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PREFÁCIO 

 

 

Os resultados aqui apresentados foram obtidos no estudo de nove diferentes genes (e 

de alguns de seus domínios funcionais) relacionados à patogenicidade do ascomiceto 

fitopatogênico Magnaporthe grisea. Estes resultados serão apresentados na forma de 

dois artigos científicos (um deles  publicado e o outro submetido à publicação) e de 

um capítulo de resultados complementares.  

 No artigo intitulado “Overexpression and purification of PWL2D, a mutant of the 
effector protein PWL2 from Magnaporthe grisea” encontra-se o componente principal 

do trabalho desenvolvido nesta tese. Nele descrevem-se os procedimentos que 

culminaram com a proposta de um modelo para explicar a susceptibilidade e a 

resistência do hospedeiro à proteína efetora de avirulência PWL2D. Tal manuscrito foi 

publicado no periódico Protein Expression and Purification. 

 Em outro artigo, intitulado “Cloning, overexpression, purification and partial 
characterization of the XYL5 xylanase from Magnaporthe grisea in Escherichia coli”, 
descreve-se a obtenção de uma nova xilanase e também de seu domínio catalítico. No 

capítulo Resultados Complementares são apresentados resultados adicionais no 

estudo das proteínas PWL2D, XYL5 e de outros genes e proteínas analisados durante a 

condução deste trabalho. 

 



 

 

xv 

 

Em anexo encontram-se dois artigos publicados relacionados a trabalhos 

desenvolvidos em assuntos não detalhados nessa tese. Ambos os artigos envolveram o 

grupo de pesquisa onde esta tese foi desenvolvida. O primeiro artigo, publicado em 

2009, intitula-se “Molecular and cytogenetic characterization of na AT-rich satellite 

DNA family in Urvillea chacoensis Hunz. (Paullinieae, Sapindaceae)”, tendo sido 

publicado no periódico Genetica, 136: 171-177; neste artigo sequências de satDNA da 

família U. chacoensis foram caracterizadas, mapeadas e comparadas com 45S rDNA 

para a obtenção de um padrão de heterocromatina. O segundo artigo, também 

publicado em 2009, intitula-se “Functional and small-angle X-ray scattering studies of 

a new stationary phase survival protein E (SurE) from Xylella fastidiosa evidence of allosteric behavior”, tendo sido publicado no periódico FEBS Journal 276(22):6751-

62; neste artigo foi feita a caracterização funcional de uma nucleotidase da bactéria 

fitopatogênica Xylella fastidiosa. 

 

Na apresentação dos resultados são feitas as discussões pertinentes, e, ao final, 

apresentam-se as conclusões. Finalmente, apresentam-se as perspectivas de pesquisas 

com as proteínas estudadas neste trabalho. 



 

 

xvi 

 

RESUMO 

 

 

A brusone do arroz (rice blast disease) causada pelo ascomiceto fitopatógeno  

Magnaporthe grisea continua a ter um enorme impacto nas culturas de arroz (Oryza 

sativa) no Brasil e no mundo. PWL2, uma proteína efetora, é um conhecido produto de 

um gene AVR (avirulência). O gene PWL2 impede que o fungo infecte weeping 

lovegrass (Eragrostis curvula). Neste trabalho nós identificamos em uma linhagem de 

M. grisea um gene que produz uma proteína diferente de PWL2, denominada PWL2D. 

A seqüência do gene PWL2D tem duas bases que diferem do gene PWL2, as quais 

produzem alterações nos resíduos de 90 e 142 da proteína. A alteração do resíduo 90 

(de D90 para N90) é fundamental para a avirulência. Neste trabalho foram efetuadas a 

clonagem do gene PWL2D no vetor pET32-Xa/LIC, a expressão em Escherichia coli e a 

avaliação da estrutura de PWL2D por técnicas espectroscópicas. A proteína PWL2D 

fusionada à cauda TRX é propensa a agregação, e sua solubilidade é melhorada 

quando super-expressa sem o seu peptídeo-sinal original. Os resultados estruturais 

obtidos indicam que a proteína PWL2D possivelmente é intrinsecamente 

desordenada. Foi elaborado um modelo para a resistência/susceptibilidade do 

hospedeiro à M. grisea considerando a atuação de PWL2D como uma proteína 

intrinsecamente desordenada. Os resultados obtidos deverão facilitar a análise 

estrutural de PWL2D e podem contribuir para a compreensão da função do gene nas 

interações fungo / planta. 

 

Oito diferentes genes de M. grisea, além de PWL2D, foram também estudados neste 

trabalho. Dentre estes, destacam-se o gene que produz a xilanase XYL5 e seu domínio 

catalítico, o gene que codifica a chaperona ABC1 e seus dois domínios funcionais, e o 

gene que codifica a trealase PTH9, sendo todos estes relacionados à patogenicidade do 

fungo M. grisea. A xilanase XYL5 (EC 3.2.1.8) e seu domínio catalítico conservado 

(XYL5/DOM) foram fusionados à Maltose Binding Protein (MBP) ou à tiorredoxina 



 

 

xvii 

 

(TRX) e expressas em E. coli. A produção de proteína solúvel e ativa foi influenciada 

pelo tipo de fusão. Os extratos solúveis contendo as proteínas de fusão MBP-XYL5 e 

MBP-XYL5/DOM apresentaram atividade xilanolítica em relação ao controle. 

Entretanto, durante o processo de purificação, a atividade foi perdida. Assim, obteve-

se pela primeira vez o gene de patogenicidade XYL5 de M. grisea expresso com sucesso 

em E. coli e sua atividade enzimática xilanolítica foi demonstrada. Não foi possível 

expressar a chaperona ABC1 na forma solúvel nos sistemas de expressão utilizados, e 

a sequência gênica referente à trealase PTH9 – por mostrar a presença de introns após 

o seqüenciamento do gene amplificado na linhagem de M. grisea em estudo, mostrou-

se inadequado para a sua expressão protéica no sistema de expressão procariótico 

utilizado durante a realização deste trabalho. 
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ABSTRACT 

 

 

The rice blast disease caused by the ascomycete phytopathogen Magnaporthe grisea 

continues to have a huge impact on crops of rice (Oryza sativa) in Brazil and 

worldwide. PWL2, an effector protein, is a product of an AVR (avirulence) gene . The 

gene PWL2 prevents fungus from infecting weeping lovegrass (Eragrostis curvula). In 

this work we identified in a strain of M. grisea a gene that produces a protein different 

from PWL2, called PWL2D. The gene sequence PWL2D has two bases that differ from 

PWL2 gene, which produce changes in residues 90 and 142 of the protein. The change 

of residue 90 (from D90 to N90) is critical to avirulence. In this work it was realized 

the cloning of the gene in the vector PWL2D pET32-Xa/LIC, the expression in 

Escherichia coli and the assessment of PWL2D structure by spectroscopic techniques. 

The protein fused to the tag PWL2D TRX is prone to aggregation, and its solubility is 

improved when overexpressed without its original signal peptide. The structural 

results obtained indicate that possibly the protein PWL2D is intrinsically disordered. 

A model for the resistance/susceptibility of the host to M. grisea was developed 

considering the performance of PWL2D as an intrinsically disordered protein. The 

results should facilitate structural analysis of PWL2D and may contribute to the 

understanding of gene function in the interactions fungus/plant.  

 

Eight different genes of M. grisea, besides PWL2D, were also studied in this work. 

Among these, stands out the gene that produces xylanase XYL5 and its catalytic 

domain, the gene that codify the chaperone ABC1 and its two functional domains, and 

the gene that codify the trehalase PTH9, all them being related to the pathogenicity of 

the fungus M. grisea. The xylanase XYL5 (EC 3.2.1.8) and its retained catalytic domain 

(XYL5/DOM) were fused to the solubilizing proteins (MBP) or thioredoxin (TRX) and 

expressed into E. coli. The production of soluble and active protein was influenced by 

the type of fusion. The soluble extracts containing the fusion proteins MBP-XYL5 and 

MBP-XYL5/DOM showed xylanolytic activity compared to the control. However, 
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during the purification process, the activity was lost. Thus, we obtained for the first 

time the gene pathogenicity XYL5 M. grisea expressed successfully in E. coli and its 

enzymatic xylanolytic activity was demonstrated. It was not possible to express the 

chaperone ABC1 in soluble form in the expression systems used, and the gene 

sequence related to trehalase PTH9 - by showing the presence of introns after the 

sequencing of the gene amplified in the strain of M. grisea under study, rendered 

inadequate for its protein expression in the prokaryotic system used during the 

realization of this work. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Muitas doenças importantes de humanos e outros animais são causadas por bactérias 

e vírus. Em contraste, os vegetais são mais comumente afetados por fungos e vírus, o 

que se deve, em parte, às diferenças entre plantas e animais como habitats para 

crescimento microbiano (Lucas, 1998a). A vasta maioria dos fungos são estritamente 

saprófitas. De milhares de espécies de fungos conhecidas menos que 10% são capazes 

de colonizar plantas, e uma fração ainda menor é capaz de causar doença; isto talvez 

se dê em virtude de a doença ser uma exceção, não a regra. No entanto, entre os 

agentes causais de doenças em plantas, os fungos fitopatógenos têm um papel 

predominante tanto por causar devastações epidêmicas como pela perda significativa 

de plantações anuais. Esta evidência tem feito destes microrganismos um sério fator 

econômico, atraindo a atenção de agricultores, cultivadores e cientistas (Knogge, 

1996; Laugé; De Wit, 1998; Kershaw; Talbot, 2009).  

 

Devido ao valor econômico e social de diferentes plantas, comestíveis ou não, o 

conhecimento no nível genético e no nível molecular da patogenicidade e da virulência 

de fungos patogênicos mostra-se de suma importância. No Brasil e em diferentes 

países do mundo, doenças significativas acometem inúmeras variedades de plantas. A 

severidade destas doenças deve-se ao fato de os fungos fitopatogênicos poderem 

afetar diferentes partes dos vegetais em qualquer época de desenvolvimento. A 

descoberta de mecanismos de patogenicidade, bem como de genes de patogenicidade 

e de avirulência, conduzem ao entendimento mais sofisticado da interação entre 
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planta-fungo (Kahmann; Basse, 2001). Diferentes e diversas técnicas têm sido 

desenvolvidas para analisar este processo no nível molecular (Skiner et al., 2001; 

Sweigard; Ebbole, 2001). 

 

O fungo ascomiceto Magnaporthe grisea causa a brusone, uma das mais devastadoras 

doenças em arroz cultivado em todo o mundo, utilizando mecanismos sofisticados, 

como a formação de estruturas de infecção (Sesma; Osbourn, 2004). Estudos da 

patogênese neste microrganismo identificaram diversos genes neste ascomiceto 

envolvidos no desenvolvimento da doença (Tucker et al., 2004; Fourrey; Talbot, 

2005). M. grisea tem despontado como prospectivo modelo para o estudo de 

interações patógeno-hospedeiro. Uma potente combinação de genética clássica, 

biologia molecular, citologia e biologia celular permite, agora, a análise de elementos 

críticos destas interações. Tais elementos podem ser resumidos como se segue: 

mecanismos de patogenicidade, especificidade para espécies-hopedeiras, 

especificidade para cultivar-hospedeiro, mecanismos de variação genética 

espontânea.  

 

Dos diferentes grupos de proteínas (enzimas, proteínas redox, carreadoras e de 

armazenamento, hormônios, e anticorpos), muitos produtos gênicos envolvidos na 

patogenicidade de fungos são enzimas.  A atividade biológica das proteínas depende 

da estrutura tridimensional, obtida através do processo de enovelamento protéico, 

sendo que as informações necessárias para o enovelamento correto estão na própria 

seqüência primária de aminoácidos (McPherson, 2004). Portanto, a partir do 
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conhecimento sobre a estrutura de uma proteína pode ser possível inferir algo sobre 

sua função (Barth, 2004). A Biologia Molecular tem dado suporte para a clonagem de 

genes, a seleção de transformantes, a ruptura de genes, e a caracterização de 

sequências de DNA repetitivo, caracterizando assim linhagens de M. grisea 

patogênicas de arroz (Valent; Chumley, 1991; Kadotani et al., 2003). A elucidação do 

genoma de M. grisea possibilitou o estudo do envolvimento de diferentes genes na 

interação planta-hospedeiro (Dean, 2005; Kershaw; Talbot, 2009). M. grisea apresenta 

um genoma que compreende 40Mb organizadas em 7 cromossomos e seu genoma foi 

seqüenciado por um consórcio entre diferentes organizações (The Magnaporthe 

grisea Genome Project, http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

No presente trabalho, diferentes genes de patogenicidade e genes de avirulência de 

linhagens de M. grisea patogênicas de arroz foram escolhidos, por meio de critérios 

específicos, para a avaliação de seus produtos gênicos estrutural ou funcionalmente. 

 

 

1.1. Magnaporthe grisea E A BRUSONE (BLAST DISEASE) 

 

M. grisea é um microrganismo patogênico altamente virulento associado a um vasto 

espectro de plantas hospedeiras, incluindo mais de 50 espécies de gramíneas. 

Diferentes linhagens podem infectar cevada, trigo, arroz ou milho (Talbot et al., 1993; 

Howard; Valent, 1996). Economicamente, este é um dos mais importantes fungos 

fitopatogênicos do mundo, podendo devastar plantações que alimentariam milhões de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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pessoas por ano. Em virtude disto, ele tem sido extensivamente estudado 

genéticamente, molecular e ultraestruturalmente. M. grisea é de fácil manipulação 

genética (clássica e molecular), constituindo-se em um sistema experimental 

conveniente para elucidação de numerosos aspectos da patogênese, incluindo a 

morfogênese relacionada com a infecção, a especificidade de cultivares e espécies-

hospedeiros, bem como de vias de sinalização celular. Diferentes genes de 

patogenicidade desta espécie têm sido identificados. Muitos deles estão associados 

com a produção de estruturas de infecção, resposta ao ambiente interno do 

hospedeiro e sinalização para responder a mudanças no ambiente (Idnurm; Howlett, 

2001). 

 

M. grisea produz conidióforos cinzentos, geralmente solitários, com conídios 

acrógenos. Micélio cinza, geralmente pouco desenvolvido. Conídios piriformes 

medindo 17 a 23 por 8 a 11 µm, a maioria com 2 septos. O ciclo de vida do fungo pode 

ser descrito tanto por meio de seu desenvolvimento sexual como assexual. O inóculo 

primário pode ser disperso pelo vento, água ou sementes infectadas. O conídio entra 

em contato com a superfície foliar do hospedeiro e adere se a ela com a ajuda de uma 

mucilagem preexistente em uma bolsa localizada na extremidade do conídio. Estudos 

mostram que esta mucilagem é adesiva devido à sua composição de carboidratos e 

glicoproteínas (rico em resíduos de a- glucosil e/ou manosil) (Howard & Valent, 

1996). Para a penetração e colonização do tecido foliar é necessária a formação de 

uma célula especializada (apressório). A colonização de plantas hospedeiras 

suscetíveis desencadeia uma desorganização do metabolismo celular, resultando na 
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formação de lesões típicas. Do tecido colonizado são produzidos esporos assexuais 

que darão início a um novo ciclo. O ciclo de infecção completa-se em cinco dias. 

 

A brusone (queimadura do arroz), causada por M. grisea, foi provavelmente 

reconhecida pela primeira vez como “doença da febre do arroz” na China em 1637. 

Mais tarde foi descrita como byo-imochi no Japão em 1704, e como “brusone” na Itália 

em 1828. O fungo está atualmente presente em pelo menos 85 países, incluindo o 

Brasil. Em 1996, foi encontrada brusone no arroz na Califórnia, e desde então tem sido 

encontrada nas gramíneas em campos de golfe no meio-oeste dos Estados Unidos. 

