500 mM e pH 7,5 na linha D02A-SAXS2 do LNBIO, equipada com um 

detector bidimensional MAR CCD 345. O comprimento de onda normalmente 

utilizado é λ = 1.488 Å e a distância amostra-detector será ajustada de acordo com 
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a amostra e a faixa de vetor de espalhamento desejada. Em todos os casos, o 

procedimento de coleta consiste na aquisição de dados em várias exposições 

consecutivas, com duração em torno de 10 min cada uma, seguidas por uma 

exposição de 10 min. da solução-tampão. A integração das imagens foi feita com 

o programa FIT2D (Hammersley, 1996, Hammersley et al., 1997). Após a 

integração, as curvas foram normalizadas pela intensidade total e atenuação da 

amostra, e o espalhamento da solução-tampão foi subtraído do espalhamento das 

amostras da proteína. Análises da região de Guinier e cálculo da Função 

Distribuição de Distâncias, P(r), foram feitas em parte com o pacote ATSAS 

(Konarev et al., 2006), utilizando-se os programas PRIMUS e GNOM. As 

estimativas de massa molecular foram obtidas a partir com auxílio de um padrão 

de calibração (Lisozima a 20 mg/mL e BSA a 3 mg/mL), através da expressão 

[Mc/I(0)]proteína = [Mc/I(0)]padrão onde, para cada espécie, M é a massa 

molecular, c é a concentração e I(0) a intensidade de espalhamento na origem. A 

reconstrução dos envelopes foi feita através dos programas DAMMIN e GASBOR, 

também incluídos no pacote ATSAS. Modelos de alta resolução foram utilizados 

para interpretar os envelopes de baixa resolução obtidos e para ajuste das curvas 

de espalhamento de SAXS através dos programas SASREF e BUNCH (Petoukhov 

& Svergun, 2005). 
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Anticorpos Policlonais 

 

A proteína previamente purificada foi liofilizada e ressuspendida em PBS 

estéril. A amostra foi homogeneizada com adjuvante na proporção 1:1 (V/V) e 

inoculada em três coelhos da linhagem branca da Nova Zelândia, no início da 

maturidade sexual. A inoculação foi por via intradérmica, sendo 1 ml por animal, e 

intervalos de 15 dias entre a administração das doses e foram aplicadas 3 doses. 

Transcorridos 15 dias após a ultima dose, foi feita a sangria de prova e o anti-soro 

foi testado pelo método indireto de ELISA (Clark et al. 1986). Posteriormente, o 

soro foi coletado, inativado a 56°C e armazenado em  freezer -20°C. Foi realizado 

também teste para a averiguação de reatividade cruzada com demais proteínas. 

 

Western blot 

 

As células correspondentes as 5 etapas de formação de biofilme foram 

produzidas e cedidas pela Professora Alessandra Alves de Souza (Centro de 

Citricultura / IAC - Cordeirópolis). Primeiramente as proteínas referentes as 

diferentes fases de biofilme foram extraídas através da adição de 1 ml de Tampão 

de Exrtação (50 mM Tris pH 8,0; 25 mM NaCl; 5 mM EDTA pH 8,0; 2% Triton X-

100) Lisozima (concentração final 1 mg/ml) e PMSF (concentração final 1 mM) ao 

pellet obtido, após isto as amostras ficaram 20 minutos sob agitação no gelo 

seguido por 5 sonicações de 10 segundos. Com o termino das sonicações as 

amostras foram centrifugadas a 10000g por 10 minutos a 4°C e guardou-se o 

sebrenadante. 
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Amostras das proteínas totais de X.fastidiosa nas diferentes fases de 

formação de biofilme foram padronizadas para uma mesma concentração antes 

da aplicação em gel de SDS 12%. Após isso, o gel foi incubado por 10 min em 

tampão de transferência (25mM Tris; 192mM glicina; 0,1% SDS; 20% metanol) a 

temperatura ambiente. As proteínas foram transferidas para a membrana de PVDF 

durante 2 horas, a 250 mA. Após a transferência, a membrana foi bloqueada por 1 

hora, sob agitação, em tampão TBST (24,7mM Tris; 136,8mM NaCl; 2,7mM KCl; 

0,1% de Tween 20; pH 7,5) contendo 5% de leite em pó desnatado, seguidos por 

incubação overnight a 4ºC. Após isto a membrana foi lavada 3 vezes com tampão 

TBST seguidas por uma incubação de 1 hora a temperatura ambiente em tampão 

TBST 5% de leite em pó desnatado juntamente com o anticorpo primário diluído 

1:8000. Após isto a membrana foi lavada mais 3 vezes com TBST e incubadas por 

1 hora em TBST contendo 5% de leite em pó desnatado e o conjugado goat anti-

rabbit IgG fosfatase alcalina (SIGMA). A revelação da membrana foi feita em 

solução contendo 25ml de tampão de reação (100mM Tris-HCl pH 9,0; 150mM 

NaCl; 1mM MgCl2), 2mg de BCIP (5-bromo 4-chloro 3-indolyl phosphate) e 4mg de 

NBT (nitro blue tetrazolium). 

 

Resultados e Discussão 

 

Análise Comparativa 

 

Com base no estudo de similaridade pode-se observar que a proteína 

XfLysRL apresente uma identidade (Fig. 1) com BenM, uma proteína pertencente 

a família LysR.  A proteína BenM da bactéria de solo Acinetobacter baylyi ADP1 
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tem como função o controle da regulação de uma via de degredação de 

compostos aromáticos e apresenta a particularidade de ativar a transcrição 

sinergicamente em resposta as dois indutores, benzoato e  cis, cis-muconato 

(Ezezika et al., 2006; Ezezika et al., 2007). A proteína BenM tem como 

caracteristica a ativação de sua expressão gênica durante o consumo de benzoato 

e a repressão da transcrição quando o composto acaba. (Ruangprasert, 2010). Os 

mecanismos de regulação que controlam a expressão dos genes do catabolismo 

de benzoato parecem ser muito diferentes . Dois tipos de proteínas reguladoras, 

uma BenR de P. putida e um BenM de A. baylyi ADP1 são  conhecidas por 

estarem envolvidas na ativação da expressão do gene ben em resposta ao 

benzoato (Collier et al., 1998; Zhan et al., 2008). Em estudos recentes, Zhan et al 

(2008) demostraram que a inativação da proteína BenM impediu a degradação de 

benzoato, mas não a degradação catecol, e a proteína BenM vinculado à região 

promotora do gene benA ativa a expressão gênica em resposta à presença de 

benzoato em Acinetobacter calcoaceticus PHEA-2. Curiosamente, o indutor do 

gene benA é benzoato, mas não muconato, um indutor comum para o gene benA 

em A. baylyi ADP1, o que implica que a estrutura do sitio de ligação do indutor da 

BenM em PHEA-2 difere das demais bacterias que degradam benzoato. 
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Clonagem, Expressão e Purificação 

 

A orf XF1448 foi clonada corretamente no vetor de expressão pET28a, não 

apresentando mutações pontuais e nem discordâncias na sequência de 

nucleotídeos entre a sequência da orf amplificada e a seqüência presentes no 

banco de dados do Projeto Genoma Xylella fastidiosa (http://www.xylella.lncc.br). 

Após a transformação do plasmídeo em células competentes de E. coli BL21(DE3) 

o máximo de expressão da proteína XfLysRL foi obtido com 4 horas de indução 

utilizando-se  como agente indutor 5,6 mM de Lactose e resultando em um 

rendimento médio da proteína por litro de cultura a uma concentração final de 3 

mg/ml.  

