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Resumo

As cisteíno proteases são enzimas presentes nos diferentes organismos e 

são caracterizadas pela presença de um resíduo de cisteína em seu sítio ativo. 

Essas proteases apresentam relevante papel no metabolismo desses organismos. 

No caso de organismos patogênicos, por exemplo, podem estar envolvidas no 

processo de patogenicidade por gerar o desequilíbrio das funções biológicas do 

hospedeiro (regulação bioquímica e fisiológica). Por esta razão, essas enzimas tem 

sido alvo de grande interesse por parte dos pesquisadores, uma vez que se 

encontram envolvidas em diversas doenças. 

 Neste trabalho visamos à expressão em E. coli da forma recombinante de 

uma ORF XAC2853 predita como uma cisteíno protease na anotação do genoma de 

Xanthomonas axonopodis pv citri. Esta bactéria é responsável pelo cancro cítrico, 

uma infecção que afeta citros, caracterizando-se pelo aparecimento de lesões 

superficiais e queda precoce de folhas e frutos, resultando em grandes perdas para 

a agricultura mundial. Uma vez expressa a proteína, a mesma foi purificada por 

afinidade em coluna de níquel assim como pela solubilização dos corpos de 

inclusão, pois esta proteína encontra-se quase que exclusivamente insolúvel. A 

proteína purificada foi utilizada nos estudos de atividade contra os substratos 

sintéticos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA não sendo verificada atividade proteolítica. No 

entanto, estudos de atividade realizados in vivo, com clones de E. coli expressando 

a proteína recombinante, demonstraram atividade proteolítica contra a caseína. 

Na busca de demonstrar o envolvimento desta provável protease na 

patogenicidade de Xac, foi realizado o “nocaute” do gene cromossomal que a 

codifica na bactéria. Um mutante com o gene inativado pela inserção de um 

transposon foi obtido e caracterizado, e os ensaios de crescimento desse mutante, 

comparado com o crescimento da linhagem selvagem, permitem concluir que a 

cisteíno protease estudada pode estar envolvida na patogenicidade de Xac, uma vez 

que a inativação do seu gene pela inserção do transposon gerou uma linhagem 

menos virulenta. Desta forma, esta proteína pode ser um alvo promissor para o 

combate ao cancro cítrico.



Abstract

Cysteine proteases are enzymes found in many organisms and are 

characterized by the presence of cysteine residue in their active site. These 

proteases play an important role in the organism metabolism. In pathogenic 

organisms, for example, cysteine proteases may be involved in the pathogenicity 

process by unbalancing of the biological functions of the host (biochemical and 

physiological regulation). Since they are involved in several diseases, these enzymes 

have been considered of great interest for many researchers. 

The current work aims to express in E. coli a recombinant form of an ORF 

XAC2853 predicted to be a cysteine protease by annotation of the genome of 

Xanthomonas axonopodis pv citri. This bacterium is responsible for citrus canker, an 

infection affecting citrus species which can be evidenced by superficial lesions and 

early fall of leaves and fruits, thus resulting in significant losses to world agriculture. 

After expression, the protein was purified by nickel column affinity chromatography 

and inclusion body solubilization, inasmuch as this protein is almost fully insoluble. 

The purified protein was used to investigate the activity against such synthetic 

substrates as Z-FR-MCA and Z-RR-MCA, and no proteolytic activity was found. 

However, studies in vivo using clones of E. coli expressing the recombinant protein 

evidenced proteolytic activity against casein. 

In an attempt to demonstrate the involvement of this probable protease in the 

pathogenicity of Xac, the knockout of the cromossomal gene in Xac was performed. 

A mutant having the disrupted gene was obtained and characterized. The assays of 

the mutant growth, when compared with the wild strain, indicate that the cysteine 

protease may be involved in the pathogenicity of Xac, since the inactivation of its 

gene by the transposon insertion resulted in a less virulent strain. In this sense, this 

protein may be a promising target for the combat of citrus canker.
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

O gênero Xanthomonas compõe um grupo economicamente importante de 

bactérias flageladas, Gram-negativa, com morfologia de bastonete, de respiração 

aeróbica e não exigente nutricionalmente (GRAHAM et al., 2004; MADIGAN, 

MARTINKO e PARKER, 2003). Como produtoras da goma xantana, um 

polissacarídeo (biopolímero) de ampla utilização na indústria alimentícia, 

farmacêutica, química e petroquímica, despertam grande interesse biotecnológico 

(LÓPEZ, MORENO e RAMOS-CORMENZANA, 2001). A goma xantana é utilizada 

na indústria alimentícia bem como em outros seguimentos como espessante, 

estabilizante e emulsificante. Na petroquímica é o biopolímero mais utilizado para a 

recuperação terciária de petróleo. 