Linhagens do fungo podem infectar diferentes gramíneas, tais como cevada, trigo, 

centeio, milheto e gramados, além de arroz. Assim, mesmo quando as colheitas são 

queimadas para destruir a infecção por fungos, plantas daninhas podem atuar como 

um reservatório da doença. A doença pode receber diferentes denominações 

dependendo da cultura infectada: brusone do arroz, brusone do trigo, brusone da 

cevada, e assim por diante (Cereal Knowledge Bank, 2010). 

 

A brusone do arroz é a mais severa e mais abrangente doença de arroz cultivado, 

prevalecente tanto nos trópicos como em zonas temperadas. A brusone ocorre em 

todo o território brasileiro, do Rio Grande do Sul ao Amazonas; os prejuízos são 

variáveis, sendo maiores em arroz de terras altas. Em condições favoráveis à doença, 

na região Centro-Oeste brasileira, as perdas podem chegar a até 100% (Embrapa, 

2010). A doença pode atingir, com diferentes graus de severidade, diferentes partes 

da planta em diferentes estágios de desenvolvimento (Figuras 1 e 2).  
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A busca para a explicação da quebra rápida da resistência ao patógeno tem movido 

debates na Patologia de Plantas. O debate fica centrado em torno da origem da 

diversidade de patótipos, ou raças, detectados no campo. Em um extremo, o patógeno tem sido descrito como “hipervariável”, com a capacidade de colonizar novos 
patótipos a partir de um único esporo assexual. Esta possibilidade impele a inúmeras 

 

Figura 1. Escala para diferentes graus de severidade da brusone em folha de Oryza 

sativa: 0  Sem sintomas; 0 a 3: plantas resistentes (R) ou incompatíveis;  4 a 9: 
reações susceptíveis (S) ou compatíveis. www.cnpaf.embrapa.br/ 

 

Figura 2. Sintoma de brusone em diversas partes da planta Oryza sativa: (A) na folha, 
(B) no nó dos colmos e (C) na panícula.  sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br  

A B C 
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análises e testes de combinações envolvendo patógeno-hospedeiro a fim de se obter 

uma raça de planta de resistência durável (Zeigler, 1998).  

 

A severidade da brusone depende de uma série de condições relacionadas à 

resistência do hospedeiro, à presença de raças do patógeno e à prevalência de fatores 

do ambiente favoráveis ou não à doença. Aspectos relacionados ao controle de ervas 

daninhas e à colheita também têm sua importância. A cultura deve ser mantida no 

limpo para impedir que estas plantas atuem como hospedeiros intermediários do 

fungo ou mesmo tornem o microclima da cultura mais favorável ao patógeno. A 

colheita tardia pode favorecer a infecção dos grãos por fungos saprófitas ou parasitas. 

Recomenda-se que os grãos sejam colhidos com 22% de umidade ou quando a 

panícula apresentar 2/3 dos grãos maduros (Santos, 2010).  

 

O controle da brusone, tanto no sistema irrigado como no sistema de sequeiro, 

envolve também o emprego de produtos químicos aplicados como tratamento de 

sementes e em pulverização da parte aérea. Vários produtos têm sido utilizados. A 

escolha dos mesmos pode ser feita de acordo com a eficiência do fungicida, sua 

disponibilidade no mercado e economicidade. Dentre os produtos comumente 

recomendados estão o benomyl, blasticidin-S, carbendazin, carboxin, ediferiphos, 

kasugamicina, kitazin, maneb, mancozeb, thiabendazol, triciclazol e pyroquilon 

(Santos, 2010). 
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Atualmente, a estratégia mais estudada para controlar a doença na cultura do arroz é 

baseada, principalmente, no desenvolvimento de cultivares resistentes. No entanto, a “quebra” ou “perda” da resistência das cultivares depois de 3 a 4 anos de seu cultivo 
intenso e contínuo tem minimizado a eficiência desta alternativa de controle. Os 

aspectos que envolvem a resistência à brusone do arroz também são bastante 

conhecidos, tendo sido descritos atualmente em torno de 30 genes de resistência, 

sendo cerca de 10 destes associados com resistência parcial e 20 com resistência 

completa (Yoshida et al., 2009) 

 

A análise genética clássica de M. grisea tem permitido o desenvolvimento de linhagens 

férteis em laboratório, o isolamento de mutantes, a caracterização da fase diplóide 

vegetativa e o uso de marcadores genéticos. A infertilidade de linhagens de M. grisea 

que infectam diferentes espécies de gramíneas tem permitido análise genética da 

especificidade no nível de espécies hospedeiras (Kang et al., 1995). 

 

Diversos genes foram identificados em M. grisea envolvidos no desenvolvimento da 

doença que pode causar devastações em plantações de diferentes de cereais e 

gramíneas (Fourrey; Talbot, 2005; Collemare et al., 2008). Estudos da patogênese 

neste microrganismo possibilitaram a identificação de diversos genes neste 

ascomiceto envolvidos no desenvolvimento da doença (Tucker et al., 2004; Fourrey; 

Talbot, 2005). 
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1.2 OS MECANISMOS DE PATOGENICIDADE DE Magnaporthe grisea 

 

A invasão das células da planta por um microrganismo patogênico é um processo 

dinâmico e contínuo, mas certos estágios-chave podem ser identificados. Tais estágios 

incluem o contato com o hospedeiro, a adesão à superfície do deste, a penetração e a 

entrada, a colonização de tecidos, a supressão ou a sobrepujança aos mecanismos de 

defesa do hospedeiro, a reprodução do patógeno, e a dispersão do patógeno a partir 

do hospedeiro (Lucas, 1998b). Para cada um destes estágios o fungo pode se mostrar 

mais eficiente, dependendo da estratégia por ele utilizada. 

 

Um processo de infecção eficiente deve ser aquele que efetivamente causa a doença. O 

fungo fitopatogênico deve reconhecer e interagir com seu hospedeiro durante os 

variados estágios do ciclo da doença. A descoberta de mecanismos de patogenicidade 

bem como de genes de patogenicidade e de avirulência conduzem ao entendimento 

mais sofisticado da interação entre planta-fungo (Kahmann; Basse, 2001). Diferentes 

técnicas vêm sendo desenvolvidas para analisar este processo no nível molecular 

(Skiner et al., 2001; Sweigard; Ebbole, 2001; Caracuel-Rios et al., 2007; Mosquera et 

al., 2009 ).  

 

Os mecanismos pelos quais diferentes patógenos de plantas penetram em seus 

hospedeiros têm sido o objeto de estudo de inúmeros pesquisadores já por muitos 

anos. Devido ao impacto danoso nos cultivares de arroz (Oryza sativa), M. grisea (comumente referido como “rice blast fungus” ou fungo causador da “brusone”) tem 
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sido alvo de muita atenção. Descrições detalhadas de seu ciclo de vida e de muitos 

processos biológicos complexos envolvidos tem sido o tópico de vários artigos de 

revisão (Howard et al., 1996; Talbot, 2003; Goriely et al., 2006). 

 

Patógenos desenvolvem diferentes estratégias para sobrepujar diversas barreiras que 

podem encontrar durante o processo de infecção de seus hospedeiros.  M. grisea, após 

a sua penetração na célula hospedeira, diferencia hifas invasivas que preenchem o 

lúmen celular vegetal e estão em contato direto com a membrana da célula infectada. 

A célula vegetal infectada é viva, exibindo considerável acúmulo de vesículas próximas 

ao fungo, o que é consistente com o estabelecimento de uma fase biotrófica neste 

estágio da infecção. A colonização dos tecidos do hospedeiro pelo fungo ocorre 

através da perfuração da parede celular das células adjacentes, provavelmente usando 

plasmodesmos como pontos de ruptura, ou através do crescimento de hifas no 

apoplasma. Depois de alguns dias de crescimento biotrófico dentro dos tecidos da 

planta, o fungo muda para uma fase necrotrófica-like associada ao início da 

esporulação, levando à lesões visíveis. (Ribot, et al. 2008). 

 

M. grisea pode atacar todas as partes da planta, mas tipicamente investe contra folhas 

e panículas, produzindo aí as lesões mais sérias (Figura 2). Por muitos anos 

pesquisadores focaram suas buscas na identificação de raças patogênicas do fungo e 

na incorporação de genes de resistência correspondentes nas variedades de arroz 

(Oryza sativa). Entretanto, resistência durável ao patógeno tem frustrado plantadores 

e fitopatologistas a despeito de esforço sério e concentrado de ambas as partes. 
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colonização dos tecidos é facilitada por toxinas (p.ex., pyriculariol), que provocam a 

morte de células, e por hifas que se desenvolvem no tecido morto (Jo et al., 2007). 

 

O modo de infecção da raiz é a mesma de muitos fungos, ou seja, uma longa hifa cresce 

formando uma estrutura de infecção para penetrar no interior da raiz. Alcançando o 

interior da raiz o fungo pode iniciar o processo de colonização. Pode haver também 

invasão do sistema vascular da planta, com M. grisea se desenvolvendo dentro do 

xilema e do floema e bloqueando o transporte de nutrientes e água das raízes, e assim 

produzir lesões na parte aérea (Gupta; Chattoo, 2007). A infecção de raiz e o bloqueio 

dos tecidos vasculares tem potencial para matar a planta. 

 

M. grisea é capaz de selecionar resistência aos tratamentos químicos e ao 

melhoramento genético desenvolvido pelos melhoristas de plantas em alguns tipos de 

arroz. Pensa-se que o fungo pode atingir a alteração genética referente à resistência 

por meio de mutação (Jo et al., 2007). Com o sequenciamento do genoma de M. grisea 

espera-se que os mecanismos de interação planta-patógeno fúngico, tanto na parte 

aérea como na infecção da raiz sejam revelados e também que o desenvolvimento de 

métodos de controle efetivo seja possível (Dean et al.,2005; Gupta; Chattoo, 2007). 

 

 

1.3. GENES DE PATOGENICIDADE E GENES DE AVIRULÊNCIA  

 

A compreensão dos mecanismos de patogenicidade empregados por M. grisea é, 

indubitavelmente, de suma importância. Genes de patogenicidade e genes de 
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avirulência têm sido identificados neste microrganismo (Idnurm; Howlett, 2001). Os 

produtos dos genes envolvidos na patogenicidade podem indicar o modo de ação 

utilizado por determinado microrganismo para causar a doença. Muitos destes 

produtos gênicos são polipeptídeos cuja função ainda não foi determinada ou não está 

plenamente caracterizada. Sabe-se que as diversas funções biológicas de moléculas 

complexas são determinadas por e dependentes de suas estruturas tridimensionais e, 

também, da habilidade destas estruturas responderem a outras moléculas por 

mudanças conformacionais (Blundell; Johnson, 1976). 

 

Os tipos de genes essenciais para a patogenicidade dependem do processo de infecção 

adotado por um determinado fungo. Tem-se arbitrariamente dividido estes genes de 

patogenicidade de fungos em diferentes grupos, embora alguns genes possam ser 

classificados em mais de um grupo. Assim, seis grupos de genes de patogenicidade 

podem ser listados: (1) produção de estrutura de infecção, (2) degradação de parede 

celular e de cutícula, (3) resposta ao ambiente interno no hospedeiro, (4) produção de 

toxinas fúngicas, (5) produção de componentes de sinalização em cascata, e (6) genes 

de patogenicidade que manifestam um novo modo de patogenicidade ainda não 

descrito (Idnurm; Howlett, 2001). 

 

Existem diversas estratégias que podem ser empregadas por fungos fitopatogênicos 

para infectar seus hospedeiros (Figura 4). Muitas das interações entre fungo e plantas são do tipo “não-hospedeiro”, em que o fungo não é patogênico, provavelmente 
porque o microrganismo necessite dos fatores básicos de patogenicidade (Laugé; De 
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Wit, 1998). As interações do tipo “hospedeiro” podem ser divididas em “compatível” e “incompatível”. A herdabilidade de virulência (capacidade de causar doença) ou 

avirulência (incapacidade de causar doença em cultivares particulares) tem sido 

investigada, sendo que a primeira parece ser recessiva e a segunda, dominante 

(Laugé; De Wit, 1998). Esta constatação permitiu o conceito “gene-a-gene”, o qual 

postula que para todo gene dominante determinando resistência no hospedeiro existe 

um gene dominante para avirulência, relacionado a ele, no patógeno. Assim o gene de 

avirulência (Avr) de um patógeno deve existir em virtude de um gene de resistência 

(R) na planta-hospedeiro. Para um elicitador ser um candidato a um produto de um 

gene de avirulênca ele deve mostrar atividade em plantas contendo o gene 

complementar R, e ser inativo em plantas carecendo deste gene (Lucas, 1998b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Exemplo de interações estratégicas no mecanismo de infecção por fungos nas células da planta  
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Elucidar as bases moleculares das interações do fungo com o hospedeiro levará à 

compreensão das relações patógeno-hospedeiro. O reconhecimento do que não lhe é 

próprio (non-self) e a subseqüente ativação de defesa contra o ataque do patógeno são 

conhecidos em todos os organismos multicelulares. Os hospedeiros expressam 

receptores de reconhecimento de padrões (PRR) que reconhecem os chamados padrões 

moleculares associados ao micróbio ou patógeno (M/PAMP). Estes padrões são 

estruturas invariáveis que são indispensáveis ao microrganismo, não existem no 

hospedeiro e, assim, permitem ao hospedeiro reconhecê-los como não-próprio 

afastando patógenos invasores. A anteriormente denominada resistência basal não-

cultivar específica - agora designada imunidade disparada por PAMP (PTI) - é suficiente 

para restringir o crescimento do patógeno (Postel; Kemmerling, 2009). 

 

Para crescer de modo eficiente e proliferar em seu hospedeiro, patógenos virulentos 

precisam sobrepujar a primeira linha de defesa. Esses patógenos injetam proteínas 

efetoras na célula de planta que pode suprimir a PTI. Efetores são definidos como 

proteínas ou pequenas moléculas do patógeno que alteram a função e a estrutura da 

célula do hospedeiro. Estas alterações facilitam a infecção (toxinas ou fatores de 

virulência), ou disparam respostas de defesa (elicitadores ou fatores de avirulência), 

ou ambos (Ellis et al., 2009).  

 

Patógenos de plantas suprimem a resposta basal de defesa através de efetores que são 

capazes de causar a doença (De Wit, 2007). Com efetores adicionais e fazendo uso de 
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nutrientes do hospedeiro os patógenos podem sobreviver e completar seu ciclo de 

vida. Este fenômeno é chamado de susceptibilidade disparada por efetores (ETS). Não 

obstante, visto não possuírem uma adaptação do sistema imunológico, as plantas 

desenvolveram uma segunda linha de defesa com moléculas de detecção específicas, 

as chamadas proteínas de resistência (R). Efetores que capacitam ao patógeno 

sobrepujar a PTI são reconhecidos pelos genes específicos de resistência à doença.  O 

efetor reconhecido é denominado de proteína de avirulência (Avr) (Jones; Dangle, 

2006). Assim, fatores de virulência são transformados em fatores de avirulência, que 

permitem com que a planta especificamente detecte o patógeno com eficiência. A 

percepção da presença destes fatores de avirulência conduz  a uma resposta drástica e 

rápida de hipersensibilidade que restringe o crescimento do agressor (Postel; 

Kemmerling, 2009).  