Com base nos resultados obtidos o teste de purificação por cromatografia 

de afinidade ao metal, que neste experimento utilizou-se o níquel, foi feito com o 

Figura 1: Alinhamento de seqüências de XfLysRL com BenM utilizando CLUSTAW2 e GENEDOC, 
com as identidades em parênteses. XfLysRL - X. fastidiosa; BenM – Acinetobacter baylyi  (26%). As 
letras marcadas em azul escuro repesentam aminoácidos idênticos nas sequências.  
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pellet da proteína referente a 100 ml de meio de cultura pós-indução, sendo o 

mesmo ressuspendido em 20 ml do tampão de extração como descrito na 

metodologia. Após a obtenção da fração solúvel da proteína, ela foi submetida ao 

processo cromatográfico de afinidade em resina de Ni-NTA Superflow (Qiagen) 

em colunas de gravidade, sendo a proteína solúvel e purificada obtida após as 

etapas de eluição com diferentes concentrações de imidazol. As frações da 

purificação protéica foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE e o resultado 

pode ser observado na Figura 2, que demonstra a proteína XfLysRL na sua fração 

solúvel com peso molecular de 23,7 kDa. Pode-se observar também que o maior 

rendimento de purificação da proteína foi obtido quando se utilizou imidazol na 

concentração de 100 mM. 
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Figura 2 - Purificação da proteína XfLysRL clonada. Gel SDS-PAGE (12%) para o teste de 
purificação da proteína em coluna com resina Ni-NTA (Qiagen). MM - Marcador Protein 
Marker Broad Range (New England BioLabs); 5 a 8 - Eluição da proteína XfLysRL em 
diferentes concentrações de imidazol (50, 100, 200 e 500 mM, respectivamente); 
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Tabela 1: Análise da estrutura secundária da proteína XfLysRL. Comparação entre os 
valores obtidos pela técnica de CD e pelo programa de predição PSIPRED para a proteína 
XfLysRL.  

Dicroísmo Circular (CD) 

 

A análise da proteína XfLysRL por CD revelou que esta  apresenta estrutura 

secundária com predominância de fitas beta (29%) e hélice - alfa (18%) (Tabela 

1), e estes dados corroboram com os resultados obtidos pelo PSIPRED (programa 

que prediz a estrutura secundaria de proteínas) que foram de 29% de folhas betas 

e 21% de alfa hélice. Tal resultado indica um enovelamento da proteína estudada, 

o que permite dar continuidade aos experimentos de caracterização funcional. Foi 

realizada para a proteína XfLysRL uma análise em que se variou a temperatura da 

amostra, sendo essa variação de 4ºC a 84ºC e pode-se observar (Figura 3) que a 

proteína permanece estável e com estrutura secundária até 44°C, sendo que após 

isto a proteína XfLysRL perde seu enovelamento. Com base nos resultados 

obtidos pode-se inferir que a amostra é altamente estável, que a clonagem foi 

realizada com sucesso devida a presença da estrutura enovelada e podendo 

assim a realização de diferentes ensaios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condição α - hélice Folhas ββββ Outros 

PSI-PRED 21 29 50 

Dados 19 29 52 
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Cromatografia de Exclusão por Peso Molecular 

 

Através da técnica de cromatografia de exclusão por peso molecular pode-

se estimar o estado oligomérico da proteína estudada quando em solução e sua 

possível dispersão. Os testes realizados revelaram que a proteína XfLysRL 

durante a eluição na coluna possui um pico único entre os padrões Ovalbunima 

(43 kDa) e Conalbumina (75 kDa). Com base nos dados obtidos pode-se 

demosntrar que a proteína XfLysRL teve a sua massa molecular estimada em 52,2 

kDa, o que indica que a proteína quando em solução está na forma dimérica e 

monodispersa, já que a massa molecular predita da proteína é de 23,7 kDa e não 

apresenta mais de um pico durante a eluição na coluna. Foi realizado para esta 

proteína um ensaio em que foi adicionado a coluna uma mistura da protéica 
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Figura 3 - Análise da proteína XfLysRL pela técnica de CD. Espectros de CD da proteína 
XfLysRL a 0,582 mg/mL  obtido nos comprimentos de ondas entre 190 e 260 nm variando a 
temperatura de 4 a 84°C . Em destaque o espectro da mesma proteína a 24°C. De snaturação da 
proteína à 44°C.   
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juntamente com benzoato de sódio, co-indutor da proteína BenM, porem nenhuma 

alteração foi observada (dados não mostrados). Apesar dos resultados não serem 

conclusivos a hipótese não é descartada, pois a proteína XfLysRL pode pertencer 

a alguma proteína do grupo da BenM em que possui um co-indutor diferente ou a 

ausência da região HTH influenciou na ligação entre proteína + co-indutor. 
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Figura 4 - Análise XfLysRL por cromatografia de exclusão por peso molecular. Curva de 

dispersão referente a proteína XfLysRL e padrões. Massa molecular estima pela técnica igual a 

aproximadamente 52,2 kDa. 
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Espalhamento de Raios-X a Baixos Ângulos (SAXS)  

 

Nos primeiros testes realizados com a proteína XfLysRL, as leituras dos 

dados foram feitas em tampão TrisHCl 50 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 200 mM 

em pH 7,5. A concentração de proteína para a leitura dos dados foi de 1,5 mg/ml e 

utilizou-se como padrão BSA na concentração de 3,3 mg/ml. A distância amostra-

detetor foi de 1682,88 mm e o comprimento de onda (λ) foi de 1,488 Å. A partir 

dos dados coletados, fez-se a média das curvas obtidas, resultando na curva de 

espalhamento da proteína XfLysRL (Figura 5A) e o respectivo gráfico de Guinier 

(Figura 5B). O comportamento linear observado neste último, indica amostra 

monodispersa em solução, com um raio de giro estimado em 28,5 Å. A massa 

molecular foi estimada em 50 kDa, indicando que a proteína XfLysRL encontra-se 

na forma dimérica em solução, uma vez que a massa molecular predita do 

monômero é de 23,7 kDa. Pode-se inferir também que, através da análise do 

gráfico de Kratky (Figura 5C), a curva apresenta um máximo bem definido e a 

proteína se encontra com uma estrutura terciária bem definida. Pode-se observar 

também, através do gráfico de função de distribuição de distâncias P(r) (Figura 

5D), que a proteína é estruturalmente globular e apresenta uma distância 

intramolecular máxima de 90 Å, sendo que a maior concentração das distâncias 

obtidas foi aproximadamente de 30 Å. A partir da P(r), uma segunda estimativa 

para o raio de giro foi 27,6 Å, valor compatível com aquele obtido pelo gráfico de 

Guinier, como esperado.  
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Uma última análise, ainda bastante preliminar, foi feita a partir da 

construção de um envelope para a proteína XfLysRL, impondo-se simetria P2. 