Outro aspecto importante das bactérias pertencentes a este gênero é o fato 

destas estarem associadas a diversas patologias de plantas. Dentre as inúmeras 

doenças agrícolas causadas por bactérias deste gênero encontramos o cancro 

cítrico, o qual é provocado pela Xanthommonas axonopodis pv. citri (Xac). Como 

agente do cancro cítrico, esta bactéria causa grandes perdas econômicas pelos 

prejuízos causados à citricultura. Dados do Fundecitrus – Fundo de Defesa da 

Citricultura – revelam que, em 2006, foram totalizadas, entre plantações comerciais, 

não comerciais e viveiros, 3.880 ocorrências do cancro cítrico no estado de São 

Paulo e Sul do Triângulo Mineiro. Neste mesmo período foram erradicadas das 

mesmas fontes um total de 1.870.929 plantas para o controle da doença 

(FUNDECITRUS, 2007). 

O cancro cítrico, uma das mais importantes doenças agrícolas, ataca todas as 

variedades e espécies de citros, em todo o mundo, desde as mais susceptíveis 

como o Citrus limon (limão siciliano, limão galego, entre outros) até as mais 

resistentes, como é o caso da Citrus reticulata Blanco (ponkan) e da Citrus deliciosa 

Tenore (mexerica-do-rio). 

A doença é endêmica em alguns países do sudoeste da Ásia, de onde se 

difundiu para outros produtores de citros (DAS, 2003; CANTEROS, 2004). No Brasil, 

a primeira ocorrência do cancro cítrico foi registrada em 1957 na região de 

Presidente Prudente, no estado de São Paulo (FUNDECITRUS, 2007). 
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A disseminação dessa doença, causada pela bactéria Xac, se dá de forma 

muito simples, tendo como principal agente disseminador o próprio homem, por meio 

do trânsito indiscriminado de pessoas nos pomares, pelo manuseio de materiais de 

colheita, veículos, mudas e outros materiais cítricos contaminados. A própria 

natureza também age como agente dispersor, uma vez que a bactéria pode ser 

transportada pelo vento, chuva ou mesmo pela larva minadora dos citros 

(Phyllocnistis citrella), a qual facilita a penetração e o desenvolvimento da bactéria 

na planta (CANTEROS, 2004; DAS, 2003; FUNDECITRUS, 2007). 

A infecção, presente nos tecidos aéreos da planta (folhas, frutos e ramos), se 

dá, quando em tecidos jovens, por aberturas naturais, como os estômatos. Para o 

desenvolvimento em tecidos mais velhos é necessário ocorrência de um ferimento 

por onde a bactéria entra, desencadeando os sinais da doença. Esses ferimentos, 

que possibilitam a entrada da bactéria no tecido da planta, são, em geral, causados 

por material de colheita ou veículos que transitam nos pomares. 

Os primeiros sinais da doença aparecem nas folhas, tecido de maior 

prevalência da infecção de onde se alastram para outros segmentos das plantas 

como nos frutos e nos ramos. Nas folhas, em ambos os lados, os primeiros sinais do 

cancro cítrico são pequenas lesões salientes, de cor amarelada que com o 

desenvolvimento vão adquirindo a tonalidade marrom. Nos estágios mais avançados 

elas se tornam corticosas de centro marrom e com um anel amarelado ao redor da 

infecção (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 1. Lesões características do cancro cítrico. Folha, frutos e ramo infectados por 
Xanthomonas axonopodis pv citri, apresentando as lesões provocadas em decorrência do cancro 
cítrico. Fonte da figura: http://www.fundecitrus.com.br/doencas/cancro.html. 
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No fruto, as lesões se manifestam pelo surgimento de pequenas manchas 

amareladas com um ponto marrom no centro, que aos poucos vão crescendo, 

podendo ocupar grande parte da casca do fruto (Figura 1). Quando ocorrem em 

estágios prematuros do desenvolvimento do fruto podem provocar o rompimento da 

casca, a má formação do fruto ou mesmo a sua queda prematura. Os frutos 

infectados em estágio de desenvolvimento mais avançado sofrem alterações 

externas que os tornam sem valor comercial (DAS, 2003). Nos ramos as lesões 

também são salientes, na forma de crostas de cor parda (Figura 1). 

Não há tratamentos nem existe um controle químico eficaz para a doença, de 

tal modo que o método adotado para o controle do cancro cítrico em São Paulo 

(Brasil), na Flórida (E.U.A) e em alguns países asiáticos  é a erradicação de plantas 

contaminadas (DAS, 2003; CANTEROS, 2004). Em geral, o que se determina é a 

erradicação da planta contaminada e de todas as árvores num raio de 30 metros ao 

redor do foco de identificação da doença. Todavia, quando numa plantação há mais 

de 0,5% de árvores contaminadas, todo o pomar deve ser erradicado. (Lei Estadual 

de execução a cargo do Fundecitrus) (FUNDECITRUS, 2007). 