 

Fatores de virulência são todos os mecanismos que permitem a invasão pelo hóspede 

(como estruturas, produtos ou estratégias que o invasor utiliza para sobrepujar o 

sistema de defesa do hospedeiro) e causa a infecção (Trabulsi et al., 2008). No 

momento da invasão, M. grisea secreta efetores que modificam as defesas e os 

processos celulares do hospedeiro à medida que ele sucessivamente invade células de 

arroz. Em plantas resistentes, os efetores são direta ou indiretamente reconhecidos 

por proteínas de resistência que residem no interior da célula vegetal ou nas 

membranas plasmáticas. Vários efetores secretados funcionam dentro da célula 

hospedeira, mas o mecanismo de absorção não é ainda conhecido (Mosquera et al., 

2009).  
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A variação observada entre os efetores de fungos mostra dois tipos de seleção que 

aparecem para se relacionar com o fato de eles interagirem direta ou indiretamente 

com suas proteínas de resistência. Em alguns casos, pode ocorrer o reconhecimento 

direto entre o produto do gene de resistência (R) e o produto do gene de avirulência 

(Avr). Interações diretas parecem favorecer mutações pontuais nos genes efetores, 

levando a substituições de aminoácidos (Stergiopoulos; De Wit, 2009). Em outros 

casos não tem sido observados os pares R/Avr. Esta observação conduziu à formação 

da hipótese da guarda, em que o modelo proposto é tal que as proteínas R interagem, 

ou guardam, uma proteína conhecida como guardee (a qual é o alvo do produto do 

gene Avr); quando há a detecção da interferência com a proteína guardee, há a 

ativação da resistência (Dodds et al., 2009; De Wit et al., 2009). 

 

1.4. A PROTEÍNA PWL2 DE Magnaporthe grisea 

 

Ferramentas de genética molecular em anos recentes têm permitido a identificação e 

a análise detalhada de genes envolvidos nos mecanismos de interação entre patógeno 

e seus hospedeiros. Para subverter as defesas do hospedeiro, M. grisea produz uma 

bateria de moléculas efetoras, incluindo alguns com atividade de avirulência (Avr), 

que são reconhecidos pelas proteínas de resistência do hospedeiro (R), resultando em 

ativação rápida e eficaz da imunidade inata (Yoshida et al., 2009).  
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Investigações conduziram à descoberta de uma família multigênica PWL 

(pathogenicity toward weeping lovegrass) altamente diversificada, composta de 4 

genes que definem 3 subgrupos. Alguns destes genes são determinantes de 

especificidade e outros interagem com genes de resistência em plantas. Estes genes 

são encontrados em muitas linhagens de M. grisea patogênicas de arroz. Esta família 

gênica encontra-se no cromossomo 2, numa região de DNA repetitivo  (Sweigard et al., 

1995).  

 

A análise genética de especificidade de hospedeiro em M. grisea permitiu a 

identificação de um gene, PWL2, cujo efeito mais significativo reside na habilidade do 

fungo infectar weeping lovegrass (Eragrostis curvula). O gene PWL2 foi inicialmente 

clonado e verificou-se que tem propriedades análogas à classe de genes de avirulência, 

cuja função previne a infecção de certos cultivares de espécies particulares de 

hospedeiros (Sweigard et al., 1995).  

 

Hifas biotróficas invasivas de M. grisea (Figura 3) secretam proteínas efetoras que 

modificam a defesa do hospedeiro e os processos celulares à medida que ocorre a 

invasão das células de arroz (Mosquera et al., 2009). Poucos genes que são 

especificamente expressos nestas hifas e muitos genes que codificam efetores 

secretados têm sido identificados, incluindo o gene de avirulência PWL2 (Kang et al., 

1995; Sweigard et al., 1995; Talbot et al., 2003; Donofrio et al., 2006; Mosquera et al., 

2009) 
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O gene PWL2, presente nas linhagens que são patogênicas de arroz, codifica a proteína 

PWL2, de 16,16 kDa, a qual não tem função conhecida, apresenta uma possível região 

de ligação transmembrana para os 25 primeiros aminoácidos (possível sequência-

sinal) e um conteúdo de 19% de glicina. O loco PWL2 é altamente polimórfico entre 

patógenos de arroz proveniente de diversas localizações geográficas. Uma simples 

substituição de uma única base resulta na perda da avirulência (Kang et al., 1995; 

Sweigard et al., 1995).  

 

 

1.5. PROTEÍNAS INTRINSECAMENTE DESORDENADAS 
 

Diferentes doenças em organismos superiores e drogas potenciais eficientes em 

impedir interações proteína-proteína têm sido associados à desordem estrutural das 

proteínas. Regiões desordenadas (DR) são proteínas inteiras ou regiões de proteínas 

que carecem de uma estrutura terciária fixa. Tais regiões desordenadas podem estar 

parcialmente ou totalmente não-dobradas. Essas regiões desordenadas têm 

demonstrado estarem envolvidas em uma variedade de funções, incluindo 

reconhecimento de DNA, modulação de especificidade / afinidade da ligação entre 

proteínas, e no controle de tempo de vida de proteínas. Embora essas DR careçam de 

uma estrutura definida em 3-D em seus estados nativos, elas freqüentemente sofrem 

transições desordem-para-ordem em ligação com os seus pares moleculares. Sabe-se 

que a seqüência determina a estrutura, mas alguns autores têm assumido que a 

seqüência deveria determinar a falta de estrutura também (Li et al.,1999; Romero et 

al., 2001; Romero et al., 2004). 
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O conceito predominante de que a estrutura 3D ordenada da proteína determina a sua 

função está passando por uma reavaliação. O interesse em proteínas intrinsecamente 

não estruturadas está aumentando por causa do reconhecimento de que funções 

biológicas derivam tanto de estrutura 3D ordenada como da falta de estrutura 

específica. Na verdade, algumas proteínas exigem a ausência de prévia estrutura 3D 

para realizar suas funções. Muitas proteínas confirmam que a estrutura inicial em 3D 

não é necessária para o reconhecimento biomolecular que envolve as proteínas 

intrinsecamente desordenadas, sendo que as regiões desordenadas podem se ligar a 

seus alvos com alta especificidade e baixa afinidade; além disso, a desordem intrínseca 

promove a diversidade de ligação permitindo a interação de proteínas com 

numerosos pares moleculares (Iakoucheva et al., 2002). 

 

Vários métodos têm sido utilizados para detectar e caracterizar a desordem intrínseca 

em proteínas, cada um com seus próprios pontos fortes e fracos: cristalografia de 

raios-X, dicroísmo circular (CD), proteólise limitada, ressonância magnética nuclear 

(NMR), e outros (Dunker et al., 2002). Na determinação das estruturas das proteínas 

por cristalografia de raios-X a desordem conduz à perda de densidade eletrônica, o 

que poderia facilitar a determinação dos locais onde a desordem se apresenta. 

Entretanto, a maior incerteza na informação proveniente da cristalografia de raios-X é 

que sem experimentos adicionais não fica claro se a região de perda de densidade 

eletrônica é um domínio oscilante, ou é intrinsecamente desordenado ou ainda se é o 

resultado de dificuldades técnicas.  
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A informação sobre a estrutura para proteínas em solução também é fornecida por 

dicroísmo circular. Far-UV CD spectra fornece uma estimativa da estrutura secundária 

e distingue random coils. No entanto, este método é apenas semi-quantitativo e carece 

de informações sobre resíduos específicos e, portanto, não fornece dados claros para 

as proteínas que contêm tanto regiões ordenadas quanto regiões desordenadas 

(Dunker et al., 2001). 

 

Quanto ao método de proteólise limitada, até o final dos anos 1940 já era reconhecido 

que a digestão por protease fornece uma visão mais detalhada sobre a a estrutura das 

proteínas. Estudos mais recentes forneceram evidências convincentes de que a 

flexibilidade, não a simples exposição da superfície da proteína, é o principal 

determinante para a digestão de possíveis sítios de corte por proteases (Dunker et al., 

2001). Assim, a hipersensibilidade às proteases é uma evidência segura da desordem 

da proteína. A digestão por proteases dá informação específica sobre posição. No 

entanto, a exigência de resíduos sensíveis à protease limita a demarcação de 

ordem/desordem por este método. A digestão por protease é especialmente útil 

quando usada em combinação com outros métodos (Dunker et al., 2002).  Por 

exemplo, digestão por protease é útil quando combinada com espectros de CD, que 

carece de informação sobre a posição específica. Finalmente, a combinação da 

proteólise e espectrometria de massas para a identificação dos fragmentos mostra a 

promessa especial para indicar a presença de desordem intrínseca (Uversky, 2002). 
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No caso de NMR, estruturas 3D de proteínas podem ser determinadas em solução. A 

ausência do requisito de cristalização significa que NMR fornece uma estimativa 

menos tendenciosa da desordem em comparação com cristalografia, mas domínios de 

proteínas do tipo molten globule serão subestimados na caracterização por NMR.  

 

As relações entre sequência e estrutura indicam que a desordem é uma propriedade 

codificada (Dunker et al., 2008). Predições em 29 genomas indicam que as proteínas 

de eucariotos têm muita desordem intrínseca (Dunker et al., 2001). Muitas moléculas 

de interesse (como drogas potenciais) têm se mostrado atuantes no bloqueio das 

interações proteína-proteína, baseado na desordem intrínseca de um de seus pares 

(Iakoucheva et al., 2002); este fato pode incrementar a busca de soluções para 

inúmeras patogenicidades, incluindo aquelas provocadas por fungos fitopatogênicos, 

soluções estas fundamentadas em interações envolvendo proteínas distinguidas pela 

desordem intrínseca de um de seus pares. 

 

 

1.6. XILANASES  

 

Celulose, hemicelulose (que contem xilana) e lignina são os principais componentes 

das paredes das células vegetais. A xilana é um heteroglicano com um elevado 

potencial de conversão para os produtos finais úteis. A conversão completa da 

hemicelulose requer a ação de várias enzimas que clivam a cadeia principal e a cadeia 

lateral: endoxilanase (endo-1,4-β-xilanase, EC 3.2.1.8) β xilosidase (1,4-β-xilosidase, EC3.2.1.37), α- glucuronidase (α-glucosiduronase, EC3.2.1.139), α- 
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arabinofuranosidase (α-L arabinofuranosidase, EC3.2.1.55) acetylxylan e esterase (CE 

3.1.1.72). Endo-β-1,4-xilanases catalisam a hidrólise de xilana na cadeia principal para 

produzir xilooligosacarídeos que, por sua vez, podem ser convertidos em xilose por 

xilosidase-β (Zhang et al., 2007).  

 

Com base em homologias de seqüência de aminoácidos e análise de clusters, as 

xilanases foram agrupadas principalmente em duas famílias de glicosil hidrolases:  

família F ou GH10 e família G ou GH11 (Jeffries 1996; Zhou et al., 2008). No entanto, 

outras famílias glicosídeo hidrolase (GH5, GH7, GH8 e GH43) também foram 

encontrados contendo diferentes domínios com atividade endo-1,4-β-xilanase (Collins 

et al., 2005).  

 

A natureza é repleta de bactérias e fungos que podem produzir enzimas de 

degradação da parede celular. A maioria dos microrganismos isolados de resíduos do 

solo/compostagem é capaz de produzir um espectro de enzimas de degradação da 

parede celular (Badhan et al., 2007). Os fungos filamentosos têm sido utilizados por 

mais de 50 anos na produção de enzimas industriais. Eles são amplamente utilizados 

como produtores de xilanase e são geralmente considerados como mais potentes do 

que bactérias e leveduras (Polizeli et al., 2005; Pedersen et al., 2007). Gêneros de 

fungos que são conhecidos por produzir xilanases incluem Aspergillus, 

Disporotrichum, Penicillium, Neurospora, Fusarium, Chaetomium, Trichoderma, etc 

(Kulkarni et al., 1999; Mach; Zeilinger, 2003; Saleem et al., 2008). As xilanases de 

fungos têm muitos usos comerciais tais como na confecção de papel, na ração animal, 
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na confecção de pães, na indústria produtora de sucos e vinho, na indústria têxtil, na 

indústria farmacêutica, etc. (Polizeli et al., 2005). 

 

Sabendo que patógenos de plantas penetram em seus hospedeiros por diferentes 

mecanismos incluindo pela degradação de parede celular, muito tem sido descrito a 

respeito de seu ciclo de vida e de muitos processos biológicos complexos envolvidos 

no desenvolvimento da patogenicidade de M. grisea (Kwon et al., 2008; Yara et al., 

2008; Talbot, 2003; Goriely et al., 2006). Um dos mecanismos que M. grisea utiliza 

para penetrar o hospedeiro é através de um complexo enzimático xilanolítico de 

degradação de parede celular da planta. Diferentes xilanases têm sido identificadas 

em M. grisea e estão possivelmente envolvidas nos mecanismos de infecção das 

plantas hospedeiras (Shengcheng et al. 2001). Atualmente, a amplificação e clonagem 

de três genes putativos de xilanases, XYL3, XYL4 e XYL5 (respectivos números de 

acesso no GenBank: AY144348 a 144.350) foram relatados (Wu et al., 2006). Dentre 

o complexo xilanolítico, a enzima mais importante é a endoxilanase (endo-1,4-β-

xilanase, EC 3.2.1.8) (Zhou, 2008).  A proteína XYL5 é uma putativa endo-1,4-β-

xilanase que contém um domínio conservado da família 10 de Glicosídeo Hidrolases 

GH10 (Berrin; Juge, 2008).  

 

Xilanases têm sido isoladas de microrganismos de vários gêneros e expressos em 

Escherichia coli. Entretanto, em bactérias, as xilanases são produzidas em níveis muito 

menores e restritas às frações periplasmática e intracellular. Além disso, as enzimas 

expressas em bactéria não estão sujeitas às modificações pós traducionais (Oliveira, 
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2006; Polizeli et al., 2005). Assim, investimentos diversos têm sido feitos no sentido 

de utilizar ferramentas de genética molecular objetivando-se entender os mecanismos 

complexos que estão envolvidos na interação entre patógenos e seus hospedeiros. 

Para tal, diferentes estratégias de clonagem, expressão e purificação de proteínas 

patogênicas têm sido desenvolvidas visando aperfeiçoar cada etapa do processo que 

tem como meta a caracterização estrutural e funcional de tais proteínas 

recombinantes. Deste modo, otimiza-se o uso de vetores plasmidiais diversos para 

facilitar os procedimentos que possibilitem aumentar o produto protéico purificado, 

com base na especificidade para a ligação em resinas utilizadas em cromatografia de 

afinidade. Otimiza-se também a utilização de linhagens de expressão que aumentem a 

solubilidade de proteínas recombinantes (Nallamsetty, 2007; Thiede et al., 2005; 

Nishihara, 1998; Mortimer et al., 1997). Neste trabalho, nós clonamos, expressamos e 

avaliamos a atividade da enzima xilanolítica XYL5 íntegra e de seu domínio GH10 

como proteínas de fusão com tiorredoxina (TRX) ou maltose binding protein (MBP). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

 Contribuir para a compreensão do mecanismo utilizado pelo fitopatógeno M. 

grisea para infectar e causar doença (brusone ou blast disease) na planta 

hospedeira 

 Auxiliar no entendimento da função gênica na patogenicidade 

 Fornecer subsídios para a seleção de plantas resistentes ao patógeno, visando à 

aplicação prática de cunho econômico 

 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Clonagem e expressão, em E. coli, de genes relacionados à patogenicidade de M. 

grisea visando à purificação de suas proteínas relacionadas  

 Avaliar aspectos estruturais e funcionais das proteínas PWL2D e XYL5 que 

fossem relevantes para a compreensão das interações do fungo com seu 

hospedeiro 
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3. METODOLOGIA 

 

As amplificações das seqüências-alvo para a obtenção e a purificação dos insertos a 

serem clonados foram feitas de acordo com os manuscrito 1 e 2. A transformação das 

células de E. coli com PEG (polietilenoglicol 10%) foi feita de acordo com Sambrook  

(Sambrook; Russell, 2001). Os procedimentos de clonagem, as condições de cultivo e 

de indução de expressão, as purificações por cromatografia de afinidade e a análise 

por SDS-PAGE das proteínas foram realizadas de acordo com o manuscrito 1 para 

todos os genes de M. grisea aqui estudados. Em caso de outro método usado para os 

procedimentos anteriores, será especificado no texto. 