Após a construção do envelope, utilizou-se o banco de dados PDB (Protein Data 

Bank) para a busca de uma estrutura homóloga que pudesse ajudar na 

interpretação do envelope. A proteína homóloga de maior identidade seqüencial 

(43 % de positivos; entrada PDB 2F6G, Ezezika et al., 2007) é classificada como 

BenM, proteína pertencente a família LysR, de Acinetobacter baylyi. Deste modo 

foi possível fazer uma sobreposição da estrutura do envelope obtido com a 

estrutura obtida no PDB (Figura 6). Com a sobreposição, pode-se inferir que estas 

proteínas devem apresentar estruturas semelhantes em solução, devido ao bom 

Figura 5: Análise dos dados obtidos da proteína XfLysRL pela técnica de SAXS. A – Curva 
experimental do espalhamento da proteína XfLysRL; B - Gráfico de Guinier; C - Gráfico de Kratky; D 
- Função de distribuição de distâncias, P(r). 
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ajuste que a proteína BenM teve dentro do envelope da proteína XfLysRL. Além 

disso, é importante destacar que o modelo utilizado para interpretar o envelope da 

LysRL pode ser melhorado através de técnicas computacionais de predição de 

estruturas, e que é necessário o emprego de outros pacotes computacionais 

dedicados ao tratamento de dados de SAXS, capazes de realizar um melhor 

ajuste dos modelos, principalmente no que concerne à orientação interna dos 

domínios que compõem as duas subunidades diméricas. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 6: Desenho representativo da proteína XfLysRL. Envelope da proteína XfLysRL obtido por 
SAXS (em cinza) juntamente com a obreposição da proteína BenM de Acinetobacter baylyi 
(subunidades em vermelho e azul). A figura da direita é rotacionada de +90 graus em torno do eixo y. 
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Anticorpos e Western blot 

 

Os anticorpos policlonais produzidos para a proteína XfLysRL apresentam 

grande especificidade, sendo este teste verificado por ELISA. A figura 7 mostra os 

resultados obtidos por ELISA e as diluições utilizadas nos ensaios. Com todos os 

anticorpos produzidos e testados eles tiveram respostas específicas até a diluição 

de 1:40000. Em relação às proteínas referentes às diferentes fases de formação 

do biofilme e conseqüentemente o Western blot pode-se observar que nos ensaios 

realizados os anticorpos da proteína XfLysRL estão presentes nos 6 tempos 

analisados que correspondem a 3, 5, 10, 15, 20 e 30 dias de formação de biofilme 

(Figura 8). Pode-se verificar também que a intensidade dos anticorpos referentes 

a proteína dimérica estão mais acentuados (aproximadamente 50 kDa). Com os 

dados obtidos pode-se inferir que a proteína em estudo apresenta certo grau de 

importância nas fases de formação de biofilme, principalmente pela similaridade 

com a proteína BenM, cuja função é a degradação de compostos aromáticos, um 

procedimento altamente importante para a sobrevivência celular e permite uma 

rápida integração dos sinais celulares (Ezezika, 2006). 
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Conclusão 

 

Com base nos resultados obtidos podemos inferir que a proteína XfLysRL 

foi clonada corretamente, não apresentando mutações pontuais. Sua estrutura 

secundária é estável e enovelada, mantendo suas características de 4°C a 44°C. 

Quando em solução possui a forma dimérica e é monodispersa, que pode ser 

XF-1448

0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0

Branco 1:500 1:1.000 1:2.500 1:5.000 1:10.000 1:20.000 1:40.000

Figura 7: ELISA dos anticorpos produzidos para XfLysRL. Gráfico referente a detecção 
da técnica frente a diferentes diluições do anticorpo para XfLysRL.  

Figura 8: Resultado dos Western blot realizados com diferentes fases dos biofilme frente 
ao anticorpos de XfLysRL. MM – Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas); 1 
– Biofilme referente a 3 dias; 2 - Biofilme referente a 5 dias; 3 - Biofilme referente a 10 dias; 4 - 
Biofilme referente a 15 dias; 5 - Biofilme referente a 20 dias; 6 - Biofilme referente a 30 dias.  

MM          1     2     3        4     5     
~50kDa 
~35kDa 
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comprovado por duas técnicas distintas como gel filtração e SAXS.  Foi possível 

estabelecer um modelo para a proteína em estudo com base nos resultados 

obtidos por SAXS e pela análise de similaridade da proteína XfLysRL frente a 

proteína BenM de Acinetobacter baylyi, que apesar de ser baixa demonstrou um 

ótimo ajuste  do envelope produzido quando sobreposto a estrutura da proteína 

BenM. 

Outras informações relevantes obtidas para a proteína XfLysRL foi em 

relação aos resultados apresentados referentes ao biofilme, onde foi possível 

visualizar a presença da proteína em estudo durante os 6 tempos analisados que 

correspondem as 5 etapas de formação do biofilme. Estes experimentos 

necessitam ser repetidos com um controle constituído por células de X. fastidiosa 

no estágio planctônico. Tais dados sugerem que a proteína XfLysRL apresenta 

papel relevantes neste estado da bactéria, visto que a XfLysRL tem similaridade 

com BenM, uma proteína envolvida na degradação de compostos aromáticos, 

tornando-se assim um fator de extrema relevância para a sobrevivência da Xylella 

fastidiosa durante o biofilme. 
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 Resumo 

 

 

A Clorose Variegada do Citrus (CVC), uma doença causada pela bactéria 

Xylella fastidiosa, que acomete os pomares de citrus no Brasil é responsáveis por 

grandes danos e prejuízos a este agronegócio, particularmente ao estado de São 

Paulo, o maior produtor nacional de laranja e derivados. Com base na relevância 

da CVC e a falta de conhecimento sobre a bactéria causadora desta doença, esse 

trabalho tem com objetivo o estudo de duas proteínas (XfCysB e XfycjZ) 

pertencentes a este microrganismo e que fazem parte da família LysR, um grupo 

de proteínas envolvidos nas regulação globais. Para a caracterização das 

proteínas XfCysB e XfycjZL foram feitos testes estruturais como Dicroísmo 

Circular e Cromatografia de Exclusão por Peso Molecular. Os testes funcionais 

realizados foram a análise da expressão das proteínas durante a formação de 

biofilme de X. fastidiosa. A proteína XfCysB tem como predição a função de 

regular a biossíntese de cisteína, enquanto a proteína XfycjZ apresenta 

similaridade com a proteína CrgA que esta envolvida na adesão celular inicial. Nos 

testes realizados foi possível observar que a proteína XfCysB possui uma 

estrutura secundaria enovelada, possui a forma dimérica quando em solução e a 

forma tetramérica na presença do seu co-indutor (N-acetil-L-serina). Já a proteína 

XfycjZ quando em solução esta monodispersa e na forma tetramérica, semelhante 

ao grupo de proteínas que apresenta similaridade. Foi realizado também para as 

duas proteínas uma reação de Western blot de anticorpos específicos para 

XfCysB e XfycjZ frente a diferentes tempos de formação de biofilme. Os resultados 
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revelaram que ambas as proteínas estão presente nos 6 tempos em estudo 

demonstrando papel relevante durante a fase infectante da Xylella fastidiosa 

devido as funções exercidas pelas proteínas em estudo.  