Por se tratar de bactéria de grande importância econômica, Xac é alvo de 

grande interesse por parte dos pesquisadores. A conclusão do seqüenciamento de 

seu genoma (da SILVA et al., 2002) gerou uma contribuição em potencial para a 

agricultura de diversos países, pois possibilita ampliar o conhecimento a respeito do 

microrganismo e das interações moleculares com o seu hospedeiro. Esses novos 

conhecimentos podem auxiliar no desenvolvimento de produtos e/ou métodos que 

possam contribuir no controle do cancro cítrico. Inúmeros trabalhos importantes em 

relação à biologia e patogenicidade de Xanthomonas vêm sendo realizados após o 

seqüenciamento do seu genoma, buscando uma forma rápida e específica para a 

identificação do patógeno (PARK et al., 2006) como também enfocando a 

importância de se conhecer os mecanismos de interação entre bactéria/hospedeiro 

(GÜRLENBECK, THIEME e BONAS, 2006).  

Alguns trabalhos descrevem que proteases podem estar envolvidas no 

estabelecimento e desenvolvimento de doenças causadas por Xanthomonas 

(BÜTTNER et al, 2003; HOTSON, et al., 2003; HOTSON e MUDGETT, 2004; 

RODEN et al., 2004; ALEGRIA et al., 2005; WEBER e KOEBNIK, 2006). 

Recentemente Santos e Medrano (2007) demonstraram a expressão, purificação e 

caracterização de uma aminopeptidase (XAC2987) de Xac que apresenta uma vasta 
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especificidade de substratos. Proteases são enzimas reconhecidamente envolvidas 

em processos de invasão de hospedeiros por organismos patogênicos (EAKIN et al., 

1993; MOTTRAM et al., 1996; APARICIO, SCHARFSTEIN e LIMA, 2004; 

ROSENTHAL, 2004; JEONG et al., 2006) o que as tornam alvos em potencial para o 

desenvolvimento de drogas para o combate ao patógeno. 

As proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteolíticas) catalisam a 

hidrólise das ligações peptídicas entre os resíduos de aminoácidos das proteínas. 

Elas são encontradas em todos os sistemas biológicos, de vírus a vertebrados e 

compreendem aproximadamente 2% dos genes expressos (SAJID e MACKERROW, 

2002). A atividade destas enzimas é chamada de clivagem proteolítica, podendo 

inclusive ser um mecanismo de ativação ou inativação de enzimas, o que as tornam 

enzimas-chave para uma ampla variedade de processos biológicos. As proteases 

estão envolvidas, por exemplo, na nutrição, regulação do ciclo celular, crescimento 

celular, diferenciação, invasão do hospedeiro, processamento de antígenos e 

angiogênese, entre outros, pois catalisam a hidrólise da ligação peptídica entre 

aminoácidos específicos dentro da cadeia polipeptídica (HOOPER, 2002; LECAILLE, 

KALETA e BRÖMME, 2002; LEUNG-TOUNG et al., 2002; RAO et al., 1998). 

A ação das proteases é essencial às células e organismos, e sua disfunção 

está relacionada com o desenvolvimento de várias doenças tais como, desordens 

neurológicas (Alzheimer), metástases, inflamações, arteriosclerose, artrites doenças 

imunológicas e uma variedade de parasitoses infecciosas (HOOPER, 2002; 

LECAILLE, KALETA e BRÖMME, 2002; RZYCHON, CHMIEL e STEC-NIEMCZYK, 

2004). 

As peptidases constituem uma classe enzimática amplamente variada, sendo 

assim podem ser classificadas de diferentes formas, tendo para isto três principais 

critérios: (a) tipo da reação de catálise; (b) relacionamento evolutivo da seqüência e 

estrutura e (c) natureza química do sítio catalítico. 

Com base no tipo de reação catalítica as peptidases podem ser classificadas 

como endopeptidases ou proteinases e exopeptidases, dependendo da posição da 

ligação peptídica a ser clivada. Endopeptidases atuam preferencialmente nas 

regiões internas da cadeia polipeptídica, entre as regiões N- (amino) e C- (carbóxi) 

terminal. Quanto às exopeptidases, estas atuam somente nas porções finais das 

cadeias polipeptídicas, na região N- ou C-terminal (HOOPER, 2002). Aquelas que 

atuam na região N-terminal podem liberar um, dois ou três peptídeos 
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(aminopeptidases, dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases respectivamente). As 

exopeptidases que atuam na região C-terminal podem liberar um ou dois peptídeos 

(carboxipeptidases e peptidil-dipeptidases respectivamente). 