 

 

3.1. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE XILANOLÍTICA PELO MÉTODO DO DNS 

 

A quantificação dos açúcares redutores totais presentes no extrato enzimático foi feita 

pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) conforme Miller (Miller, 1959) 

utilizando solução de xilose como padrão. De acordo com este método, o DNS sofre 

redução de um de seus grupos nitro ao reagir com os carboidratos, formando um 

composto que apresenta forte absorção em 540nm. Na reação ocorre uma redução do 

ácido 3,5-dinitrosalicílico para 3-amino-5-nitrosálico, que é um produto de cor laranja, 

enquanto o grupo aldeído dos açúcares redutores é oxidado para carbonila.  
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A solução com o reagente DNS foi preparada (dissolvendo-se 10g DNS, 2g de fenol, 

0,5g de sulfito de sódio e 10g de NaOH em 1000ml de água destilada), e armazenada 

em frasco plástico protegido da luz à temperatura ambiente. 

 

A solução de tartarato duplo de sódio e potássio foi preparada (4 g do sal em um 

volume final de 100 ml de água destilada), armazenada protegida da luz e em 

temperatura ambiente. 

 

A solução de xilose para a curva-padrão foi preparada a 1 mg/ml. A curva-padrão foi 

feita com a leitura da absorbância para as concentrações de xilose a 1,0 mg/ml, 0,5 

mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,12 mg/ml, 0,06 mg/ml e 0 mg/ml.  

 

A solução de xilana (birchwood, Sigma) a ser usada como substrato foi preparada a 

1%. O conteúdo de proteínas totais nas amostras foi padronizado por meio da leitura 

em 280nm espectrofotômetro. Um volume de 665 l do substrato xilana em solução 

foi adicionado a 335 l se solução contendo as amostras padronizadas, levado a banho 

de 50°C por 20 min. Um volume de 300 l desta mistura foi adicionado a tubos 

contendo 300 l da solução de DNS. Os tubos, fechados, foram levados a banho de 90o 

C por 15 min. Os tubos foram retirados do banho, e 100 l da solução de tartarato foi 

adicionado. A leitura foi feita em 540 nm, sendo que cada leitura foi realizada em 

triplicata proveniente de medidas independentes. 
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Para detectar as unidades redutoras não provenientes da hidrólise enzimática da 

xilana foi utilizado como controle uma mistura da solução de xilana, tampão de 

extração e o DNS. Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a quantidade 

de enzima requerida para gerar 1 mol de xilose equivalente por minuto a 50°C, e a 

atividade específica foi definida como unidades por mg de proteína.  

 

O procedimento anterior foi também utilizado para as frações provenientes da 

purificação por cromatografia de afinidade à amilose ou ao níquel: as frações eluídas 

contendo as proteínas de interesse foram dializadas contra tampão Tris (50 mM Tris-

HCl, pH 7.0), por 8-12 horas, sendo posteriormente quantificadas e submetidas à 

análise da atividade xilanolítica. Detalhes sobre a avaliação da atividade xilanolítica 

utilizando o método DNS para as proteínas XYL5 e XYL5/DOM e para as proteínas de 

fusão MBP-XYL5 e MBP-XYL5/DOM encontram-se no manuscrito 2. 

 

 

3.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE XILANOLÍTICA PELO MÉTODO DA COLORAÇÃO DE 

MEIO EM PLACAS  

 

O método de avaliação da atividade xilanolítica em placas foi feito com uma adaptação 

de Teather (Teather; Wood, 1982) e de Kasana (Kasana et al., 2008). Foi utilizada uma 

solução de Congo Red 2%. Este corante (3,3’-(4,4’-Bifenildiilbisazo) bis- (4-amino-1-

naftalinsulfonato)- de dissódio) tem uma forte afinidade por fibras de celulose, mas 

esta afinidade parece não ser por ligação covalente (Howie et al., 2008). A agregação 
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do corante tende ao vermelho no espectro de absorção, onde a ligação à fibras de 

celulose ou à fibras de amilóides tem o efeito oposto, ou seja, a ausência da coloração 

vermelho-alaranjado (Teather; Wood, 1982; Li et al., 2010).  

 

Placas de Petri contendo 1% de agarose e 1% de xilana (w/v) foram preparadas; 

poços com cerca de 3,0mm de diâmetro foram feitos no meio solidificado.  Nestas 

placas foram inoculados 20 L de extrato enzimático contendo as proteínas de 

interesse (este extrato foi proveniente da fração solúvel obtida de 3 mg de massa de 

bactérias contendo MBP-XYL5 ou MBP-XYL5/DOM).  Como controle negativo foi 

utilizado o mesmo procedimento para com o massa de bactérias contendo o vetor 

pSV282 sem inserção dos genes das proteínas de interesse. As placas inoculadas 

foram incubadas por 22h a 25°C. Aproximadamente 10 ml de solução de Congo Red foi 

cuidadosamente depositada sobre o meio nas placas, seguido de incubação à 

temperatura ambiente por 15 min. A solução de Congo Red foi removida e 10 ml de 

solução salina (1M NaCl) foi adicionada. Após 30 min a solução salina foi removida e 

uma solução de 50 g/l de ácido acético foi adicionada para permitir a visualização dos 

halos de degradação da xilana. 

 

O procedimento anterior foi também utilizado para as frações provenientes da 

purificação por cromatografia de afinidade ao níquel ou à amilose: as frações eluídas 

contendo as proteínas de interesse foram dializadas contra tampão Tris (50 mM Tris-

HCl, pH 7.0), por 8-12 horas, sendo posteriormente quantificadas e submetidas à 

análise da atividade xilanolítica em placa. Como controle negativo foi utilizado o 



Metodologia 

31 

 

mesmo procedimento com a fração solúvel proveniente da massa de bactérias 

contendo o vetor pSV282 sem inserção dos genes das proteínas de interesse. 

 

Detalhes sobre a avaliação da atividade xilanolítica utilizando o método de coloração 

com Congo Red para as proteínas de fusão MBP-XYL5 e MBP-XYL5/DOM encontram-

se no manuscrito 2. 
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4. MANUSCRITOS E INFORMAÇÕES ADICIONAIS 

 

4.1. MANUSCRITO 1 

 

Este manuscrito foi publicado no periódico Protein Expression and Purification sob o 

código de referência DOI information 10.1016/j.pep. 2010.04.020.  

 

 

 

Overexpression and purification of PWL2D, a mutant of the 

effector protein PWL2 from Magnaporthe grisea 

 

Schneider, DRS; Saraiva, AM; Azzoni, AR; Miranda, HRCAN; de Toledo, MAS; Pelloso , 

AC; de Souza, AP  
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4.2. INFORMAÇÕES ADICIONAIS SOBRE A FAMÍLIA PWL 

 

4.2.1. Genes e proteínas íntegras da família PWL: clonagem, expressão e 

purificação  

 

Empregando o DNA genômico como molde, os genes de interesse foram inicialmente 

amplificados com o uso de primers flanqueadores ao gene e posteriormente clonados 

com o uso de primers específicos para os vetores de clonagem. Seguiu-se com o 

seqüenciamento a fim de se comparar as seqüências genômicas das linhagens do 

laboratório com aquelas presentes no GenBank. 

 

O fragmento correspondente ao gene PWL1 foi amplificado apresentando-se em uma 

banda eletroforética correspondente a 2,5 vezes o tamanho estimado no banco de 

dados. O genoma de M. grisea pode conter arranjos cromossômicos instáveis, e genes 

que pertencem às famílias gênicas como PWL ou que estão em posição telomérica 

(como o gene PWL1) podem ter a sua amplificação dificultada (McPherson et al., 1995; 

Valent; Chumley, 1991), o que poderia, a princípio, justificar o resultado obtido.   

 

Quanto ao gene PWL2, o seqüenciamento dos fragmentos amplificados a partir do 

DNA genômico das linhagens A e E mostrou uma seqüência de nucleotídeos, nestas 

linhagens, idêntica àquela do banco de dados (Figura 5).  

 

 



Manuscritos e Informações Adicionais 

42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A linhagem C apresentou uma diferença na seqüência de nucleotídeos que conduziu a 

uma variação na seqüência de proteína, a saber, asparagina no lugar de aspartato na 

posição 90 da proteína (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O fragmento amplificado correspondente ao gene PWL2 proveniente da linhagem D 

apresentou duas diferenças na seqüência de nucleotídeos em relação à seqüência 

Figura 6. Alinhamento das seqüências das proteínas PWL2 (GenBanK: AAA91019.1), PWL2A, PWL2C, 
PWL2D e PWL2E utilizando o software ClustalW2.0 (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 
PWL2C apresenta asparagina no lugar de aspartato na posição 90 da proteína, enquanto PWL2D 
apresenta asparagina no lugar de aspartato na posição 90 da proteína e serina no lugar de cisteína na 
posição 142 da proteína, em relação à PWL2. 

CLUSTALW 2.0.12 multiple sequence alignment 

 

                                

PWL2/A/E        MKCNNIILPFALVFFSTTVTAGGGWTNKQFYNDKGEREGSISIRKGSEGDFNYGPSYPGG 60 

PWL2C           MKCNNIILPFALVFFSTTVTAGGGWTNKQFYNDKGEREGSISIRKGSEGDFNYGPSYPGG 60 

PWL2D           MKCNNIILPFALVFFSTTVTAGGGWTNKQFYNDKGEREGSISIRKGSEGDFNYGPSYPGG 60 

                ************************************************************ 
                                                  

PWL2/A/E        PDRMVRVHENNGNIRGMPPGYSLGPDHQEDKSDRQYYNRHGYHVGDGPAEYGNHGGGQWG 120 

PWL2C           PDRMVRVHENNGNIRGMPPGYSLGPDHQENKSDRQYYNRHGYHVGDGPAEYGNHGGGQWG 120 

PWL2D           PDRMVRVHENNGNIRGMPPGYSLGPDHQENKSDRQYYNRHGYHVGDGPAEYGNHGGGQWG 120 

                *****************************:****************************** 

 

PWL2/A/E        DGYYGPPGEFTHEHREQREEGCNIM 145 

PWL2C           DGYYGPPGEFTHEHREQREEGCNIM 145 

PWL2D           DGYYGPPGEFTHEHREQREEGSNIM 145 

                *********************.*** 

142 

   l 

 90 

   l 

Figura 5. Alinhamento das seqüências dos genes PWL2 (GenBanK: U26313.1), PWL2A, 
PWL2C, PWL2D e PWL2E.  
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disponível no GenBank  (Figura 5); tais diferenças na linhagem D conduzem a duas 

alterações na seqüência de aminoácidos (asparagina no lugar de aspartato, na posição 

90 da proteína, e serina no lugar de cisteína, na posição 142 da proteína). 

 

Destaca-se a diferença na posição 90 da proteína: já foi relatado que esta diferença é 

suficiente para cessar a função de avirulência do gene PWL2, conduzindo à 

susceptibilidade do hospedeiro (Sweigard et al., 1995). Os alelos do gene PWL2 foram 

denominados PWL2A, PWL2C, PWL2D e PWL2E (ou seja, os alelos do gene PWL2 nas 

linhagens A, C, D e E, respectivamente). O manuscrito 1 avalia as implicações destas 

alterações dos resíduos quanto às possíveis mudanças nas interações do produto do 

gene de avirulência PWL2D com outras proteínas bem como o reconhecimento do 

patógeno pelo hospedeiro em relação a estas mudanças. 

 

O fragmento amplificado correspondente ao gene PWL3 apresentou diferenças na 

seqüência de nucleotídeos da linhagem em relação à seqüência disponível no banco de 

dados nas linhagens utilizadas: uma deleção (T) na posição 301, uma transição (G > A) 

na posição 363 e uma transversão (A > C) na posição 391. A proteína PWL3 foi 

expressa na fração insolúvel, tanto na linhagem de E. coli BL21(DE3) como na 

linhagem BL21(DE3)ptGroE. O gene PWL3 e sua proteína relacionada integraram-se a 

outro projeto de pesquisa. 

 

O gene PWL4 não foi amplificado a despeito dos primers utilizados, fossem eles 

específicos para a seqüência gênica ou fossem flanqueadores a ela. Devido ao gene 
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PWL4 ser um alelo do gene PWL3, o qual foi amplificado a partir do genoma das 

linhagens utilizadas, a existência de um dos genes no genoma haplóide de M. grisea 

implica na exclusão do outro (Kang et al., 1995), podendo justificar o resultado obtido.  

 

4.2.2. Regiões intragênicas no gene PWL2 

 

Utilizando o software de predição TMHMM Server v. 2.0 (disponível em 

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) para a avaliação da existência de regiões 

transmembranas, puderam-se identificar as seqüências referentes ao peptídeo-sinal 

nas proteínas traduzidas (Figura 7) dentro da seqüência dos genes de interesse 

(PWL2A, PWL2C, PWL2D e PWL2E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7. Predição de peptídeo sinal na proteína PWL2, por intermédio do software 
TMHMM2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) 

Sequence Length: 145 

# Sequence Number of predicted TMHs:  1 

# Sequence Exp number of AAs in TMHs: 19.25768 

# Sequence Exp number, first 60 AAs:  19.25768 

# Sequence Total prob of N-in:        0.59512 

# Sequence POSSIBLE N-term signal sequence 

Sequence TMHMM2.0 inside      1     6 

Sequence TMHMM2.0 TMhelix      7    26 

Sequence TMHMM2.0 outside     27   145 
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Empregando o software Predictors of Natural Disordered Regions - PONDR (Li et al., 

1999; Romero et al., 2001; Romero et al., 2004) para a predição de regiões 

desordenadas dentro de seqüências protéicas, identificaram-se também tanto regiões 

ordenadas como regiões desordenadas nas proteínas relacionadas aos genes em 

questão (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sabe-se que a natureza hidrofóbica de peptídeos-sinal (Figura 9) interfere na 

translocação de proteínas para a membrana citoplasmática, podendo resultar na 

formação de corpos de inclusão, inclusive no periplasma (QIAGEN Manual, 2003). 

Assim, a retirada do peptídeo-sinal tem sido recomendada em procedimentos de 

PWL2 

Figura 8. Predição das regiões ordenadas e desordenadas nas proteínas (A) PWL2; (B) PWL2D; (C) TRX 
tag (proveniente do pET32/XaLIC). Setas verdes: orPWL2D (resíduos 86-129).  Setas azuis: shPWL2D 
(resíduos 26-145) 

 

(B) 

 

(C) 

 

(A) 

PWL2 
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expressão de proteínas recombinantes visando melhorar a obtenção de proteína 

solúvel (QIAGEN Manual, 2003). Adotou-se, deste modo, a estratégia de clonagem dos 

genes de interesse sem a seqüência referente ao peptídeo-sinal visando uma possível 

melhora na aquisição da fração protéica solúvel expressa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido à predição do peptídeo-sinal, à predição das regiões desordenadas e à 

predição de uma região ordenada existentes nas proteínas traduzidas a partir dos 

genes PWL2A, PWL2C e PWL2D, entendemos que a amplificação de regiões 

intragênicas poderia otimizar a produção e a solubilidade das proteínas de interesse. 

Denominou-se shPWL2_ (short sequence of PWL2_) à seqüencia protéica sem o 

peptídeo-sinal, e denominou-se orPWL2_ (ordered sequence in PWL2_) à seqüência 

ordenada e contendo o resíduo 90 (considerado crítico para a função de avirulência 

do gene, segundo Sweigard et al., 1995), conforme a Figura 1 no manuscrito 1. 

 

  

A B 

Figure 9. Predição da hidrofobicidade de (A) TRX-PWL2D: notar que o peptídeo-sinal (resíduos 163-188) 
contribui para aumentar a hidrofobicidade. (B) TRX-shPWL2D. TRX tag (resíduos 1-162). Software disponível 
em www.expasy.ch/tools/protscale.html 

http://www.expasy.ch/tools/protscale.html
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4.2.3. Clonagem e expressão dos alelos de PWL2 e de suas regiões intragênicas   

 

Distintos sistemas de clonagem e expressão foram utilizados para os alelos de PWL2 e 

suas regiões intragênicas. Os genes íntegros PWL2A, PWL2C e PWL2D foram clonados 

em pET32Xa/LIC, em pETSUMO/Pro (com auxílio das endonucleases de restrição 

BamHI e BsmaI),  e em pET29a(+) (com auxílio das endonucleases de restrição NdeI e 

XhoI). As regiões intragênicas orPWL2A, shPWL2A, orPWL2C, shPWL2C, orPWL2D e 

shPWL2D foram clonados em pET32Xa/LIC e em pET29a(+) (com auxílio das 

endonucleases de restrição NdeI e XhoI).  