 

Introdução 

 

A Xylella fastidiosa é o agente causador de diversas doenças em plantas 

economicamente importantes para diversos países. Entre tais doenças destacam-

se a clorose variegada em citrus (CVC) (Chang et al., 1993; Hartung et al., 1994) e 

a mal de Pierce em videira (PD) (Davis et al., 1978). A CVC é a doença mais 

severa e economicamente a mais prejudicial à citricultura brasileira, afetando 

principalmente laranjas doces (Donadis & Moreira, 1998). A bactéria depois de 

instalada no xilema da planta, passa a se multiplicar e a produzir substâncias 

extracelulares. Entre estas substâncias, uma grande quantidade de 

polissacarídeos extracelulares é secretada, os quais contribuem para a formação 

de um biofilme na superfície dos vasos do xilema. Sobre esse material depositam-

se mais bactérias que resultam em grandes agregados que podem interromper o 

fluxo regular de água e nutrientes através destes vasos. Esses agregados 

celulares podem, em tese, contribuir para concentrar atividade de exoenzimas 

bacterianas, auxiliar na captura de nutrientes, acumular substâncias toxificantes, 

manter a agregação de células e proteger contra as flutuações ambientais 

(Michelmore, 2000). Os sintomas resultantes deste processo são pontos amarelos 

nas folhas, diminuição do porte em plantas severamente afetadas, aumento da 

acidez, diminuição do tamanho e enrijecimento dos frutos, que perdem seu valor 
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comercial, pois ficam impróprios para o consumo (Hopkins, 1989). Devido a 

importância da citricultura para o país e o impacto que a X. fastidiosa causa, este 

trabalho tem como objetivo o estudo de duas proteínas, a saber XfCysB e XfycjZ 

que tem identidades com CysB e CrgA respectivamente, pertencentes a família 

LysR e que estão envolvidas com a patogenicidade do microrganismo.   

Sendo assim este trabalho tem como fundamento a caracterização inicial 

da proteína clonadas XfCysB e XfycjZ por métodos estruturais como dicroísmo 

circular e cromatografia de exclusão por peso molecular para a análise do 

comportamento das proteínas obtidas quando em solução e interações com seus 

co-indutores. Alem da averiguação da interação/produção entre as proteínas 

XfCysB e XfycjZ e as 5 etapas de formação de biofilme. 

 

Materiais e Método 

 

Análise Comparativa 

 

Para a realização da análise comparativa das seqüências de aminoácidos 

das proteínas em estudo utilizou-se o banco de dados do NCBI (National Center  

for Biotechnology Information) para a busca de seqüências similares através do 

programa BLASTP. Após selecionar as informações a serem tratadas , os dados 

foram processados pelos programas CLUSTALW 2 e GENEDOC. A seqüência 

utilizada para a proteína XfCysB foi  gi:161378172 / referencia NP_298123.2 e 

para a proteína XfycjZ foi gi: 9106824 / GeneBank AAF84561.1. 
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Clonagem, expressão e purificação  

 

Para a amplificação por PCR das orfs estudadas foram desenhados primers 

contendo sítios para as enzimas de restrição NdeI e XhoI ,  sendo a sequencia 

para XfCysB ( Direto : 5’ – ATAACATATGACGTTGACTCAACTTCG – 3’; Reverso: 

5’ – ATCTCGAGTCAATTGGTAATGGTCTGTG – 3’) e para XfycjZ (Direto: 5’ – 

ATAACATATGGCCAGACGCAACCTCAA – 3’; Reverso: 5’ – 

ATCTCGAGCTACCAGCTCATTTCGC – 3’) e utilizou-se o DNA genômico de 

Xylella fastidiosa linhagem 9a5c como amostra. Após a amplificação dos 

fragmentos foi feito a clonagem do produto gero por PCR em vetores pET28a 

seguidos pela transformação em células competendes de E. coli da linhagem 

DH5α. As colônias geradas foram então analisadas e sequenciadas para a 

verificação de mutações. Após a checagem os vetores contendo as seqüências de 

interesse foram transformados em células BL21(DE3). Para a análise da 

expressão fez-se inicialmente uma pré-cultura contendo 2 ml de meio LB com 

kanamicina a 30 µg/ ml e 4 µl de células transformadas adequadamente. Incubou-

se a 370C, overnight, 300 rpm. Uma alíquota de 1 ml desta pré-cultura foi retirada 

e acrescentada a 250 ml de LB com o antibiótico adequado. Preparou-se a cultura 

a ser induzida; sob agitação a 300rpm, 370C, até que atingisse a densidade óptica 

(D.O.600) de 0,8 a 1,0 UA. A indução da expressão foi feita pela adição de 5,6 mM 

de Lactose à cultura. Após a adição do agente indutor a cultura bacteriana da 

proteína XfCysB foi crescida a 25°C por 20 horas a 200 r.p.m., enquanto a cultura 

da XfycjZ foi encubada a 37°C por 4 horas a 300 r.p .m. Posteriormente as culturas 
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foram centrifugadas separadamente a 4000 r.p.m. por 15 a 4°C ressuspendidas 

em  tampão A (Tris-HCl 50mM pH 7,5, NaCl 0,3 M) acrescido de  inibidor de 

proteases (PMSF 1mM), Lisozima (1 mg/ ml) e manteve-se o material sob 

agitação a 40C por 30 minutos. O material foi então sonicado e centrifugado a 

15000 rpm, 10 minutos a 40C. A purificação das proteínas foi feito por 

cromatografia de afinidade em coluna de gravidade em resina de Ni-NTA 

Superflow  (Quiagen). As colunas foram equilibradas com tampão A e a eluição 

das proteínas foi obtida através da utilização do tampão A juntamente com 

Imidazol na concentração de 200 mM e 500 mM. Os resultados foram analisados 

por SDS-PAGE 

 

Dicroísmo Circular 

 

A proteína XfCysB na concentração de 0,150 mg/ml foi analisada através 

de dicroísmo circular para verificação e estimativa da presença de estrutura 

secundária e terciária. Os experimentos de CD foram realizados no 

espectropolarímetro Jasco J-180 do LNBIO. As medidas foram tomadas em 

cubetas de 1,0 mm de distância óptica com medidas de 190 a 260 nm para avaliar 

a estabilidade e o enovelamento da proteína que se encontravam em tampão Tris-

HCl 5mM. A deconvolução dos dados obtidos foi feita pelo programa Dichroweb, 

utilizando o banco de dados CDSSTR. Devido às interações específicas da luz 

com os cromóforos da proteína – ligação peptídica, resíduos aromáticos e pontes 

dissulfeto, o CD fornece espectros característicos para cada tipo de estrutura 

secundária e terciária. 



 56 

 

Cromatografia de exclusão por peso molecular 

 

A cromatografia por gel filtração para a averiguação do estado oligomérico 

das proteínas em estudo foi feita utilizando-se a coluna Superdex 200 10⁄300 GL 

(GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com 2 volumes de coluna (48 mL) de 

tampão contendo Tris-HCl 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 500 mM e pH 7,5, e 

250 µL das amostras foram injetadas a um fluxo de 0,5 mL/min. Como padrões de 

calibração foram utilizados HMW  (High Molecular Weight) and LMW (Low 

Molecular Weight) Gel  Filtration Calibration Kit (GE Healthcare) e a análise dos 

resultados foi feita conforme descrito no manual do kit de calibração. . O estado 

oligomérico das proteínas foi determinado pela curva de dispersão de Kav versus 

Log10 do peso molecular dos padrões e amostras (Figura 4). O coeficiente Kav 

determinado pela equação: Kav = (Ve - Vo)/(Vc - Vo), sendo Vo o volume morto da 

coluna, Ve o volume de eluição da amostra e Vc o volume geométrico da coluna. 