Baseando-se na seqüência de aminoácidos da cadeia polipeptídica as 

proteases são agrupadas dentro das diferentes famílias as quais podem ser 

novamente subdivididas em “clãs” que acomodam as famílias de peptidases 

derivados de um ancestral comum (RAWLINGS, MORTON e BARRETT, 2006). 

Tendo como base o grupo funcional presente em seu sítio ativo, as proteases 

podem ser classificadas em cinco principais grupos: serino, aspartil, metalo, treonina 

e cisteíno proteases (LECAILE, KALETA e BRÖMME, 2002). Serino proteases são 

caracterizadas pela presença de um grupamento serino em seu sítio ativo. Aspartil 

proteases ou proteases ácidas são endopeptidases que dependem de um resíduo 

de ácido aspártico em seu sítio catalítico. Metalo proteases são caracterizadas pelo 

requerimento da ligação de um íon de metal divalente, em geral o zinco, em seu sítio 

ativo. Treonina proteases são caracterizadas pela presença de um resíduo de 

treonina em seu sítio ativo. As cisteíno proteases são proteases que dependem da 

formação de uma dupla de resíduos no sítio catalítico formada pelo resíduo de 

cisteína e histidina, podendo ter outros resíduos presentes no sítio catalítico. 

Considerando que o foco desse trabalho é uma fase aberta de leitura ou ORF (Open 

Reading Frame) predita para cisteíno protease relacionada à família da papaína, a 

mesma será descrita com maiores detalhes. 

 

 

1.1 Cisteíno proteases relacionadas à papaína 
 

 

A primeira purificação e caracterização de uma cisteíno protease ocorreu em 

1879 e esta foi denominada de papaína por ser extraída do mamão (Carica papaya) 

(SAJID e MACKERROW, 2002). Atualmente sabe-se que as cisteíno proteases 

estão presentes em todos os reinos, de vírus a mamíferos, e podem ser agrupadas 

em 60 famílias. Cada família contém membros que apresentam relacionamento 

evolutivo entre si, permitindo o agrupamento destas em 13 subfamílias e 9 clãs 

(RAWLINGS, MORTON e BARRETT, 2006). 
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Uma característica comum às cisteíno proteases pertencentes à família da 

papaína é o sítio catalítico conservado que apresenta os resíduos de cisteína, 

histidina e asparagina (LECAILLE, KALETA e BRÖMME, 2002). Outra característica 

comum à estrutura tridimensional destas enzimas é a existência de uma estrutura 

bilobada com o sítio catalítico localizado na reentrância dos lobos 

(WIEDERANDERS, 2003; RAWLINGS, MORTON e BARRETT, 2006). 

O mecanismo de ação das cisteíno proteases usualmente segue uma reação 

em dois passos. Em um primeiro momento (acilação) temos a hidrólise da ligação 

peptídica e formação de uma ligação covalente resultando no intermediário enzima-

peptídeo. A acilação é seguida pela desacilação, processo no qual uma molécula de 

água promove o ataque nucleofílico do intermediário enzima-peptídeo, provocando a 

hidrólise do peptídeo e restauração da enzima (RAO et al., 1998). 

Muitas cisteíno proteases são sintetizadas como precursores que contêm um 

pró-domínio e o domínio ativo.  A pró-região encontra-se envolvida em diversas 

funções, entre elas a regulação da atividade enzimática (SAJID e MACKERROW, 

2002; WIEDERANDERS, KAULMANN e SCHILLING, 2003). 

Inúmeros trabalhos demonstram a importância das cisteíno proteases no ciclo 

de vida ou patogenicidade de parasitas dentro da célula hospedeira, o que as 

tornam um interessante alvo no desenvolvimento de quimioterápicos para diversas 

doenças (DUBIN et al., 2005; EAKIN et al., 1993; HELLBERG et al., 2002; 

MACKERROW, ENGEL e CAFFREY 1999; OCÁDIZ et al., 2005; SAJID e 

MACKERROW, 2002; BAH et al., 2006). Estas enzimas possuem uma grande 

diversidade funcional, como adaptabilidade a diferentes substratos e estabilidade em 

diversos ambientes biológicos. 