 

Juntamente com os vetores listados anteriormente no item 5.2 puderam-se compor os 

sistemas de expressão utilizados para as os genes íntegros [nas linhagens BL21(DE3), 

BL21(DE3)ptGroE, BL21(DE3)AD494, BL21(DE3)pRIL, BL21(DE3)pLysS, BL21 

(DE3)Rosetta e BL21 (DE3)SlyD-], e para as regiões intragênicas clonadas [nas 

linhagens BL21 (DE3) e BL21 (DE3)ptGroE]. 

 

Visto que a linhagem D (Py 416-L1-3) contem o gene PWL2 com duas alterações  na 

seqüência gênica (denominado PWL2D, significando alelo do gene PWL2 na linhagem 

D) esta linhagem foi utilizada para a avaliação mais detalhada da proteína íntegra 

expressa e dos peptídeos relativos às suas regiões intragênicas (orPWL2D e 

shPWL2D), conforme o manuscrito 1. O maior rendimento em termos de solubilidade 

e de nível de expressão foi alcançado com a combinação do sistema BL21(DE3), o 

vetor pET32-Xa/LIC e as regiões intragênicas shPWL2 e orPWL2 (Figura 2 do 
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manuscrito 1). Este resultado reafirmou que, neste caso, a retirada do peptídeo-sinal 

pode melhorar a solubilidade da proteína-alvo (QIAGEN Manual, 2003). A expressão 

com o vetor pET29a(+)não produziu proteína solúvel. 

 

 

4.2.4. Técnicas espectroscópicas 

 

4.2.4.1. Espectrometria de massas  

 

A espectrometria de massas (MS) por MALDI-TOF foi realizada inicialmente com o 

intuito de se certificar da fidelidade da clivagem feita pelas proteases e das massas 

moleculares das proteínas e peptídeos de interesse resultantes após a clivagem da 

cauda fusionada. A técnica de MS utilizada, descrita no manuscrito 1, confirmou que a 

trombina clivou PWL2D fusionada à cauda do pET32-Xa/LIC no sítio esperado, visto 

que o espectro de peptídeos tripticos gerados pela ação da tripsina sobre a proteína 

PWL2D clivada com trombina correspondeu ao previsto (Figura 10).  
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4.2.4.2. Dicroísmo Circular (CD) 

 

Espectroscopia de dicroísmo circular (CD) foi usada para monitorar o enovelamento 

apropriado das proteínas TRX-PWL2D, TRX-shPWL2D e TRX-orPWL2D, antes e após a 

clivagem da cauda TRX de solubilização. Os espectros de CD para TRX-PWL2D, 

PWL2D, shPWL2D, orPWL2D e para a cauda resultante após a clivagem são mostrados 

e avaliados no manuscrito 1. Os espectros antes da clivagem da cauda TRX indicam 

proteínas bem dobradas com uma mistura de elementos estruturais alfa-hélice e beta-

sheet (Krogh et al., 2001). No entanto, após a remoção da cauda TRX, os espectros de 

CD das proteínas indicaram a existência de random coil. A influência da estrutura da 

 

Figura 10. Espectrometria de massas. Espectro de peptídeos tripticos gerados pela ação da tripsina 
sobre a proteína TRX- PWL2D clivada com a proteína trombina  
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cauda TRX na manutenção da estrutura das proteínas pode ser inicialmente avaliada 

pelo espectro de CD desta cauda (manuscrito 1, Figura 3), indicando que a presença de 

elementos estruturais, nas proteínas recombinantes fusionadas, antes da clivagem da 

cauda de solubilização TRX, pode ser justificada na própria estruturação da cauda, 

explicando, a princípio, a perda de estrutura das proteínas após a clivagem. 

 

4.2.4.3. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (NMR) 

 

O espectro unidimensional das proteínas não marcadas foi coletado, estando estas em 

tampão fosfato de sódio 100 mM, pH6.8 a 250C para a análise do estado das estruturas 

protéicas através da dispersão dos picos. Pelos espectros gerados em NMR, 

confirmaram-se os resultados do dicroísmo circular: após a clivagem com trombina, 

orPWL2D apresentou-se desestruturada em random coil, conforme mostrado na  

Figura 5 do manuscrito 1. 
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Abstract 
 

We cloned the putative xylanase XYL5 (EC3.2.1.8) gene of Magnaporthe grisea and its conserved 

catalytic domain (XYL5/DOM). These proteins were fused to MBP and expressed in Escherichia coli. 

The soluble extract containing the fusion proteins MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM showed positive 

activity compared to the control MBP. We report the expression of a novel xylanolytic enzyme that 

presents activity without any purification or excision of the solubilization tag, by the use of a 

heterologous system as simple as E. coli. These aspects are economically advantageous in terms of cost 

and production time for industrial processes use xylanolytic enzyme complexes. To our knowledge, this 

is the first time that the M. grisea XYL5 pathogenicity gene has been successfully expressed in E. coli 

and the first time that its xylanolytic enzyme activity was demonstrated. 

 

Keywords: Xylanase XYL5; Magnaporthe grisea; MBP fusion; recombinant protein; pSV282. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbreviations: MBP- Maltose Binding Protein;  
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1 Introduction 

 

Xylan is the second most abundant renewable polysaccharide in nature after cellulose. It is one of the major 

polysaccharide components of secondary plant cell walls in cereals, in which it maintains cell wall integrity 

by attaching to cellulose, lignin, pectin and other polysaccharides (Zhou et al. 2008). Unlike cellulose, xylan 

is a complex polymer consisting of a -1,4-linked xylopyranoside backbone substituted with side chains. The 

heterogeneity and complexity of xylan has resulted in an abundance of diverse xylanases that differ in their 

physico-chemical properties, modes of action and substrate specificities. For example, Endo-1,4-β-D-

xylanases (EC 3.2.1.8) randomly cleave the xylan backbone, while β-D-xylosidases (EC 3.2.1.37) release 

xylose monomers from the nonreducing end of xylo-oligosaccharides and xylobiose (Berrin and Juge 2008). 

 

Xylanolytic enzymes, from a variety of microorganisms, have attracted attention mainly because of their 

potential biotechnological uses in several industries, such as the food, feed, biofuel and pulp and paper 

industries (Jun et al. 2009). Today, the most effective application of xylanases is in the pre-bleaching of kraft 

pulp to minimize the use of harsh chemicals in the subsequent treatment stages of pulp bleaching (Beg et al. 

2001). In the feed industry, the incorporation of xylanase into the rye-based diet of broiler chickens results in 

the reduction in intestinal viscosity, thereby improving both the weight gain of chicks and their feed 

conversion efficiency (Talbot 2003). In baking, xylanases improve the elasticity and strength of dough, 

increasing loaf volumes and the texture of breads (Ahmed et al. 2009; Polizeli et al. 2005). Xylanases, in 

combination with other enzymes, can also be used for the generation of biological fuels, such as ethanol from 

lignocellulosic materials; for degumming of fibers, such as flax, hemp, jute and ramie; and for the deinking of 

waste newspapers, which are used in the papermaking process (Beg et al. 2001; Jun et al. 2009).      

 

Fungi, actinomycetes and bacteria are some of the most important xylanolytic enzyme producers. Many of 

these organisms have been shown to produce different forms of xylanases, which may have diverse physico-

chemical properties, specific activities and overlapping but dissimilar specificities, increasing the efficiency 

and extent of hydrolysis (Ahmed et al. 2009). For scientific and industrial purposes, different systems have 

been used for cloning and expression of xylanolytic enzymes, especially from fungi. Recombinant 

Escherichia coli, yeast and fungi have been studied, and each system has advantages and disadvantages that 

must be evaluated in order to obtain functional recombinant enzyme (Caoet al. 2007; Carapito et al. 2009; 

Nevalainen et al. 2005; Sakaguchi et al. 2008).  Among these systems, E. coli has been widely used for the 

cloning and heterologous expression of recombinant xylanases from fungi (Zhou et al. 2008; Lee et al. 2007). 

This employ is mainly due to the widespread use of simple DNA cloning techniques, the large number of 

commercial cloning vectors, the simplicity of overproduction of recombinant enzymes, etc. (Zhou et al. 

2008). However, there are also important restrictions on the use of E. coli as a cloning host for fungal 

enzymes, such as the absence of post-translational modifications, which may affect the activity of the 

resulting recombinant xylanase (Ahmed et al. 2009). The lack of glycosylation is known to be an important 
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factor that accounts for the reduction in the affinity between the enzyme and substrate as well as the decrease 

in enzyme stability (Ahmed et al. 2009; Polizeli et al. 2005). Although several fungi and yeasts have been 

used as expression hosts for fungal xylanases, E. coli continues to be used as the preferred cloning host. In 

general, it provides a convenient way to produce significant amounts of enzyme for functional studies and 

structural elucidation that can guide further improvements in enzyme characteristics by point mutation and 

protein engineering approaches (Ahmed et al. 2009). 

 

In this work, we cloned, expressed and partially characterized a putative xylanase from Magnaporthe grisea 

using E. coli. M. grisea is a filamentous fungus, an Ascomycete, and a pathogen of economically important 

cereals, such as wheat and barley, and causes the most severe disease in rice (Talbot 2003). The genome 

sequence of the Magnaporthe grisea was published recently (Dean et al. 2005). Different xylanases have been 

identified in Magnaporthe grisea and are possibly involved in the fungi plant infection mechanisms 

(Shengcheng et al. 2001). Currently, the amplification and cloning of three putative xylanase genes, XYL3, 

XYL4 and XYL5 (GenBank accession numbers AY144348 to 144350), have been reported (Wu et al. 2006). 

The XYL5 protein is a putative Endo-1,4-β-D-xylanase (EC 3.2.1.8) that contains a conserved domain of 

family 10 of Glycoside Hydrolases (GH10) (Berrin and Juge 2008). Here, we cloned, expressed in 

Escherichia coli and evaluated the xylanolytic activity of the intact XYL5 enzyme and the conserved catalytic 

domain of XYL5 from M. grisea as fusion proteins with maltose binding protein (MBP). This is the first 

report of the successful expression of the XYL5 xylanase in E. coli, a finding with biotechnological and 

agricultural implications.  

 

  

2 Materials and Methods 

 

2.1 Materials 

 

The strain Py 416-L1-3 of the filamentous fungus Magnaporthe grisea, obtained from the National Center for 

Research on Beans and Rice (CNPAF - GO, Brazil), was used as the source of genomic DNA, which was 

used to obtain the XYL5 gene. The Escherichia coli DH5 [F2 lacZD M15 hsdR17 (r2 m2) gyr A36] and 

BL21(DE3) (Novagen, Madison, WI, USA) strains were used as host strains for subcloning and gene 

expression, respectively.  

 

The plasmid vectors and expression strains were obtained from Novagen (Novagen, Madison, WI, USA). The 

plasmid vector pSV282 (from of the vector pET27-a, Novagen), was used for cloning, gene amplification and 

protein expression. 
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The restriction enzymes, BamHI, BpiI and XhoI were obtained from Fermentas (MD, USA). The modification 

enzymes T4 DNA ligase and Taq polymerase were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

 

Fragments amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) were purified using the QIAquick PCR 

Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Plasmid DNA was purified using the QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany). All chemicals were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) unless otherwise 

specified. 

 

2.2 Genomic DNA extraction and purification 

 

Genomic DNA extraction and purification procedures from M. grisea were adapted using a method described 

previously (Lecellier and Silar 1994). Petri dishes of 9.0 cm in diameter, with solid medium PDA, were 

covered with a sterile, permeable cellophane disk. Seven "plugs" from plates with mycelium were placed on 

the disk. After 4-6 days of incubation at 28C, the mycelium was scraped from the cellophane. The material 

was transferred to 1.5 ml microcentrifuge tubes and 600 L of extraction buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 

mM EDTA, 100 mM NaCl and 2% SDS) was added to each tube. The following cycle was repeated three 

times: the tubes were vortexed for 30 s, frozen in liquid nitrogen for 30 s and incubated in a dry incubator for 

30 s (70oC) until completely thawed. DNA was purified using the classical phenol-chloroform-isoamyl 

alcohol method. The DNA was precipitated with ethanol and sodium acetate. The DNA pellets were 

resuspended in 20 L of TE buffer (Sambrook and Russell 2001). 

 

2.3 Construction of the XYL5 and XYL5/DOM expression vectors 

 

An alignment of XYL5 with several xylanases from different fungi is presented in Figure 1; it indicates the 

presence of conserved regions. To know the activity of XYL5 and compare it to the activity its conserved 

domain XYL5/DOM we expressed them as MBP-fusion proteins using the cloning vector pSV282. This 

vector, from of the vector pET27-a (Novagen), has the following basic structure: His tag site (6 histidines) – 

MBP tag site (45kDa) – Tobacco Etch Virus (TEV) protease site – BamHI restriction enzyme site – site to the 

gene cloning.  

 

The DNA fragment encoding the gene XYL5 was amplified from genomic DNA by polymerase chain 

reaction (PCR, MJ Research, Inc., USA). We initially used primer set A from Table 1, which flanks the gene 

sequence of interest. The fragments were purified and used as a template for PCR with specific primers for 

the cloning vector pSV282.  

 

For cloning into the vector pSV282, the sequences encoding XYL5 and XYL5/DOM were amplified using 

primer sets B and C, respectively (Table 1). The products amplified by PCR were then purified and digested 
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with XhoI and BpiI. BpiI is a class II restriction enzyme that was used because XYL5 and XYL5/DOM are cut 

by the restriction enzyme BamHI. Therefore, we created a recognition specific site for restriction that was 

similar to the site for BamHI to clone XYL5 and XYL5/DOM into the pSV282 vector. The pSV282 was 

digested with BamHI and XhoI and then ligated to the digested fragments to generate the constructs pSV282-

XYL5 and pSV282-XYL5/DOM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

After cloning into the expression vector, the constructs pSV282-XYL5 and pSV282-XYL5/DOM were 

introduced by chemical transformation into E. coli DH5 (Sambrook and Russell 2001). As a negative 

control for expression, the vector without inserts was also transformed into E. coli DH5. All cloned 

fragments were verified by DNA sequencing. 

 

 

 

Fig. 1 - Alignment of xylanase protein sequences from selected species. Sequences are from the GeneBank, a protein sequence 
database. The accession numbers are AAN60060.1 for XYL5 of Magnaporthe grisea, AAM95237.1 for XYL6 of Magnaporthe 

grisea, CAG25554.1 for Penicillium funiculosum, BAA19220.1 for Humicola grisea and EAL89199.1 for Aspergillus 

fumigatus. The sequence alignment was generated using Clustal W2. Arrows indicate the start and end of the XYL5/DOM 
region (glycosyl hydrolase domain of XYL5). The conserved and similar amino acids in the xylanases are indicated by solid and 
grey boxes, respectively.  
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Table 1 
The sequences of oligonucleotide primers used to cloning and expression with the plasmid vector pSV282 

Primer 
sets 

Sequence 
Gene 

Cloning and 

expression 
plasmid 
vector 

A 

5’-ACCGGTCCTGACTCCCCTTGAAAC-3’ 
 

5’-GATACCCGCACGACCCCTGGATA-3’ 

XYL5 and 
XYL5/DOM 

- 

B 

5’-ATGAAGACTGGATCCATGACAAGACTAGCAACACTCA-3’ 
                         BpiI                            Start 
        Recognition/restriction site        codon 

 
5’-AGAACCTCGAGTCAGAGCATAAACATGCCA-3’ 
                       XhoI        Stop 
                   restriction site   codon 

XYL5 pSV282 

C 

5’-ATGAAGACTGGATCCATGAAGTGGGAGGCCACC-3’ 
                         BpiI                            Start 
        Recognition/restriction site        codon 
 
5’-ACTAGTCTCGAGTCAGTAGGCCGGCTTGGGAT-3’ 
                              XhoI         Stop 
                   restriction site    codon 

XYL5/DOM pSV282 

 

 

 

2.4 Expression of the XYL5 and XYL5/DOM fusion proteins in E. coli 

 

XYL5 and XYL5/DOM were expressed in E. coli. The constructs pSV282-XYL5 and pSV282-XYL5/DOM 

were introduced into E. coli BL21(DE3) by chemical transformation. The vectors without inserts were also 

introduced into E. coli BL21(DE3) as controls for expression. After incubation and selection of positive 

clones, cultures were grown overnight at 37°C and 300 rpm and then diluted 1:100 in fresh TB medium 

(Sambrook and Russell 2001) plus 0.2% glucose and supplemented with 30 g/ml kanamycin. Cultures were 

incubated at 37°C and 300 rpm, until the optical density reached 0.8, and were then induced by 2, 4 and 6 

hours with IPTG (1 mM).  