Como padrões foram utilizados Thyroglobulina (669 kDa), Ferritina (440 kDa), 

Aldolase (158 kDa), Conalbumina (75 kDa), Ovalbumina (43 kDa), Anidrase 

Carbônica (29 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa) e Blue Dextran 2000 (2000 kDa), 

sendo o ultimo utilizado para o calculo do volume morto da coluna. Nos 

experimentos com a proteína XfCysB foram testados amostras somente com a 

proteína e amostras contendo uma concentração final de 10 mM de N-acetil-L-

serina. A reação contendo o co-indutor específico foi realizada incubando-se a 

proteína juntamente com a N-acetil-L-serina por 30 min a temperatura ambiente e 

após isto utilizou-se a solução para a cromatografia. 
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Anticorpos Policlonais 

 

As proteínas previamente purificadas foram liofilizadas e ressuspendidas 

em PBS estéril. As amostras foram homogeneizadas com adjuvante na proporção 

1:1 (V/V) e inoculadas em três coelhos da linhagem branca da Nova Zelândia, no 

início da maturidade sexual. A inoculação foi por via intradérmica, sendo 1 ml por 

animal, e intervalos de 15 dias entre a administração das doses e serão aplicadas 

3 doses. Transcorridos 15 dias após a ultima dose, foi feita a sangria de prova e o 

anti-soro foi testado pelo método indireto de ELISA (Clark et al. 1986). 

Posteriormente, o soro foi coletado, inativado a 56°C e armazenado em freezer -

20°C.  

 

Western blot 

 

As células correspondentes as 5 etapas de formação de biofilme foram 

produzidas e cedidas pela Professora Alessandra Alves de Souza (Centro de 

Citricultura / IAC - Cordeirópolis). Primeiramente as proteínas referentes as 

diferentes fases de biofilme foram extraídas através da adição de 1 ml de Tampão 

de Exrtação (50 mM Tris pH 8,0; 25 mM NaCl; 5 mM EDTA pH 8,0; 2% Triton X-

100) Lisozima (concentração final 1 mg/ml) e PMSF (concentração final 1 mM) ao 

pellet obtido, após isto as amostras ficaram 20 minutos sob agitação no gelo 

seguido por 5 sonicações de 10 segundos. Com o termino das sonicações as 
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amostras foram centrifugadas a 10000g por 10 minutos a 4°C e guardou-se o 

sebrenadante. 

Amostras das proteínas totais de X.fastidiosa nas diferentes fases de 

formação de biofilme foram padronizadas para uma mesma concentração antes 

da aplicação em gel de SDS 12%. Após isso, o gel foi incubado por 10 min em 

tampão de transferência (25mM Tris; 192mM glicina; 0,1% SDS; 20% metanol) a 

temperatura ambiente. As proteínas foram transferidas para a membrana de PVDF 

durante 2 horas, a 250 mA. Após a transferência, as membranas foram 

bloqueadas por 1 hora, sob agitação, em tampão TBST (24,7mM Tris; 136,8mM 

NaCl; 2,7mM KCl; 0,1% de Tween 20; pH 7,5) contendo 5% de leite em pó 

desnatado, seguidos por incubação overnight a 4ºC. Após isto as membranas 

foram lavadas 3 vezes com tampão TBST seguidas por uma incubação de 1 hora 

a temperatura ambiente em tampão TBST 5% de leite em pó desnatado 

juntamente com os anticorpos primário (anticorpo específico para cada proteína) a 

uma diluição e 1:8000. Após isto as membranas foram lavadas mais 3 vezes com 

TBST e incubadas por 1 hora em TBST contendo 5% de leite em pó desnatado e 

o conjugado goat anti-rabbit IgG fosfatase alcalina (SIGMA). A revelação das 

membranas foi feita em solução contendo 25ml de tampão de reação (100mM 

Tris-HCl pH 9,0; 150mM NaCl; 1mM MgCl2), 2mg de BCIP (5-bromo 4-chloro 3-

indolyl phosphate) e 4mg de NBT (nitro blue tetrazolium). 
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Resultados e Discussão 

 

Análise Comparativa 

 

Com base na análise comparativa das seqüências de aminoácidos das 

proteínas em estudo e seqüências disponíveis em banco de dados, foi possível 

realizar um alinhamento de aminoácidos com base na similaridade, sendo a ORF 

XF 0683 similar a proteína CysB (Figura 1) e a ORF 1480 similar a proteína CrgA 

(Figura 2). A proteína CysB, um membro da família LysR, é um  fator positivo 

essencial para a atividade da maioria dos genes cys envolvidos na via de 

assimilação de enxofre através da biossíntese de cisteína. A interação da proteína 

é estável quando está na forma de tetrâmero com um único sitio ativo, sendo esta 

forma par ao recrutamento da RNA polimerase (Lochowska, 2001). A transcrição 

da maioria dos genes cys é induzida sob condições de limitação de enxofre. Para 

a expressão dos promotores cys há a necessidade da presença do regulador 

transcricional CysB e níveis elevados de seu co-indutor, N-acetil-L-serina (NAS) 

ou seu derivado O-acetil-L-serina (OAS). Substratos contendo formas reduzidas 

de enxofre, como sulfetos ou tiosulfatos, atuam como “anti-indutores” e competem 

com o NAS na interação com a proteína CysB. A interação entre CysB, seu indutor 

e seu anti-indutor no controle transcricional permite o ajuste preciso do fluxo 

através da via de biossíntese de cisteína para coincidir com a disponibilidade de 

enxofre no ambiente (Stec, 2006). Estudos utilizando mutantes para o gene cysB 

de E. coli, ou seja, a baixa produção da proteína CysB, mostraram que tais 

mutações aumentaram a resistência da bactéria ao antibiótico novobiocina 
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(inibidor da replicação do DNA por bloqueio da atividade da ATPase na 

subunidade da DNAgirase), pois esta resistência esta diretamente ligada ao 

aumento da concentração intracelular da proteína HslJ que é codificada pelo gene 

hslJ e tem como regulador negativo da sua expressão a proteína CysB (Lilic et al., 

2003). Foi observado também que mutações no gene cysB promove o aumento da 

formação de biofilme quando comparado com linhagem isogênica, demonstrando 

que o metabolismo de enxofre afeta a formação de biofilme (Ren, 2005).  

A proteína CrgA (contact-regulated gene A), uma LTTR de Neisseria 

meningitidis, esta descrita como envolvida na interação patógeno-hospedeiro. A 

CrgA foi inicialmente identificada como sendo induzida ao contato de N. 

meningitidis com células epiteliais humanas e fazer parte de um grupo de genes 

que são regulados durante a adesão inicial (Deghman, 2000; Morelle, 2003). A 

CrgA é um autorepressor e ativa a expressão de genes divergentes, mdaB 

(modulator of drug activity B) e uma oxidorredutase, sugerindo que podem estar 

envolvidos na resposta de Neisseria ao estresse oxidativo. A proteína CrgA esta 

envolvido na regulação da expressão do pilC1, adesina envolvida na adesão 

bacteriana, durante a adesão por feedback negativo (Taha et al., 1998; Deghmane 

et al., 2000). Em estudos cristalográficos demostraram que a estrutura da proteína 

CrgA é octamerica em forma de anel, em contraste com a forma tetramérica da 

CbnR, que se tornou aceito como o estado normal da oligomerização das LTTRs 

(Sainsbury, 2009). Utilizando estes dados podemos inferir que exista uma 

correlação destes mecanismos de E. coli com os de X. fastidiosa devido às 

semelhanças apresentadas entre as proteínas da família LTTR.  
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Figura1: Alinhamento múltiplo de seqüências de CysB utilizando CLUSTALW2 e GENEDOC, 
com as porcentagens de identidades entre parênteses. XfCysB - X. fastidiosa; KaCysB - 
Klebsiella aerogenes  (39%); SmCysB - Stenotrophomonas maltophilia (79%); XaCysB - 
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii str. (82%); XvCysB - Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria str.  (81%). As letras marcadas em azul escuro repesentam aminoácidos idênticos 
nas 5 sequências, já as letras em azul claro representa identidade em algumas sequências.  