Nos organismos primitivos as cisteíno proteases apresentam fundamental 

importância na digestão de proteínas fagocitadas (WIEDERANDERS, 2003). Em 

muitos parasitas as cisteíno proteases agem extracelularmente ajudando o parasita 

na invasão tecidual, ganho de nutrientes, ou evasão do sistema imune do 

hospedeiro (SAJID e MCKERROW, 2002; RZYCHON, CHMIEL e STEC-NIEMCZYK 

2004) 

O protozoário Plasmodium falciparum, responsável pela transmissão da 

malária, é um exemplo bem estudado de microrganismo que utiliza proteases para 

catalisar a degradação de proteínas do hospedeiro. As proteases, incluindo as 

cisteíno proteases, como, por exemplo, a falcipaína, são responsáveis pela ruptura e 
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invasão dos eritrócitos. Foi verificado que inibidores desta enzima impedem que 

ocorra a degradação da hemoglobina, bloqueando o desenvolvimento do parasita 

(REED, 2000). 

Muitas cisteíno proteases produzidas por bactérias patogênicas são 

consideradas importantes fatores de virulência e algumas de suas funções já são 

conhecidas no desenvolvimento de algumas doenças. Exemplo disso é a cisteíno 

protease da bactéria Porphyromonas gingivalis, denominada periodontaína, a qual 

está envolvida na periodontite (MADDEN, CLARK e KURAMITSU, 1995). Esta 

enzima é responsável pela geração de nutrientes, na forma de pequenos peptídeos, 

que são fontes indispensáveis de carbono e energia para o microrganismo. 

Em virtude da grande importância apresentada pelas proteases em vários 

processos fisiológicos e na patogenicidade de vários organismos, essa(s) enzima(s) 

se constituem em um interessante foco de estudo em Xac. 

Os mecanismos moleculares de patogenicidade da Xac em citros ainda não 

são totalmente esclarecidos. Além disso, ainda não se conhece uma maneira eficaz 

de combater o patógeno, o que torna urgente a realização de estudos que gerem 

perspectivas de controle desta praga, uma vez que a medida adotada como 

controle, a erradicação de citros, acarreta enormes prejuízos aos citricultores. A 

identificação, caracterização e estudos funcionais de cisteíno protease(s) de Xac 

podem contribuir para o desenvolvimento de instrumentos de combate a este 

patógeno, considerando que esta proteína pode ter uma provável participação no 

mecanismo de patogenicidade da Xac. 

Para tanto é necessária a expressão recombinante e a purificação da 

proteína, bem como a realização de estudos mutacionais do gene cromossomal que 

a codifica em Xac, que possibilitem comparar in vivo e/ou in vitro as alterações no 

crescimento do patógeno mutante em relação ao selvagem quanto à virulência dos 

mesmos. 

Estudos de caracterização de proteínas podem ser realizados pela análise de 

atividade da proteína após expressão heteróloga e purificação. Já estudos 

funcionais in vivo que permitam a caracterização do papel biológico da proteína no 

organismo, têm sido feitos, por exemplo, por meio da inserção no gene de interesse 

de um transposon, ou seqüência móvel de DNA, provocando o chamado nocaute 

gênico (do inglês, knockout). Esta técnica está baseada no fato de que a inserção do 

transposon provoca a perda de função do gene. Linhagens mutantes, que 
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apresentam a seqüência do transposon inserida em seu genoma, carregam a marca 

de resistência presente no transposon, o que permite uma fácil seleção das mesmas 

para caracterização. A linhagem mutante, no caso de um fitopatógeno, por exemplo, 

pode ser utilizada em estudos de infecção do hospedeiro, comparativamente à 

linhagem selvagem, o que possibilita inferir o envolvimento ou não do gene 

nocauteado no processo de patogenicidade. 

Transposons ou seqüências móveis de DNA estão presentes tanto no 

genoma de procariontes como de eucariontes. Atualmente, estas seqüências são 

amplamente reconhecidas como poderosas ferramentas para estudos estruturais e 

funcionais do genoma (GORYSHIN et al., 2003; REZNIKOFF, 2006) e introdução de 

marcas físicas ou gênicas dentro de um DNA alvo. Com o objetivo de explicar o 

papel de fatores envolvidos em diferentes processos biológicos, inúmeros trabalhos 

têm focado as mutações pela inserção de transposon na identificação de cepas 

mutantes (EHRMANN et al., 1997; GORYSHIN et al., 2003; REZNIKOFF, 2006). 

No entanto, estudos de mutações por meio do nocaute de genes que 

codificam para uma determinada proteína do patógeno freqüentemente têm pouco 

ou nenhum efeito no desenvolvimento do sinal da doença (TANG et al., 1987; 

KAMOUN e KADO, 1990; HU et al., 1992; DHARMAPURI e SONTI, 1999) 

demonstrando que uma somatória de fatores, tanto ambientais como também da 

variedade de proteínas, estão envolvidos no desenvolvimento do patógeno. 