 

2.5 Extraction and purification of MBP–XYL5 and MBP–XYL5/DOM from E. coli 

 

For each bacterial pellet from 1 L of induced bacterial culture, 4 ml of extraction buffer (50 mM Tris-HCl 

buffer containing 300 mM NaCl at pH 7.5) was added to the suspension. After sonication, the suspensions 

were centrifuged twice (23,000 g, 20 minutes, 4°C). The precipitate (insoluble fraction) was stored at -20°C, 

and the supernatant fraction (soluble fraction) was immediately submitted to the purification procedure as 

follows. In the vector pSV282, the gene of the solubilization protein MBP is fused in-frame with an N-

terminal hexahistidine tag for purification of the recombinant proteins via immobilized metal affinity 
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chromatography (IMAC System, QIAexpressionist, Qiagen, Germany). Therefore, the proteins expressed in 

the vector pSV282 can be purified either by nickel or amylose affinity chromatography. 

 

The soluble fraction obtained was applied to a column containing Ni-NTA resin. The resin was equilibrated 

with extraction buffer, and elutions with increasing imidazole concentrations in the extraction buffer (5, 10, 

50, 100, 200, 250 and 500 mM) were collected. For purification by amylose affinity chromatography, the 

resin was equilibrated with extraction buffer. The elution buffer was composed of extraction buffer 

supplemented with different concentrations of maltose (0.01, 0.05, 10 and 50 mM). The eluted fractions 

containing the protein of interest were submitted to five sequential dialyses. Each dialysis was performed in 

extraction buffer, in a volume equal to 1000 times the sample volume, at 4°C for 6 hours. The dialyzed 

material was quantified by spectrophotometry. 

 

2.6 Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS–PAGE) of the XYL5 and 

XYL5/DOM fusion proteins 

 

The soluble and insoluble fractions (inclusion bodies) of the fusion proteins XYL5 and XYL5/DOM were 

analyzed by SDS-PAGE. E. coli that expressed the MBP-fusion proteins were disrupted by sonication. The 

pellet containing the inclusion bodies and the supernatant with soluble protein were collected by 

centrifugation for 30 min at 23,000 g. Samples of these fractions were mixed with gel loading buffer (0.5 M 

Tris-HCl, pH 6.8, 2% glycerol, 10% SDS and 0.1% bromophenol blue) and analyzed on 12% (w/v) SDS-

PAGE gels. The proteins were then stained with Coomassie Brilliant Blue R-250.  

 

2.7 Circular dichroism spectroscopy 

 

Circular dichroism (CD) measurements were performed using a Jasco J-715 spectropolarimeter (Jasco, 

Tokyo, Japan). After purification, MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM were dialyzed overnight against the 

CD buffer (5 mM sodium phosphate, pH 7.5) and diluted to 0.5 mg/ml or 0.25 mg/ml before data collection. 

Data points were collected at 20°C using a 1 mm path length cuvette. The spectrum is presented as an average 

of 20 scans recorded from 190 to 260 nm at a rate of 20 nm/min. 

 

2.8 Biological activity of recombinant MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM 

 

Two methods were used to assess the biological activity of recombinant MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM. 

For both, the non-purified soluble extracts containing MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM and the dialyzed 

purified fractions from the amylose affinity chromatography were tested.  

 

With the first method (Teather and Wood 1982; Kasana et al. 2008), Petri plates containing 1% agarose and 

1% (w/v) birchwood xylan were prepared. Wells about 3.0 mm in diameter were made after the medium had 
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solidified on the plates. The plates were used to inoculate 20 L of either of the dialyzed purified samples or 

non-purified soluble extracts containing MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM. The inoculations were done with 

the protein from 3 mg of the bacterial pellet. The elution fractions from the purification containing the protein 

were dialyzed against Tris buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.0) overnight, and the dialyzed material was 

quantified by spectrophotometry.  The procedure was also performed for the negative control using the 

expression vector (pSV282) without insert. Inoculated plates were then incubated for 22 h at 25°C. 

Approximately 10 ml of 0.5% Congo Red was carefully deposited on the medium and incubated for 15 

minutes at room temperature. The solution of Congo Red was removed, and 10 ml of saline solution (1 M 

NaCl) was added. After 30 minutes, the saline was removed and a solution of 50 g/L acetic acid was added to 

allow the formation of halos, which indicate the degradation of xylan. 

 

With the other method used (Miller, 1959; Nair et al. 2008), the specificities of MBP-XYL5 and MBP-

XYL5/DOM against birchwood xylan, carboxymethyl cellulose (CMC), microcrystalline cellulose (Avicel) 

and starch were tested. Substrates (1% w/v) were prepared in buffer (50 mM Tris HCl, pH 7.5 and 300 mM 

NaCl). A standard amount (3 mg) of purified MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM or non-purified soluble 

extracts from 3 mg of bacterial pellet containing the enzymes were used to test biological activity. Xylanase 

and cellulase activities were measured using 665 L of substrate solutions and 335 L of samples at 50°C for 

20 min. The liberation of reducing sugars was estimated by the dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller 

1959; Nair et al. 2008) using xylose as a standard. Reducing sugars were determined by measuring the 

absorption at 540 nm relative to a D-xylose standard curve. One unit of enzyme activity was defined as the 

quantity of enzyme required to generate 1 mol of xylose equivalents per minute at 50°C, and the specific 

activity was defined as units per mg protein. The results presented were calculated as the average of three 

independent measurements. 

 

 

3 Results 

 

3.1 Design and construction of the fusion protein expression vectors 

 

We used the expression strain E. coli BL21(DE3) harboring vector pSV282, which provide the possibility of 

increased protein solubility by fusion to MBP. Two types of expression vectors were constructed for the 

expression of XYL5 and XYL5/DOM fused to MBP. The MBP protein has been extensively used to improve 

the solubility of recombinant proteins (Kapust and Waugh 1999). However, the level of expression does not 

necessarily correlate with the solubility of the proteins of interest (Kapust and Waugh 1999). 

 

For the expression of the XYL5 and XYL5/DOM fusion proteins, were inserted into the pSV282 vector, 

which contained the coding sequence for MBP, to generate pSV282–XYL5 and pSV282–XYL5/DOM. The 
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expression plasmid pSV282 is based on the pET expression system (Novagen). In this vectors, a His tag was 

fused to the N-termini of the XYL5 and XYL5/DOM, allowing purification of the fusion proteins by nickel 

affinity chromatography (IMAC System); MBP was also fused to the N-termini of XYL5 and XYL5/DOM to 

enable the purification of the encoded proteins by amylose affinity chromatography.  

We also tested several expression strains [BL21(DE3), BL21(DE3)ptGroE, BL21(DE3)pRIL, 

BL21(DE3)Rosetta and BL21(DE3)AD494] harboring other plasmid vectors (pET32-Xa/LIC, pET28-a and 

pET29-a) without obtaining adequate solubility of the protein of interest (data not shown). 

 

3.2 Optimization of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM expression and solubility in E. coli 

 

The cultures were incubated at 37°C and 300 rpm, until the optical density reached 0.8, and were then induced 

by 2, 4 and 6 hours with IPTG (1 mM). The cultures induced by 4 hours were chosen to the purification (Fig. 

2 and 3). The constructs tested for expression of XYL5 and its conserved domain were fusions with MBP 

(MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM). The MBP-XYL5 protein (Table 2) was partially expressed in the 

soluble fraction in the BL21(DE3) strain.  Coomassie Brilliant Blue staining revealed a protein band of 89 

kDa, which corresponded to the molecular weight of MBP-XYL5, in all fractions examined (Fig. 2).  

 

The glycosyl hydrolase domain XYL5/DOM protein was expressed as an MBP-XYL5/DOM fusion using the 

E. coli BL21(DE3) strain. Coomassie Brilliant Blue staining revealed a protein band of 74 kDa, which 

corresponded to the expected molecular weight of MBP-XYL5/DOM (Table 2 and Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 - Expression of recombinant XYL5 fusion protein in E.coli Bl21(DE3) harboring pSV282-XYL5. The 

arrow indicates the bands corresponding to the molecular weight of 89kDa to MBP-XYL5. The cells were cultured 
at 37oC, 300rpm at 1mM IPTG. Extraction of soluble fraction (lanes 1, 2, 3 and 4), and insoluble fraction (lanes 5, 
6, 7and 8). Lane 1, No induction; lane 2, induction at 2h; lane 3, induction at 4h; lane 4, induction at 6h; Lane 5, 
No induction; lane 6, induction at 2h; lane 7, induction at 4h; lane 8, induction at 6h. Lane M- Protein Marker, 
Broad Range (2-212 kDa) from BioLabs.  
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3.3 Purification of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM from E. coli 

 

We purified MBP–XYL5 by amylose affinity chromatography. By exploiting the affinity of MBP for 

amylose, the MBP fusion proteins were adsorbed onto an amylose resin column (Fig. 4A). MBP-XYL5 was 

then eluted from the amylose-coated resin with 10 mM maltose. The eluted MBP-XYL5 was then subjected to 

SDS-PAGE, which revealed a protein band with a molecular weight of 89 kDa, corresponding to the expected 

molecular weight of MBP-XYL5. The yield of purified MBP-XYL5 was estimated to be 2.4 mg of fusion 

protein per gram of initial cell pellet.  

 

As with MBP-XYL5, the MBP-XYL5/DOM protein was purified by amylose resin (Fig. 4B). SDS-PAGE of 

the purified fractions revealed a protein band with a molecular weight of 74 kDa, which corresponded to the 

Fig. 3 - Expression of recombinant XYL5/DOM fusion protein in E. coli Bl21(DE3) harboring pSV282-XYL5/DOM. 
The arrow indicates the bands corresponding to the molecular weight of 74kDa to MBP-XYL5/DOM. The cells were 
cultured at 37oC, 300rpm at 1mM IPTG. Extraction of soluble (lanes 1, 2, 3 and 4) and insoluble (lanes 5, 6, 7and 8) 
fractions. Lane 1, No induction; lane 2, induction at 2h; lane 3, induction at 4h; lane 4, induction at 6h; Lane 5, No 

induction; lane 6, induction at 2h; lane 7, induction at 4h; lane 8, induction at 6h. Lane M- Protein Marker, Broad 
Range (2-212 kDa) from BioLabs. 

Table 2 

Predicted pI values, molecular weights and numbers of cysteines for XYL5, MBP-XYL5, XYL5/DOM and MBP-XYL5/DOM. 
 

 XYL5 XYL5/DOM MBP- XYL5 MBP- XYL5/DOM 

pI 

MW (kDa) 

Cysteines 

5.84 

43.25 

5 

5.97 

29.04 

5 

5.51 

89.01 

5 

5.54 

73.95 

5 
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expected molecular weight of MBP-XYL5/DOM.  The yield of purified MBP–XYL5/DOM was 3.8 mg of 

fusion protein per gram of initial cell pellet, a total higher than that obtained for MBP-XYL/DOM.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

The purification of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM by nickel affinity chromatography did not permit 

recovery of the proteins (data not shown). 

 

3.4 Circular dichroism spectroscopy 

 

We used circular dichroism (CD) spectroscopy to monitor the proper folding of MBP-XYL5 and MBP-

XYL5/DOM. The spectra (Fig. 5) of both constructs were characteristic of well-folded proteins with a 

mixture of alpha-helix and beta-sheet structural elements (Kelly et al., 2005; Khrapunov, 2009). The CD 

results for both proteins confirmed the structures predicted with the use of specialized software (Jones 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 (A)Purification of MBP-XYL5; the arrow indicates the bands corresponding to the molecular weight of 89kDa to MBP-
XYL5. (B) Purification of MBP-XYL5/DOM; the arrow indicates the bands corresponding to the molecular weight of 74kDa to 
MBP-XYL5/DOM. MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM were purified via MBP affinity chromatography using Amylose Resin. 
Lane 1, total soluble fraction; lane 2, flow trough; lane 3, wash fraction; lanes 4-7, elution fractions (0.01mM, 0.05mM maltose, 10 
mM maltose and 50 mM maltose, respectively). Lane M- Protein Marker, Broad Range (2-212 kDa) from BioLabs .  
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3.5 Biological activity of xylanase fused to MBP 

 

The next step was to confirm the biological activity of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM by xylanolytic 

activity assays. MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM were produced, purified and dialyzed. After 

standardization by protein mass, the biological activities of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM were 

evaluated by two different methods. The biological activity was tested using both the soluble extract and 

purified fractions containing the protein of interest. The substrate specificity of the enzyme was tested using 

birchwood xylan, CMC, microcrystalline cellulose (Avicel) and starch.  

 

The soluble extracts containing MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM showed activity only with birchwood 

xylan. In the assessment method using Petri dishes with Congo Red to measure halos of degradation of xylan, 

the extract containing MBP-XYL5/DOM presented a higher level of xylanolytic activity than the extract 

containing MBP-XYL5 (Fig. 6). A similar result was obtained when using the dinitrosalicylic acid (DNS) 

 

Fig. 5 - Circular dichroism of (A) MBP-XYL5 and (B) MBP-XYL5/DOM. The spectra of both 
constructs show well-folded proteins with a mixture of alpha-helix and beta-sheet structural elements  
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method for detection of hydrolysis and liberation of reducing sugars; the xylanolytic activity was measured by 

xylose liberation from birchwood xylan on 50°C to MBP-XYL5, MBP-XYL5/DOM, and MBP: 15.56, 19.75, 

and 0.06 μg/ml xylose/min respectively. Reducing sugars were measured using the absorption at 540 nm 

relative to D-xylose standards. The soluble extract containing MBP-XYL5/DOM presented a higher level of 

xylanolytic activity than that obtained for the extract containing MBP-XYL5 (Fig. 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In all tests, a negative control of MBP was used. It did not show the presence of xylanolytic activity (Fig. 6).  

Surprisingly, all fractions containing MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM purified by chromatography on 

amylose resin showed no xylanolytic activity, despite the assay method used. 

 

 

4 Discussion 

 

Our goal was to demonstrate, for the first time, the xylanolytic activity of the XYL5 pathogenicity gene 

product of Magnaporthe grisea. A high level of expression of soluble XYL5 and XYL5/DOM was achieved 

with MBP. The soluble extract containing the fusion proteins MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM showed 

xylanolytic activity compared to the control MBP. In E. coli, eukaryotic proteins are frequently expressed as 

insoluble aggregates called inclusion bodies. The protocol described in this work resulted in significant 

improvements in the yields of soluble XYL5 and XYL5/DOM. The proteins fused to MBP were present in 

both the total protein and soluble protein fractions. Our results agree with previous studies in which the use of 

MBP as a fusion partner was shown to improve the quantity and solubility of recombinant proteins (Cho et al. 