Figura 2: Alinhamento de seqüências de XfycjZ com CrgA utilizando CLUSTALW2 e 
GENEDOC, com a porcentagem de identidade entre parênteses. XfycjZ - X. fastidiosa; Crga – 
Neisseria meningitidis  (27). As letras marcadas em azul escuro repesentam aminoácidos 
idênticos nas sequências.  
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Clonagem, expressão e purificação  

 

A clonagem para as orfs XF0683 e XF1480 foi realizada com sucesso e os 

plasmídeos recombinantes gerados não apresentavam discordâncias em relação 

às sequências depositadas no banco de dados Projeto Genoma Xylella fastidiosa 

(http://www.xylella.lncc.br) após a realização do sequenciamento.  A linhagem de 

E. coli BL21 (DE3) contendo o plasmídeo que produz a proteína XfCysB  teve o 

máximo de expressão protéica solúvel quando incubado por 20 horas a 25°, já 

para a proteína XfycjZ a super expressão da proteína solúvel ocorreu quando esta 

foi incubada por 4 horas a 37°C. Para as duas prote ínas o indutor utilizado foi a 

lactose em uma concentração final de 5,6 mM.  

 Após a obtenção do extrato protéico os testes referentes a purificação das 

proteínas foram realizados utilizando-se a cromatografia de afinidade ao níquel. 

Na cromatografia foram utilizadas colunas de gravidade contendo resina de Ni-

NTA Superflow (Qiagen) no qual foi adicionado o extrato protéico e após a 

passagem de diferentes concentrações de imidazol obteve-se a proteína solúvel e 

purificada. Todas as frações de eluição foram coletadas e analisadas por SDS-

PAGE (Figura 3), sendo que para ambas proteínas a maior eluição foi em tampão 

A contendo 200 mM de imidazol 
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Dicroísmo Circular (CD) 

 

Foi realizada uma análise espectrofotométrica da proteína XfCysB pela 

técnica de dicroísmo circular e os dados sugerem que a proteína apresenta 

estrutura secundária estável e enovelada (Figura 4). Adicionalmente, por se tratar 

de um regulador transcricional a técnica pode ser usada futuramente para 

averiguar a interação entre a proteína ao fragmento de DNA correspondente ao 

promotor de um gene possivelmente regulado por ela. Não foi possível a 

realização deste experimento para a proteína XfycjZ, pois a mesma é altamente 

instável  a mudanças de concentração de sais do meio e temperatura. Apesar das 

leituras de dicroísmo circular possuírem baixa resolução foi possível a 

Figura 3 - Purificação das proteínas clonadas. MM - Marcador Protein Marker Broad 

Range (New England BioLabs); (A) 1 a 6 – Etapa de lavagem da coluna; 7 a 9 - Eluição da 

proteína XfycjZ em diferentes concentrações de imidazol (100, 200 e 500 mM, 

respectivamente); (B) 1 a 4 – Etapa de lavagem da coluna; 5 a 7 - Eluição da proteína 

XfCysB em diferentes concentrações de imidazol (100, 200 e 500 mM, respectivamente).  

Eluição Eluição 

42,7 kDa 
34.6 KDa 

A

MM 1   2   3   4    5     6     7 
   MM  1   2   3   4    5   6   7   8   9 

B

34,6 kDa 
42,7 KDa 



 64 

identificação e confirmação da estrutura secundária enovelada da proteína 

XfCysB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cromatografia de Exclusão por Peso Molecular 

 

  Para a proteína XfCysB foram realizados dois ensaios, sendo o primeiro 

somente com a proteína e o segundo contendo a proteína junto com seu co-

indutor específico (N-Acetil-L-serina). Com os resultados obtidos pode-se inferir 

que a proteína XfCysB quando em solução possui uma massa molecular de 45,3 

kDa, estado monomérico e monodisperso, visto que quando eluido na coluna 

possui apena um pico localizado entre os padrões Ovalbumina (43 kDa) e 

Conalbumina (75 kDa). Já nos testes realizados com o seu co-indutor específico 

(N-acetil-L-serina) sua massa molecular observada foi de 195,1 kDa que indica a 

formação de de tetrâmeros, ou seja na presença do co-indutor a proteína assume 

a sua forma ativa (figura 5A e 5B). Em relação a proteína XfycjZ1 teve a sua 
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Figura 4 - Análise da proteína XfCysB pela técnica de CD. (A) Análise preliminar da 

proteína XfCysB pela técnica de CD. 
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massa molecular estimada pela técnica em 174,8 kDa quando em solução, o que 

sugere que a proteína se encontra no estado oligomérico de tetrâmeros, uma vez 

que a massa molecular predita desta proteína é de 36,3 kDa (figura 6).  

Com base nos resultados obtidos, foi possível fazer uma comprovação de 

que a proteína XfCysB realmente é uma proteína classificada como CysB, devido 

a sua mudança oligomérica na presença de seu co-indutor específico. Já em 

relação a proteína XfycjZ pode-se inferir que o seu estado oligomérico pode ser 

resultante da purificação do co-indutor juntamente  com  a proteína ou a proteína 

apresenta oligomerização quando em baixa concentração. Outra hipótese para o 

estado tetramérico da proteína XfycjZ é que a sua oligomerização natural seja a 

de tetrâmeros, semelhantes ao encontrado por Sainsbury (2009), em que  

demonstrou que a proteína CrgA de Neisseria meningitidis possuía a forma 

octamérica quando em solução. 
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Figura 5 - Análise das proteínas LTTR em estudo por cromatografia de exclusão por peso 

molecular. A – Curva de dispersão referente a proteína XfCysB e padrões. Massa molecular estima 

pela técnica igual a aproximadamente 45,3 kDa. B - Curva de dispersão referente a proteína XfCysB 

+ co-indutor e padrões. Massa molecular estima pela técnica igual a aproximadamente 195,1 kDa.  
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Anticorpos e Western blot 

 