Neste trabalho, além da tentativa de caracterização da ORF (XAC2853) como 

uma cisteíno protease pela expressão e purificação da proteína recombinante 

correspondente e investigação da sua atividade catalítica, também foram realizados 

estudos mutacionais de nocaute gênico que permitiram inferir sobre a provável 

relação desta ORF com o processo de infecção da Xac em citros. 
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2 OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo geral 
 
 

• Caracterização funcional da ORF (XAC2853) anotada como cisteíno 

protease no genoma da Xanthomonas axonopodis pv. citri. 

 

 
2.2 Objetivos específicos 

 

 

• Clonagem e expressão da proteína em E. coli; 

• Purificação da proteína recombinante; 

• Estudos de atividade da cisteíno protease purificada; 

• Obtenção de anticorpos contra a proteína recombinante; 

• Pesquisa da cisteína protease recombinante em subfrações celulares de 

E.coli recombinante sob indução por IPTG e em Xac infectante de citros, 

por Western Blot ; 

• Obtenção de um clone de Xac mutante pela inserção de um transposon no 

gene cromossomal para a cisteíno protease; 

• Estudos do efeito da mutação no gene cromossomal para a cisteíno 

protease na fitopatogenicidade de Xac. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

3.1 Linhagens bacterianas 
 

 

Para a clonagem e propagação dos vetores recombinantes a linhagem de E. 

coli utilizada foi a DH5α (F-, φ80dlacZ∆M15, ∆(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, 

endA1, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1) (NOVAGEN). 

A expressão da proteína recombinante foi realizada na linhagem E. coli 

Rosetta DE3 (F- ompT hsdSB(rB
-mB

-) gal dcm lacY1 (DE3) pRARE (argU, argW, ilex, 

glyT, leuW, proL) (CmR)) (NOVAGEN). Esta linhagem bacteriana permite o controle 

dos níveis de expressão da proteína recombinante uma vez que a mesma apresenta 

em seu genoma cópia do gene para a T7 RNA polimerase sobre controle do 

promotor lacUV5, induzível por IPTG. 

Os estudos funcionais da provável cisteíno protease foram realizados com a 

linhagem 306 de Xac, gentilmente fornecida pelo Dr. Julio Cezar F. de Oliveira, 

Jovem Pesquisador (Programa FAPESP) do Departamento de Tecnologia da 

UNESP – Jaboticabal e atualmente docente da UNIFESP, Diadema. Esta linhagem 

(306) é a mesma que foi utilizada no seqüenciamento do genoma de Xac (da SILVA 

et al., 2002). 

 

 

3.2 Estudo estrutura-função da ORF XAC2853 
 

 

Para a realização de estudos que visem esclarecer as relações entre 

estrutura e função da possível cisteíno protease de Xac 306 (anotada como 

XAC2853) foram realizados alinhamentos da sua seqüência com seqüências 

conhecidas, utilizando-se o software BLASTp disponível no site 

http//:www.ncbi.nlm.nih.gov. Outros softwares utilizados foram Sinalp (NIELSEN et 

al., 1997) para predição de seqüência sinalizadora presente na seqüência da 

proteína e o MULTIALIN (CORPET, 1988) disponivel no endereço eletronico 

http//:bioinfo.genopole-toulouse.prp.fr/multalin/multalin.html que permite a 
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comparação entre as regiões similares da proteína. Para a classificação da enzima 

foi utilizado o banco de dados MEROPS (RAWLINGS, MORTON e BARRETT, 2006) 

(http//:www.merops.sanger.ac.uk). 

 

 

3.3 Meios e condições de crescimento bacteriano 
 

 

Para o crescimento e expressão da proteína, as bactérias foram cultivadas 

em meio líquido Luria-Bertani (LB) (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, cloreto 

de sódio 5 g/L) (USB) a 300 rpm e 37oC para as linhagens de E. coli e 28oC para a 

linhagem de Xac. As colônias recombinantes, após crescimento, foram mantidas em 

freezer -80oC, em solução LB contendo 15% de glicerol. 

No caso das linhagens de E. coli o meio continha o antibiótico (25 µg/mL) de 

seleção específico para cada plasmídeo. Já a linhagem de Xac selvagem foi 

crescida na ausência de antibiótico e a linhagem mutante (Xac ∆Xac2853) foi 

crescida em meio contendo canamicina (50 µg/mL), marca de seleção do 

transposon. 

Para obtenção de colônias isoladas, a cultura bacteriana foi plaqueada em 

meio sólido LB ágar (peptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, cloreto de sódio 5 

g/L, ágar 15 g/L) e colocada para crescer durante 12 horas. As condições de 

temperatura para o crescimento foram as mesmas acima mencionadas. 

Para a contagem no número de colônias viáveis e posterior elaboração da 

curva de crescimento, as Xac foram crescidas em placas de Petri contendo meio 

TSA sólido (Triptona 1%, Sacarose 1%,Glutamato de Sódio 0,1%). As condições de 

crescimento foram as mesmas já descritas acima. 