 

Fig. 6 (A) Assessment method in Petri dishes with Congo Red showing the halos of xylan degradation. Wells 

with 20 l soluble extract containing MBP (upper); wells with 20 l soluble extract containing MBP-XYL5 

(middle); wells with 20 l soluble extract containing MBP-XYL5/DOM (bottom). (B) Assessment method of 

estimating the liberation of reducing sugars by the dinitrosalicylic acid (DNS) using xylose as a standard: 
tube 1, soluble extract containing extraction buffer; tube 2, soluble extract containing MBP; tube 3, soluble 

extract containing MBP-XYL5/DOM; tube 4, soluble extract containing MBP-XYL5.  
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2008; Gutierrez-Lugo et al. 2006; Korepanova et al. 2007; Niiranen et al. 2007; Tolun et al. 2007; Zhu et al. 

2009).  

 

Cloning in the pSV282 vector allowed the expression of proteins fused to a His tag and an MBP tag, which 

could subsequently be purified either by nickel or amylose affinity chromatography respectively. In this 

study, the purification of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM by nickel affinity chromatography did not 

permit recovery of the proteins (data not shown). This may result from structural features (folding) of the 

protein if the His tag was embedded within the structure, preventing access to the resin (Smyth et al. 2003). 

However, the purification of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM by affinity chromatography with amylose 

resin was successful.  

 

MBP has emerged as an excellent solubilization tag, better than GST or TRX (Kapust and Waugh 1999). It 

has been suggested that aggregation occurs during, rather than after, the folding of proteins. Thus, although 

fusion to MBP has a beneficial impact on the folding of some proteins in E. coli, we cannot say with certainty 

what effect it may have on proteins that form insoluble aggregates in their native state (Kapust and Waugh 

1999). In this study, we have verified the formation of insoluble aggregates despite fusion to MBP because we 

obtained only a portion of the total expressed protein fused to MBP as soluble (Fig. 2 and Fig. 3).  

 

Despite the fact that the soluble extract containing the fusion proteins MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM 

showed xylanolytic activity compared to the control MBP, the proteins lost activity during the purification 

procedure. We obtained expression of the MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM proteins in both the soluble 

fraction and insoluble fraction (Fig. 2 and Fig. 3), and part of the MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM proteins 

do not remain adsorbed on the amylose resin (Fig. 4). Thus, we formulated a hypothesis based on a model that 

has been proposed to explain how MBP can improve the solubility and promote the proper folding of its 

fusion partners (Kapust and Waugh 1999). In this model, it was suggested that MBP acts as a chaperone-like 

protein, promoting not only the solubility but also the folding of the protein of interest. Also in the model, the 

unfolded protein gives rise to structures for folding intermediates, which can have one of three different 

conformations or a combination of them: they may become insoluble (inclusion bodies), soluble intermediate 

structures that do not retain biological activity or native soluble structures with biological activity.  

 

Thus, based on that model, we assume that the total extract contains MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM in a 

mixture of three types of structures: insoluble (inclusion bodies), soluble intermediate structures that do not 

retain biological activity and soluble native structures with biological activity. We can then assume that in the 

soluble fraction there are both soluble intermediate structures that do not retain biological activity and native 

soluble structures with biological activity. We hypothesized that the soluble fraction would possess 

xylanolytic biological activity because this fraction contains native soluble structures with biological activity, 

in addition to soluble intermediate structures that do not retain biological activity. However, if we purified the 
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soluble fraction, the purified fraction would have less biological activity because the purified fraction would 

mostly contain soluble intermediate structures that do not retain biological activity.  

 

Many other explanations can account for the loss of xylanolytic activity after the purification of the soluble 

MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM, such as: (1) variations of the protein structures during the steps of the 

purification procedure - however, circular dichroism (Fig. 4) showed that purified MBP-XYL5 and MBP-

XYL5/DOM were structured as expected. (2) It has been shown that many xylanases require metal ions as 

modulators of activity (Carmona et al. 2005; Fernandez-Espinar et al. 1994). We know that XYL5 may have 

hydrolase activity on glycosyl bonds and may be capable of binding cations (UniProtKB/TrEMBL entry 

Q8J1Y4, available on www.uniprot.org/uniprot/Q8J1Y4). Therefore, metal ions or cations could also be 

necessary for the activity of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM. If these metal ions were not kept together 

proteins during the purification procedure, this could result in the loss of activity. (3) Xylanases can also be 

inhibited by maltose (which is significant because the elution in affinity chromatography by amylose is made 

with maltose) (Khanna 1993; Kubackova et al. 1978; Thiagarajan and Gunasekaran 2006). (4) It is also 

important to note that XYL5 and XYL5/DOM have five cysteines (Table 2) and that disulfide bonds are 

important for their structures and activity (Buchmeier et al. 2006; Karagüler et al. 2007). These bonds may be 

maintained by the environment of the soluble fraction before purification; if this environment has been 

changed in the process of purification, the disulfides may be lost, possibly changing the xylanolytic activity.  

These and other factors may be, individually or jointly, responsible for the loss of enzymatic activity after 

purification of MBP-XYL5 and MBP-XYL5/DOM.  

 

In conclusion, in this work we cloned and expressed an active xylanase from Magnaporthe grisea using E. 

coli. We obtained the enzyme (MBP-XYL5) and its catalytic domain (MBP-XYL5/DOM) as purified fusion 

proteins. It has been shown that the processes of purification and excision of the solubilization tag from 

recombinant proteins can lead to, for various reasons, a great loss of material as well as a loss of enzymatic 

activity (Smyth et al. 2003; Adikesavan et al. 2005). However, we obtained an active xylanolytic enzyme 

without any purification or excision of the solubilization tag in a heterologous system as simple as E. coli. 

These procedures are economically advantageous in terms of cost and production time for industrial processes 

that use xylanolytic complex because one of the main constraints on the industrial application of xylanases is 

the high cost of production (Ahmed et al. 2009; Jun et al. 2009; Kirk et al. 2002). The verification of the 

hypotheses for the reductions in the biological activity of MBP-XYL5 or MBP-XYL5/DOM after the 

purification procedure deserves further investigation. Despite of this, these results contribute to the 

evaluations of xylanase xyl5 the pathogenicity of Magnaporthe grisea. 
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4.4. INFORMAÇÕES ADICIONAIS SOBRE A XILANASE XYL5 

 

4.4.1. Gene XYL5, sua região intragênica e suas proteínas correlatas 

 

A amplificação e a clonagem do gene íntegro XYL5 e do seu domínio XYL5/DOM 

(Figuras 11 e 12) foi feita com o uso de diversos primers internos (Tabela 1 do 

manuscrito 2) visando ao seqüenciamento. A clonagem no vetor pSV282 foi realizada 

utilizando-se uma proporção de 1:3 (vetor:inserto). A eficiência da clonagem foi 

avaliada mediante o seqüenciamento de diferentes clones para cada gene. As 

condições de clonagem, cultivo, extração das proteínas, expressão e purificação das 

proteínas encontram-se no manuscrito 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Predição da função da proteína XYL5 e de seu domínio catalítico 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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A expressão dos genes de interesse em diferentes linhagens de expressão pode ser 

vista na tabela 2. Observa-se que, com exceção da expressão de XYL5/DOM.pSV282 na 

linhagem AD494, todas as demais combinações mostraram que a expressão protéica 

ocorreu. Entretanto, quanto à solubilidade, na maioria dos casos a proteína expressa 

foi recuperada na fração insolúvel.  

 

Visto que a concentração de sal, a temperatura, a aeração do meio de cultura regulada 

pela velocidade de rotação e o pH do tampão de extração, bem como agentes 

caotrópicos como 4M uréia  podem influir de modo considerável na solubilidade de 

proteínas, diferentes testes de solubilização foram realizados com as proteínas XYL5 e 

XYL5.DOM (Gray et al., 2000; Mayer, 2004; Tresaugues et al., 2004) . Com o uso de 

uréia, pôde-se observar a solubilização, mas não o refolding correto das proteínas, 

  

Figura 12. Gel de agarose 1%. Purificação dos insertos para a clonagem no vetor pSV282.  M: Marcador 
Fermentas  1-2: Gene XYL5 (1218pb)   3-4: Região intragênica XYL5.DOM (792pb) 

 

        M     1     2      3     4 
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visto que não ficaram adsorvidas na resina Ni-NTA. Entretanto, a clonagem no vetor 

pSV282 e a expressão na linhagem BL21(DE3) possibilitou a recuperação das 

proteínas de interesse na fração solúvel ainda que parcialmente (Tabela 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A obtenção da expressão também na fração insolúvel (Figura 13) pode ser 

inicialmente explicada pelas regiões transmembranas preditas tanto para XYL5 como 

Tabela 1. Clonagens de XYL5 e de XYL5/DOM; avaliação da expressão e da solubilidade. A linhagem de 

clonagem foi E.coli DH5- em todos os casos. 
 

Proteína 
Vetor de clonagem 

e de expressão 

Linhagem de expressão    
E. coli Expressão/Solubilidade 

XYL5 pSV282 BL21(DE3) Parcialmente solúvel 

XYL5 pSV282 BL21(DE3) pRIL Insolúvel 

XYL5 pSV282 BL21(DE3)Rosetta Insolúvel 

XYL5 pET32Xa/LIC BL21(DE3)AD494 Insolúvel 

XYL5/DOM pSV282 BL21(DE3) Parcialmente solúvel 

XYL5/DOM pSV282 BL21(DE3) pRIL 
Insolúvel 

XYL5/DOM 
pSV282 BL21(DE3)Rosetta 

Insolúvel 

XYL5/DOM pET32Xa/LIC BL21(DE3)AD494 

(sem expressão 

detectável) 
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para XYL5/DOM, conforme pode ser visto na Figura 14, visto que regiões hidrofóbicas, 

como as regiões transmembrana o são, favorecem a insolubilidade das proteínas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

XYL5 # Sequence Length: 405 
# Sequence Number of predicted TMHs:  0 
Sequence TMHMM2.0  outside: 1 - 405 

Figura 14. Predição das regiões transmembranas e de peptídeo- sinal na proteína 
XYL5; XYL5/DOM: resíduos 83 – 346. 

Figura 13. Extração das frações solúveis e insolúveis após diferentes tempos de indução. 
SDS-PAGE 12% - Amostras obtidas a partir dos genes clonados em pSV282 expressos em 
E.coli BL21(DE3). M- Marcador BioLabs  (A) 1-4: MBP-XYL5 (0h, 2h, 4h, 6h de indução); 5-
8: MBP-XYL5 (0h, 2h, 4h, 6h de indução); 9-12: MBP-XYL5/DOM (0h, 2h, 4h, 6h de 
indução); 13-14: MBP-XYL5/DOM (0h, 2h de indução). (B) 1-2: MBP-XYL5/DOM (4h, 6h de 
indução). Tamanhos esperados para as bandas eletroforéticas: MBP-XYL5 (89kDa), MBP-
XYL5/DOM (74kDa) 

 
(A) (B) 
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Com a escolha do sistema ideal de expressão, a saber, a linhagem BL21(DE3) e o vetor 

pSV282, pôde-se purificar e testar a atividade das proteínas XYL5 e XYL5/DOM tanto 

com a cauda de solubilização MBP fusionada como sem a fusão, sendo que os detalhes 

e os resultados destas etapas encontram-se no manuscrito 2. 
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5. RESULTADOS COMPLEMENTARES E DISCUSSÃO 

 

5.1. LINHAGENS FITOPATOGÊNICAS DE Magnaporthe grisea  

 

As linhagens de M. grisea utilizadas foram cedidas e caracterizadas como 

fitopatogênicas pelo Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijão (CNPAF/ 

Embrapa, GO): linhagem A (Py 2672-L7-1), linhagem B (Py 2618-L1-1), linhagem C 

(Py 2588-L5-1), linhagem D (Py 416-L1-3) e linhagem E (Py 424- L8-3) – as siglas 

entre parêntesis referem-se aos registros destas linhagens no banco de origem, no 

CNPAF. 

 

 

5.2. SISTEMAS DE CLONAGEM E DE EXPRESSÃO 

 

Diferentes estratégias de clonagem, expressão e purificação de proteínas têm sido 

desenvolvidas com o intuito de otimizar cada etapa do processo que visa a 

caracterização estrutural e funcional de proteínas recombinantes (Tudzynski, et al. 

2003; Maxwell et al., 2003; Thiede et al., 2005). Os esforços neste sentido permitem: o 

uso de vetores diversos adequados para facilitar a clonagem (Studier; Moffatt, 1986; 

Malakov, 2004), a utilização de linhagens de E. coli que possibilitam aumentar o 

produto purificado com base na especificidade para a ligação em resinas utilizadas em 

cromatografia de afinidade (Roof, 1997), bem como a utilização de linhagens que 

aumentem a solubilidade de proteínas recombinantes (Nishihara, 1998).  
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 Diferentes vetores foram utilizados em etapas distintas do trabalho sempre visando: 

clonagem eficiente, qualidade e quantidade de produto protéico expresso,  facilidade e  

eficiência no procedimento de purificação protéica.  

 

A clonagem no vetor pET32-Xa/LIC (Novagen), que não requer o uso de 

endonucleases de restrição, forneceu como opção o emprego de diferentes proteases 

para a recuperação da proteína de interesse. A estrutura deste vetor é, basicamente, a 

que se segue: TRX tag (109aa)  His tag (6aa) S tag (15aa)  Proteína-alvo. Neste 

vetor, a proteína tioredoxina ou TRX (cuja função é aumentar a solubilidade da 

proteína recombinante) é seguida de uma seqüência de 6 resíduos de histidina (His-

tag, responsável pela posterior ligação da proteína expressa fusionada à resina Ni-

NTA na purificação por cromatografia de afinidade ao níquel) e de uma seqüência de 

15 resíduos (S-tag, utilizados na purificação com resinas próprias para esta cauda). A 

proteína de interesse encontra-se fusionada posterior a estas três regiões. Neste 

contexto, têm-se duas possibilidades de excisão da causa fusionada: a protease 

trombina cliva entre a His-tag e a S-tag, e a protease fator Xa cliva após a S-tag e 

imediatamente antes da proteína-alvo. O fator Xa, portanto, é a primeira protease a 

ser empregada e sugerida pelo fabricante do vetor, visto resultar em uma proteína-

alvo sem quaisquer outros resíduos indesejáveis.  A trombina, que cliva entre a His-tag 

e a proteína-alvo, gera uma cauda resultante de cerca de 17,6 kDa e deixa permanecer, 

junto à proteína de interesse, uma pequena seqüência de cerca de 15 resíduos (pET 

System Manual, 2006). 

 



Resultados Complementares e Discussão 

77 

 

O uso de outros vetores do sistema pET (Novagen) visou otimizar diferentes etapas 

dos processos de expressão, extração, purificação e solubilização de genes de 

interesse e de suas proteínas correlatas. Vetores como pET28a(+) e pET29a(+) foram 

inicialmente escolhidos por oferecerem possíveis vantagens, a saber: diferentes 

opções de sítios de clonagem (que podem determinar o tamanho da cauda fusionada à 

proteína de interesse), indução da expressão por lactose ou por IPTG, além de ser 

possível fusionar a cauda de histidina tanto no N-terminal como no C-terminal da 

proteína de interesse. Os primers para tais vetores foram desenhados considerando-se 

os sítios de clonagem e as enzimas de restrição mais convenientes, de acordo com a 

compatibilidade entre tais enzimas e a sequência gênica de interesse. 

 

A utilização de vetor pETSUMO/Pro objetivou a melhoria da expressão e da 

solubilização das proteínas de interesse. Este vetor possui, basicamente, uma 

estrutura como a que se segue: His tag (6aa) [sítio de reconhecimento da SUMO 

protease]  Proteína-alvo. A excisão da cauda fusionada de 12kDa é realizada por 

meio da protease de alta especificidade. O vetor possibilita um aumento na 

solubilidade da proteína de interesse devido à ação da proteína SUMO (small 

ubiquitin-like modifier) que regula interações entre proteína-proteína e proteína-DNA 

bem como a localização e a estabilidade da proteína-alvo (Malakhov et al., 2004). 