Após a produção dos anticorpos para as proteínas XfCysB e XfycjZ as suas 

respectivas especificidades foram analisadas por ELISA, em que foi possível 

observar que os anticorpos responderam aos testes até uma diluição de 1:40000 

em ambos os casos (Figura 7). Em relação aos ensaios de Western blot 

juntamente com as proteínas totais referentes às etapas de formação de biofilme 

obteve-se como resultados que tanto a proteína XfCysB quanto a proteína XfycjZ 

estão presente nos 6 tempos analisados (Figura 8A e 8B) que correspondem ao 3, 

5, 10, 15, 20 e 30 dias de formação do biofilme. É necessário repetir o 

experimento com céluas planctônicas como controle. 
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Figura 6 - Análise das proteínas LTTR em estudo por cromatografia de exclusão por peso 

molecular. Curva de dispersão referente a proteína XfycjZ1 e padrões. Massa molecular estima 

pela técnica igual a aproximadamente 174,8 kDa. 
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Deste modo foi possível concluir que tanto a proteína XfycjZ quanto a 

proteína XfCysB possuem um papel relevante durante as fases de formação do 

biofilme, alem de apresentar funções como metabolismo de enxofre e biossíntese 

de aminoácidos. Pode-se observar na figura 8A que os anticorpos referentes a 

proteína XfycjZ estão mais intensos nos tempos referentes ao 3, 5 e 30 dia de 

formação de biofilme, corroborando com a hipótese que a proteína em estudo 

pertencer ao grupo das CrgA, visto que tem a função de atuar na interação de 

adesão celular. Em relação a proteína XfCysB pode-se concluir que a sua 

presença é proporcional durante os 6 tempos analisados demonstrando possuir 

uma função relevante na formação e manutenção do biofilme como observado por 

Ren (2005) que observou a variação na formação de biofilme com mutantes de 

CysB em E. coli e Sturgill (2004) que provou que a proteína CysE mutante 

acelerava o crescimento do biofilme também em E. coli.  
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Figura 8: Resultado do Western blot realizado com diferentes fases dos biofilme frente 
aos anticorpos produzidos. (A) Western blot realizado com anticorpos para XfycjZ; (B) 
Western blot realizado com anticorpos para XfCysB; MM – PageRuler Prestained Protein 
Ladder; 1 – Biofilme referente a 3 dias; 2 - Biofilme referente a 5 dias; 3 - Biofilme referente a 10 
dias; 4 - Biofilme referente a 15 dias; 5 - Biofilme referente a 20 dias; 6 - Biofilme referente a 30 
dias.  

Figura 7: ELISA dos anticorpos produzidos para XfCysB e XfycjZ. Gráficos referente a 
detecção da técnica frente a diferentes diluições dos anticorpos para XfCysB (A) e para 
XfycjZ (B).  
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Conclusões 

 

Com base nos resultados obtidos nos experimentos realizados para as 

proteínas XCysB e XfycjZ, pode-se concluir que a proteína XfCysB foi clonada 

corretamente possuindo uma estrutura secundária enovelada e quando em 

solução possui a forma dimérica e é monodispersa. Observou-se também que 

quando na presença do seu co-indutor específico seu estado oligomérico passa de 

dímero para tetrâmero, revelando sua forma ativa e comprovando sua 

funcionalidade, além de apresentar grande similaridade com demais proteínas 

CysB de outros organismos.  

Em relação à proteína  XfycjZ foi possível observar que sua clonagem 

também foi realizada com sucesso, não apresentando mutações pontuais. Não foi 

possível analisar o comportamento de sua estrutura secundária devido a alta 

instabilidade da proteína em relação a alteração da solução em que ela se 

encontra e variação de temperatura.  Foi possível, no entanto, observar que a 

proteína quando em solução apresenta a forma oligomérica de tetrâmeros, 

sugerindo que o seu co-indutor específico tenha sido purificado juntamente com a 

proteína ou que a sua oligomerização quando em solução realmente seja de 

tetrâmeros como comprovado por Sainsbury (2009) que obteve resultados 

semelhantes. Ressalta-se também a similaridade da proteína XfycjZ com a 

proteína CrgA, uma proteína envolvida na interação inicial de patógeno e 

hopedeiro. 

Ainda em relação às duas proteínas em estudo foi possível assegurar que  

as interações destas frente as diferentes fases de formação de biofilme, revelando 
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que estão presente nas 5 etapas de formação de biofilme.  A proteína XfycjZ 

apresentou uma maior intensidade nos pontos referentes a primeira e quinta 

etapa, períodos estes em que a bactéria esta iniciando o seu contato com a planta 

(estágio 1) e quando esta com o biofilme totalmente maduro e iniciando a fase de 

discipação (estágio 5). Estas informações sugerem uma grande relevância da 

proteína estudada, alem de reforçar a predição da XfycjZ como uma proteína do 

grupo CrgA. 

Por outro lado, pode-se observar que a proteína XfCysB apresenta 

intensidade igual durante todos os pontos analisados, demonstrando ser 

necessária durante toda a formação do biofilme, fato este que pode ser 

comprovado pela função da proteína que é  metabolização de compostos 

aromáticos, biossíntese de cisteína e proporcionar alteração no processo de 

formação de biofilme. Deste modo destaca-se a importância desta proteína para a 

sobrevivência e patogenicidade da Xyella fstidiosa em plantas de citrus quando 

em estágio de biofilme. 
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5. Resultados Complementares 

 

Os resultados apresentados a seguir são correspondentes aos estudos 

realizados com as ORFs XF0930 , XF1459 e XF1498 que fazem parte da proposta 

inicial do projeto de mestrado, porem devido as dificuldades encontradas durante 

o desenvolvimento  do trabalho  tiveram suas análises interrompidas. A 

metodologia utilizada para a obtenção dos fragmentos,  clonagem dos mesmos, 

testes de expressão e solubilização é a mesma descrita no manuscrito intitulado 

de Characterization of a LysR Type Transcriptional Factor From 

Phytopathogen Xylella fastifiosa.  

  

5.1. Clonagem dos fragmentos 

 

Através de PCR de gradiente de temperatura pode-se estabelecer para os 

genes correspondentes as ORFs XF0930 , XF1459 e XF1498 a melhor 

temperatura para o anelamento de seus respectivos primers. Através dos 

fragmentos observados em gel de agarose 1% pode-se inferir qual a melhor 

temperatura para cada gene. De tal modo as temperaturas de anelamento 

variaram de 45 a 64,6°C para todos os genes em estu do. As temperaturas 

testadas foram 45ºC, 46,7ºC, 50,5ºC, 56,7ºC, 61,8ºC e 64,6ºC Assim, a 

temperatura escolhida para cada gene e seus respectivos primers estão descritos 

na Tabela 2 e pode ser visualizada na Figuras 8 a amplificação dos mesmos. 
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Tabela 2: Padronização das ORFs XF0930, XF1459 e XF1498 e seus respectivos primers. 
Temperatura escolhida como padrão para cada orf em estudo e seu tamanho esperado em pares de 
bases. 
    

 

 

 

 

 

Devido às dificuldades encontradas na transformação dos genes em células 

competentes da linhagem DH5α e obtenção de colônias positivas para as orfs Xf 

1459 e Xf 1498 estes experimentos foram postergados. Em relação ao fragmento 

orfs 
Temperatura 

padrão 

Tamanho 

esperado (pb) 
Seqüência (5’ →→→→ 3’) 

D - ATTACATATGCAGAACATGTTCGATGG 
XF0930 47 ºC 906 

R - ATCTCGAGTCAGGCTTCTAGATATTTAG 

D - ATAACATATGAATATCAGAGACCTCGAAACCCTG XF1459 60 ºC 918 

R - ATCTCGAGTCAATCGGCGTGCGAG 

D - ATAACATATGCCCAAGGAAAACCTCAACGACC 
XF1498 57 ºC 891 

R - ATCTCGAGTCACCGCCAGCGCAAA 

1078 pb 

872 pb 

  1      2    3     4 

Figura 8: Amplificação das orfs Xf 0930, Xf 1459 e Xf 1498. 1 - Marcador λHindIII φxHaeIII 10 µL; 2 - 

Xf 0930 (tamanho estimado 906 pb); 3 - Xf 1459 (tamanho estimado 918 pb); 4 - Xf 1498 ((tamanho 

estimado 891 pb). 
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correspondente a ORF XF0930 foi possível fazer a sua transformação em células 

competentes de E. coli da linhagem DH5α e posteriormente em BL21 (DE3) (Fig 

9). Após isto foi realizado o sequenciamento do fragmento clonado para a 

verificação de mutações pontuais e como as mesmas não foram encontradas, 

foram realizados teste relativos a solubilização e expressão da proteína codificada 

pelo gene correspondente a ORF XF0930. 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Expressão da XF0930 

Apesar da realização de vários testes referentes a solubilização da 

proteína, bem como variação no tempo de indução e na temperatura  de 

expressão, não foi possível conseguir a proteína codificada pelo gene 

correspondente a ORF XF0930 na sua forma solúvel. Deste modo os ensaios 

experimentais referentes a esta proteína também foram encerrados. 