 

 
3.4 Plasmídeos 

 
 
Para a clonagem da seqüência codificadora da cisteíno protease foi utilizado 

o plasmídeo pTZ57R/T (Fermentas) (Figura 2). Este plasmídeo apresenta a 
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característica de ser previamente clivado com Eco32I e tratado com a 

desoxinucleotídeo transferase deixando ambas as extremidades livres com 3´-ddT. 

A clonagem neste plasmídeo é favorecida pela característica da Taq DNA 

polimerase adicionar na extremidade 3´ do produto amplificado um nucleotídeo extra 

de adenina permitindo assim o pareamento entre as extremidades livres do 

plasmídeo e do fragmento amplificado.  

 

 

 
 

 

Figura 2. Representação esquemática do plasmídeo pTZ57R/T. Plasmídeo usado para a 
clonagem da ORF da cisteíno protease e de seus diferentes fragmentos. 

 

 

A expressão da proteína foi feita utilizando-se os plasmídeos pET28a (Figura 

3) e pET32a (Figura 4) (Novagen). Estes plasmídeos apresentam como 

característica o fato de a proteína recombinante ser expressa com uma cauda extra 

na porção N-terminal composta por seis histidinas, denominada de “His-Tag” que 

facilita a purificação da proteína em coluna de afinidade ao níquel. No caso do 

plamídeo pET32a, além do “His-Tag” a expressão neste vetor também possibilita a 

fusão da proteína recombinante com a proteína tiorredoxina possibilitando uma 

maior solubilidade da proteína expressa. 
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Figura 3. Representação do plasmídeo de expressão pET28a. Plasmídeo usado na expressão da 
cisteíno protease e de seus diferentes fragmentos. 
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Figura 4. Representação do plasmídeo de expressão pET32a. Plasmídeo usado na expressão do 
fragmento para a cisteíno protease sem o peptídeo sinal. 

 

 

3.5 Extração do DNA plasmidial (mini-prep) 
 

 

Para as extrações do DNA plasmidial, realizadas no decorrer deste trabalho, 

as células de E. coli contendo o plasmídeo de interesse foram crescidas em 5 mL de 

meio LB a 300 rpm e 37oC durante 12 horas. Após o crescimento, 2 ml da cultura 

foram centrifugados a 12000 g por 2 minutos em tubos de 1,5 mL. O precipitado foi 

suspenso em 200 µL do tampão de suspensão (Tris-HCL 100 mM, pH 7,5 e EDTA 

10mM) e 5 µL de RNase a 10 ng/mL foram adicionados. Após 5 minutos de 
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incubação adicionou-se 200 µL da solução de lise celular (NaOH 0,2 M; SDS 1%). 

Após homogeneização (5 inversões do tubo) foram adicionados 200 µL da solução 

neutralizadora (acetato de potássio 3 M pH 4,8). O material foi precipitado por 

centrifugação a 12000 g e 4oC durante 10 minutos. O sobrenadante resultante foi 

coletado em tubo de 1,5 mL novo onde foram adicionados 2 volumes de isopropanol 

gelado. A solução foi homogeneizada por inversão e novamente levada a centrífuga 

por 10 minutos a 12000 g e 4oC para a precipitação do DNA plasmidial. Após 

centrifugação o sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado com 1 mL de 

etanol 70% e foi realizada nova centrifugação a 12000 g, 4oC durante 5 minutos. 

Feita a lavagem o sobrenadante foi descartado e após secagem o precipitado foi 

suspenso em 20 µL de água Milli-Q. 

 

 

3.6 Extração do DNA genômico de Xac 
 

 

O DNA genômico foi extraído para ser utilizado na amplificação por PCR (item 

3.7.1) da ORF da cisteíno protease (item 3.8) e para caracterização do clone 

mutante de Xac após inserção de transposon no gene cromossomal da cisteíno 

protease (item 3.17). 

Após 48 horas de crescimento em meio LB, as células (5 mL) foram coletadas 

por centrifugação a 12000 g em tubos de 1,5 mL, sendo congeladas em nitrogênio 

líquido e em seguida maceradas com o auxílio de um pistilo. Após adição de 400 µL 

do tampão TNES (Tris-HCl 250mM, pH7,5; NaCl 0,2 M; EDTA 100 mM; SDS 2%) 

incubou-se durante 3 horas a 55oC. Após incubação foram adicionados 25% do 

volume de NaCl 5 M para a precipitação das proteínas. O material foi centrifugado a 

12000 g por 30 minutos e o sobrenadante recuperado em um tudo de 1,5 mL novo. 