 

A escolha do vetor de expressão pSV282, derivado do vetor pET27 (Novagen), foi feita 

visando um aumento na solubilização das proteínas expressas. Este vetor possui uma 

estrutura como se segue: His tag (6aa)  [Maltose Binding Protein tag]  [60 
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resíduos]  sítio de clivagem da TEV protease sítio de clonagem com BamHI  

Proteína-alvo. A MBP (Maltose Binding Protein) é responsável pela solubilização de 

proteínas a ela fusionadas (Kim et al., 2007). A clonagem no vetor pSV282 demandou 

o uso de enzimas de restrição, sendo que a enzima BamHI é obrigatoriamente 

requerida para o procedimento.  

 

Visando melhorar a expressão e a solubilização, diferentes  sistemas de expressão 

foram utilizados para os genes íntegros clonados. A linhagem BL21(DE3), utilizada 

para a expressão de proteínas recombinantes, possui baixos índices de expressão de 

proteases que poderiam degradar a proteína de interesse. Esta linhagem possui o 

gene DE3 que é responsável pela síntese da enzima T7 RNA polimerase e é controlado 

pelo promotor lacUV5 que é ativado pela adição de agentes indutores como  IPTG 

(isopropyl-β-D- 1-thiogalactopyranoside) ou lactose (pET Manual, 2010).  

 

Utilizaram-se linhagens com outras características além das apresentadas pela 

BL21(DE3): BL21(DE3)ptGroE, BL21(DE3)AD494, BL21(DE3)pRIL, BL21(DE3)pLysS, 

BL21 (DE3)Rosetta e BL21 (DE3)SlyD- . 

 

A linhagem BL21(DE3)ptGroE, por meio da chaperona GroE, propõe promover maior 

produto solúvel. A linhagem BL21(DE3)AD494 promove a formação de pontes 

dissulfeto. A linhagem BL21(DE3)pRIL e a linhagem BL21 (DE3)Rosetta contem 

tRNAs para os códons raros. A linhagem BL21(DE3)pLysS possui o plasmídeo pLysS,  

responsável pela síntese de lisozima, que age reduzindo os níveis de produção da T7 
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RNA polimerase, a qual está envolvida na transcrição; o uso desta linhagem é, 

portanto, conveniente, quando se quer reduzir a expressão basal de proteínas 

sabidamente ou supostamente tóxicas à linhagem hospedeira. A linhagem BL21 

(DE3)SlyD- tem o gene slyD deletado. Este gene codifica para uma proteína  SLYD  

que, por conter muitos resíduos de histidina em sua seqüência, compete na etapa de 

purificação por afinidade com a cauda de histidina fusionada à proteína de interesse 

clonada em alguns vetores do sistema pET (Bernhardt et al., 2000); esta competição é 

inadequada para o processo de purificação por cromatografia de afinidade ao níquel, 

visto que pode ocasionar uma considerável redução na quantidade de produto 

purificado.  

 

 

5.3. GENES DE Magnaporthe grisea SELECIONADOS E SUAS RESPECTIVAS PROTEÍNAS 

 

Alguns aspectos foram analisados a fim de se ter um critério para a escolha dos genes 

de patogenicidade ou de avirulência de M. grisea. Dentre tais aspectos, descreve-se:  

 

(1) valor sócio-econômico do fungo fitopatogênico em virtude da importância da 

planta-hospedeira;  

(2) a informação disponível sobre a identificação e a caracterização previamente feitas dos genes considerados como “genes relacionados à patogenicidade”;  
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(3) a informação disponível quanto à descrição da seqüência de nucleotídeos de tais 

genes, com a verificação da existência de introns e do número de pares de base (tendo 

em vista o vetor de clonagem e o sistema de clonagem a serem utilizados);  

(4) a informação disponível quanto à descrição da seqüência de aminoácidos das 

proteínas codificadas por tais genes, com a verificação da homologia com outras 

seqüências (homologia igual ou maior que 40%, numa extensão maior ou igual a 70% 

do comprimento da seqüência de interesse) e com verificação da existência da 

estrutura em cristal;  

(5) a massa molar e a possível função da proteína codificada. 

 

 Assim, diferentes fontes e diversos bancos de dados em Bioinformática foram 

utilizados com o objetivo de identificar e selecionar os genes de patogenicidade e suas 

respectivas proteínas. Os genes selecionados (com seqüências depositadas no 

GenBank - www.ncbi.nlm.nih.gov) e as proteínas por eles codificadas encontram-se na 

tabela 2. 
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5.4. GENES AVR-PITA, ABC1, PTH3 E PTH9, E SUAS PROTEÍNAS CORRELATAS 

 

O gene AVR-PITA não pôde ser amplificado nem com primers flanqueadores ao gene 

nem com primers específicos para a clonagem nos vetores pET32-Xa/LIC, pET28a(+) e 

pET29a(+). Este resultado pode ser inicialmente justificado por se tratar de um gene 

 

GENE PROTEÍNA 

Observação 

Linhagens A, B, C, D 
Nome 

(Acesso no 
GenBank) 

pb kDa Função prevista 

PWL1 

(U36923.1) 
444 16 

ORF 

(open reading frame) 
  

PWL2 

(U26313.1) 
438 16 ORF 

Proteína Íntegra e proteínas de 2 
regiões intragênicas (shPWL2 e 
orPWL2) 

PWL3 

(U36995.1) 
414 15 ORF   

PWL4 

(U36996.1) 
417 15 ORF   

XYL5 

(AY144350.1) 
1218 45 

- Endo-beta-1,4-D-Xilanase 

- Domínio de 29kDa: Glicosyl 
Hydrolase family 10: 
XYL5/DOM 

Proteína Íntegra e proteína de 1 
região intragênica (XYL5/DOM) 

AVR-PITA 

(AF207841.1) 
672 25 - Metaloprotease   

ABC1 

(AF420471.1) 
2181 80 

- Chaperona 

- Domínio de 13kDa (ABC1 
family - suprime defeito de 
tradução do mRNA do 
citocromo B) – ABC1/DOM1 

- Domínio de 43kDa (Kinase 
não usual) – ABC1/DOM2 

Proteína Íntegra e proteínas de 2 
regiões intragênicas (domínios 
ABC1/DOM1 e ABC1/DOM2) 

PTH3 

(AF027980.1) 
765 24 

- Imidazole glycerol phosphate 
dehydratase (IGPD) 

  

PTH9 

(AF027981.1) 
2211 81 - Trealase 

Proteína Íntegra e proteína de 1 
região intragênica 

Tabela 2. Genes de Magnaporthe grisea selecionados e suas respectivas proteínas. 
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de avirulência, que limita sua ocorrência em alguns genótipos de M. grisea (Valent; 

Chumley, 1991). Além disso, mapeamento genético mostrou que o gene de avirulência 

AVR-Pita está intimamente ligado ao telômero do cromossomo 3 de M. grisea (Orbach 

et al., 2000).  Ao serem introduzidos em patógenos virulentos de arroz, o gene clonado 

confere especificamente avirulência para cultivares de arroz que contêm Pi-ta. 

Freqüente perda espontânea de AVR-Pita parece ser o resultado de sua localização 

telomérica – o que pode justificar sua ausência nas linhagens utilizadas (Orbach et al., 

2000). 

 

A amplificação do gene íntegro ABC1 visando o seqüenciamento exigiu o uso de 

diversos primers internos em virtude do tamanho da seqüência. O seqüenciamento de 

diferentes clones contendo este gene mostrou que as linhagens disponíveis no 

laboratório apresentam disparidade na seqüência em relação ao banco de dados de 

referência. As clonagens nos vetores pET32-Xa/LIC e pSV282 em linhagens de E.coli 

DH5-, BL21(DE3) e BL21(DE3)pRIL foram eficientemente conduzidas. Em E.coli 

BL21(DE3) as proteínas foram expressas na fração insolúvel e em BL21(DE3)pRIL não 

houve expressão detectável. Apesar da expressão das proteínas ABC1, ABC1/DOM1 e 

ABC1/DOM2 fusionadas à cauda do vetor pET32Xa/LIC terem ocorrido nas frações 

insolúveis, as frações solúveis foram levadas à purificação por cromatografia de 

afinidade à níquel, confirmando suas expressões na forma totalmente insolúvel.  

Procedimentos adequados para a solubilização, como a clonagem em outros vetores 

de expressão e a otimização da expressão e da extração, deverão ser adotados para ser 

possível a continuação dos estudos. 



Resultados Complementares e Discussão 

83 

 

 

O gene PTH3 foi amplificado, e o seqüenciamento evidenciou a existência de introns, o 

que foi considerado indesejável, tendo em vista os sistemas de expressão 

procarióticos utilizados neste trabalho. Além disso, não estava previsto a construção 

de biblioteca de cDNA.  

 

A amplificação do gene PTH9 visando o seqüenciamento, exigiu o uso de diversos 

primers internos em virtude do tamanho da seqüência. O seqüenciamento de 

diferentes clones contendo este gene mostrou que as linhagens disponíveis no 

laboratório apresentam introns na seqüência em relação ao banco de dados de 

referência. Segundo o banco de dados utilizado, na linhagem 4091-5-8 de M. grisea, o 

loco gênico refere-se ao gene PTH9 (com 2211pb e sem introns), mas em outras 

linhagens de M. grisea (como a linhagem Guy11) o locus gênico refere-se ao gene 

NTH1(GenBank: AY148092.1; com 3268pb e com introns). Assim, realmente, as 

linhagens utilizadas no desenvolvimento desta tese contêm o gene NTH1 e não o gene 

PTH9. Tendo em vista o sistema de expressão procariótico utilizado, investiu-se, 

portanto, nos genes sem introns amplificados com sucesso como apresentado nos 

tópicos anteriores. 

 

Em função do conjunto de resultados obtidos e das limitações encontradas em 

diferentes etapas do estudo das proteínas expressas, este trabalho concentrou-se no 

estudo das proteínas PWL2, PWL2D, XYL5 e XYL5/DOM. 
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6. RESUMO DOS RESULTADOS   

 

Os resultados apresentados no Manuscrito 1 e nos Resultados Complementares para o 

gene PWL2D e para a proteína PWL2D de M. grisea mostram que: 

- foi possível clonar o gene PWL2D e expressar a proteína por ele codificada em um 

sistema heterólogo procariótico como E. coli; 

- tanto o vetor como a linhagem de expressão foram determinantes para a obtenção da 

proteína solúvel (ainda que parcialmente), sendo que o melhor sistema de 

expressão foi a linhagem BL21(DE3) e o vetor pET32-Xa/LIC; 

- a cauda tioredoxina (ou TRX) fusionada foi menos eficaz em promover a solubilidade 

da proteína do que a retirada do peptídeo-sinal, ou seja, TRX-PWL2D foi muito 

menos solúvel do que TRX-shPWL2D;  

- a cauda TRX mantém as proteínas estruturadas, isto é, TRX-PWL2D, TRX-shPWL2D e 

TRX-orPWL2D estão estruturadas enquanto PWL2D, shPWL2D e orPWL2D 

mostram o espectro de dicroísmo circular em random coil;  

- o procedimento de proteólise limitada sobre as proteínas não permitiu a obtenção de 

um núcleo protéico estável evidenciando o estado desordenado de suas estruturas; 

- o espectro de NMR para orPWL2D mostrou que esta região está também 

desestruturada apresentando-se em random coil; 

- as afirmações mencionadas anteriormente somadas ao fato de que há previsão de 

que PWL2D seja uma proteína desordenada permite-nos inferir que PWL2D muito 

provavelmente é uma proteína intrinsecamente desordenada. Tal desordem 

natural é bem adequada para proteínas efetoras e de avirulência, visto que a 
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flexibilidade proveniente da desordem estrutural permite uma melhor adaptação 

aos requisitos conformacionais na interação da proteína com os produtos gênicos 

da planta hospedeira; 

- foi possível propor um modelo de ação da proteína PWL2D em que a 

susceptibilidade e a resistência de M. grisea pudessem ser explicadas para este 

caso. 

 
Além disso, com base nos resultados apresentados no manuscrito 2 e nos resultados 

complementares para o gene XYl5, para a proteína XYL5 e para o domínio XYL5/DOM 

vimos  que: 

- foi possível clonar e expressar uma xilanase ativa do eucarioto M. grisea utilizando 

um sistema heterólogo procariótico como E. coli; 

- tanto o vetor como a linhagem de expressão foram determinantes para a obtenção da 

proteína solubilizada (ainda que parcialmente), sendo que o melhor sistema de 

expressão foi a linhagem BL21(DE3) e o vetor pSV282. Assim obtiveram-se a 

enzima e seu domínio catalítico como proteínas de fusão purificadas, ou seja, MBP-

XYL5 e MBP-XYL5/DOM respectivamente; 

- a cauda fusionada MBP não impediu a atividade da enzima, o que pode ser uma 

vantagem em termos de custo de produção; 

- o processo de purificação por cromatografia de afinidade à amilose contribuiu para a 

perda de atividade tanto de MBP-XYL5 como de MBP-XYL5/DOM; 

- os dois métodos utilizados para a avaliação da atividade xilanolítica, a saber, o 

método do DNS e o método de coloração do meio em placas, foram eficientes. 
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7. PERSPECTIVAS  

 

7.1. PROTEÍNA PWL2D 

 

- Ensaios in vivo em plantas susceptíveis e em plantas resistentes; 

- Validação do modelo proposto por meio de ensaios in vivo; 

- Testes de cristalização com as proteínas PWL2 e PWL2D íntegras, bem como 

sem o peptídeo sinal, fusionadas à proteína fusionada TRX, visando à 

comparação das estruturas;  

- Mutação dirigida e avaliação das estruturas protéicas consequentes. 

 

7.2. PROTEÍNAS XYL5 E XYL5/DOM 

  

- Testes considerando fatores influentes na atividade de xilanases como a 

estabilidade temporal da proteína, a concentração de substâncias 

(componentes dos tampões utilizados na extração e na purificação de proteínas 

como maltose, imidazol, phenylmethanesulfonylfluoride - PMSF, níquel) 

sabidamente influentes na atividade xilanolítica, o pH dos tampões, cofatores 

possíveis, termoestabilidade, etc; 

- Testes de atividade com as frações purificadas considerando uma separação 

não-intencional entre um possível cofator e a enzima remanescente nas frações 

eluídas; 
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- Clonagem no vetor pSV268 que fornece a fusão à MBP e a clivagem desta cauda 

fusionada com trombina; expressão e purificação da proteína; 

- Clonagem, expressão e purificação em diferentes vetores e diferentes linhagens 

de Pichia pastoris. 

 

7.3. PROTEÍNA ABC1 

 

- Clonagem e expressão em outros sistemas de expressão ainda não testados para 

esta proteína (e seus domínios) visando à solubilização. 

- Obtenção da estrutura em cristal 
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8. CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, foi possível concluir que: 

 

(1) A proteína PWL2D é super-expressa na forma solúvel se estiver sem o seu 

peptídeo sinal e for fusionada à cauda de tiorredoxina. 

(2) Os resultados estruturais obtidos indicam que PWL2D possivelmente é uma 

proteína efetora intrinsecamente desordenada. 

(3) Os resultados estruturais obtidos permitiram a elaboração de um modelo para 

explicar a mudança do estado de resistência do hospedeiro de M. grisea quando 

o patógeno fúngico carrega o gene PWL2, para o estado de susceptibilidade 

quando o patógeno fúngico carrega o gene PWL2D. 

(4) A xilanase XYL5 e seu domínio catalítico apresentam atividade xilanolítica 

mesmo se fusionadas à MBP e em um sistema de expressão procariótico 

(5) Esta é a primeira vez que se descreve a expressão e a caracterização estrutural 

de PWL2D, e a expressão e a caracterização funcional parcial de XYL5 – duas 

proteínas evolvidas na patogenicidade de M. grisea. 
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