 
 

927 pb 

   1          2    3   4    5    6   7  

Figura 9: Amplificação das colônias transformadas em BL21 (DE3) contendo o fragmento Xf 

0930. 1 - Marcador λHindIII φxHaeIII 10 µL; 2 a 7– Colônias positivas para o fragmento Xf 0930. 
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34,6 KDa 

1  2  3  4   5  6  7  8  9 10 11 

Figura 10: teste de expressão realizado para a orf XF 0930. O tamanho das proteínas é de 

aproximadamente 33,6 kDa. 1 – Marcador Protein Marker Broad Range New England BioLabs; 

2, 4, 6, 8 e 10 - Fração solúvel da proteína referente a orf Xf 0930, respectivamente 0h, 1h, 2h, 

4h e 20h de indução; 3, 5, 7, 9 e 11 - Fração insolúvel da proteína referente a orf Xf 0930, 

respectivamente 1h, 2h, 4h e 20h de indução. 

27 kDa
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6. Conclusões 

 

Tendo-se como base os resultados obtidos e apresentados na elaboração 

desta dissertação e destacando-se que são os primeiros estudos realizados com 

tais proteínas, podemos relatar que: 

 

Proteína XfycjZ 

 

  Alinhamento de sequências demonstra similaridade com a proteína 

Crga (Neisseria meningitidis)  

 Crga (contact-regulated gene A) – envolvida no mecanismo de 

interação patógeno X hospedeiro, parte de um grupo de genes envolvidos 

na adesão inicial; 

 Forma tetramérica indica a possível presença do co-indutor 

purificado junto com a proteína ou sugere que a proteína possui a forma 

tetramérica quando em solução; 

 Presente em todos os pontos de biofilme podendo ser uma 

expressão basal, porém com significativos aumentos nas fases 1 e 5 da 

formação do biofilme;  

 

Proteína XfCysB 

 

 Comprovação de ser uma proteína CysB através do alinhamento de 

sequências e tetramerização  da XfCysB na presença de N-acetilserina;  
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 Presente nos 6 tempos de formação biofilme indicando atuar em 

atividades criticas com biossíntese de AA e metabolismo de enxofre. 

Sugere também ser necessária durante as etapas do biofilme; 

 Possui a forma dimérica quando em solução e apresenta sua 

estrutura secundária enovelada e estável; 

 

Proteína XfLysRL 

 

 Apesar de pouca similaridade com BenM há um bom ajuste do 

envelope produzido  indicando ser a mesma proteína ou pertencente ao 

grupo; 

 Ausência de atividade frente ao co-indutor indica que a proteína 

necessita de mais compostos ou não seja seu co-indutor específico; 

 A presente nos 6 tempos de formações do biofilme sugere possível 

relação com BenM, visto que esta tem como função a degradação de 

compostos aromáticos, fator de extrema importância para a célula; 

 Foram obtidos também informações sobre oligomerização da 

proteína, revelando-se dimérica quando em solução e sua estrutura 2ª 

demonstra ser estável e enovelada até 44°C;  

 Os estudos estruturais iniciados com baixa resolução resultaram na 

obtenção de modelo bem definidos, impulsionando a uma análise mais 

detalhada. 
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Proteínas XF0930 , XF1459 e XF1498 

 

Os resultados referentes a estas três proteínas ainda são 

primordiais, porém foi possível realizar a clonagem destas proteínas sem a 

presença de mutações pontuais indicando que novos testes com diferentes 

linhagens de expressão devem ser adotados para a obtenção das proteínas 

solúveis ou mesmo refazer as clonagens em novos vetores.  Apesar dos 

resultados obtidos é importante enfatizar o estudo de tais proteínas visto 

que elas pertencem ao organismo de grande relevância e com pouco 

conhecimento. 
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7. Perspectivas 

 

7.1. Proteína XfLysRL 

 

 Realização de novas coletas de SAXS da proteína em diferentes 

concentrações para confirmação do envelope obtido; 

 Cristalização da XfLysRL para a obtenção da estrutura atômica da 

proteína; 

 Busca por indutores da proteína que poderão ser auxiliado após a 

obtenção da estrutura; 

 Ensaios para a verificação da proteína estudada com a proteína 

BenM 

 Ensaios para a detecção da expressão gênica através de PCR Real 

Time em condições in vitro e in vivo da formação do biofilme de Xylella 

fastidiosa, utilizando como controle células planctônicas.   

 

7.2. Proteína XfCysB 

 

 Obter resultados de Dicroísmo Circular em diferentes temperaturas e 

pHs para analisar o comportamento da proteína; 

 Obtenção de dados de SAXS para a proteína para o estudo de sua 

estrutura e comportamento quando em solução. Testes a serem realizados 

com e sem o indutor; 

 Realização da cristalização da XfCysB para confirmação de sua 

estrutura; 

 Realizar Gel Shift da proteína com possíveis promotores tanto na 

presença do indutor quanto na ausência; 

  Ensaios para a detecção da expressão gênica através de PCR Real 

Time em condições in vitro e in vivo da formação do biofilme de Xylella 

fastidiosa, utilizando como controle células planctônicas. 
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7.3. Proteína XfycjZ 

 

  Analisar a proteína através da técnica de Dicroísmo Circular; 

 Realizar SAXS da proteína para o estudo das suas características 

quando em solução; 

 Cristalização da proteína e a resolução de sua estrutura terciária; 

 Realizar ensaios para a averiguação da semelhança da proteína em 

estudo com a proteína CrgA; 

 Ensaios para a detecção da expressão gênica através de RT-PCR 

em condições in vitro e in vivo da formação do biofilme de Xylella fastidiosa, 

utilizando como controle células planctônicas. 

 

7.3. Proteínas XF0930, XF1459 e XF1498 

 

 Obtenção das proteínas solúveis e purificadas 

 Analise das proteínas para a possível correlação com demais 

proteínas e predição de função;  

 Verificação do estado oligomérico destas por Cromatografia de 

Exclusão por peso Molecular; 

 Pesquisa para possíveis indutores; 

 Analisar as proteínas através da técnica de Dicroísmo Circular; 

 Realizar SAXS das proteínas para o estudo das suas características 

quando em solução; 

 Cristalização das proteínas e a resolução de sua estrutura terciária; 

 Produção de anticorpos para estas 3 proteínas; 

 Realização de Western blot dos anticorpos produzidos frente as 

diferentes fases de formação do biofilme de Xylella fastidiosa; 
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 Ensaios para a detecção da expressão gênica através de PCR Real 

Time em condições in vitro e in vivo da formação do biofilme de Xylella 

fastidiosa, utilizando como controle células planctônicas. 
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