O DNA foi precipitado pela adição de 1 mL de isopropanol gelado e centrifugado por 

10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 

70% durante 5 minutos de centrifugação a 12000 rpm e 4oC. O sobrenadante foi 

descartado e o sedimento, após secagem, foi suspenso em 100 µL de água Milli-Q. 
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3.7 Reação em cadeia da polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction) 
 

 

As amplificações por PCR foram realizadas neste trabalho a partir do DNA 

genômico, para a amplificação inicial da seqüência completa da ORF XAC2853 

como de seus fragmentos e na caracterização do clone mutante de Xac (item 3.17.1) 

como também a partir do DNA plasmidial (PCR de colônia), durante a clonagem em 

E. coli dessas seqüências nos vetor de propagação (PTZ57R/T) e de expressão 

(pET28a e pET32a). 

 

 

3.7.1 PCR de DNA genômico 
 

 

Cada reação de PCR (50 µL) continha 5 µL de DNA genômico, 1,25 U de Taq 

DNA polimerase (FERMENTAS), 10 µL de dNTPs 1,25 mM, 2 µL de MgCl2 50 mM, 2 

µM de oligonucleotídeos (direto e reverso) e 5 µL do tampão reação (Tris-HCl 100 

mM, pH 8.5 e KCl 500 mM), fornecido junto com a enzima. Após desnaturação inicial 

a 95oC por 5 minutos, foram realizados 40 ciclos com 1 minuto de desnaturação a 

95oC, hibridização a 55oC por 1 minuto e extensão a 72oC por 3 minutos. A extensão 

final foi feita a 72oC durante 10 minutos. 

 

 

3.7.2 PCR de DNA plasmidial 
 

 

Cada PCR (volume final de 20 µL) continha aproximadamente 10 ng do DNA 

plasmidial, 0,5 U Taq DNA polimerase (Fermentas), dNTPs 0,2 mM, MgCl2 1,5 mM, 

0,5 µM dos oligonucleotídeos (direto e reverso) e 2 µL do tampão reação (Tris-HCl 

100 mM, pH 8.5 e KCl 500 mM) fornecido junto com a enzima. Após desnaturação 

inicial de 95oC por 5 minutos, foram realizados 35 ciclos com 45 segundos de 

desnaturação a 95oC, hibridização a 55oC por 45 segundos e extensão a 72oC por 1 

minuto. A extensão final foi feita a 72oC durante 6 minutos. 
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3.8 Amplificação da ORF da cisteíno protease: seqüência completa e 
seqüências parciais 

 

 

As etapas iniciais de obtenção da ORF por amplificação, clonagem em 

plasmídeo de propagação (pTZ57R/T), posterior clonagem em plasmídeo de 

expressão (pET28a) e ensaios iniciais de expressão e purificação foram previamente 

realizadas pela Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo no “I Curso de Expressão e 

Purificação de Proteínas Recombinantes: Bring your gene, take your protein!”, 

realizado no LBM-DGE/UFSCar em 2003. 

A ORF completa da cisteíno protease (e fragmentos) foi amplificada por PCR 

a partir do DNA genômico de Xac. Para a amplificação foram desenhados 

oligonucleotídeos diretos e reverso (CYS_F e CYS_R, Tabela 1), tendo como base a 

seqüência de nucleotídeos depositada no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) durante 

a anotação dos genes de Xac. A inserção de sítios de reconhecimento para 

endonucleases na seqüência dos oligonucleotídeos (Tabela 1) teve o objetivo de 

facilitar a clonagem posterior em plasmídeo de expressão pET28a. Vale a pena 

lembrar que estes sítios de restrição não estão presentes na seqüência da ORF. 

 

 
Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados para amplificar a ORF (XAC 2853). Seqüência dos 
oligonucleotídeos contendo sítios de restrição (sublinhado) para facilitar a clonagem em plasmídeo de 
expressão. 
 
 
Oligonucleotídeo Seqüência (5´ 3´) Endonuclease/ sítio de restrição

CYST_F AGGCACCATATGAACACGCACCGTTCG Nde I(ca↓tatg)
CYST_R CAGGACGGATCCCTAGTACACCACGTC Bam HI (g↓gatcc)

 

 

Como as análises computacionais da ORF predizem a existência de uma 

seqüência peptídeo-sinal na extremidade 5´ da região codificadora (SignalP – 

NIELSEN et al., 1997), a qual poderia estar interferindo na solubilidade da proteína 

recombinante, foi desenhado um oligonucleotídeo SN_F (interno ao códon inicial da 

ORF em 5´) (Tabela 2) tendo como objetivo a amplificação de um fragmento sem o 

peptídeo-sinal. Oligonucleotídeos adicionais (2FR_F e 3FR_F na extremidade 5´, 

Tabela 2) também foram utilizados para a amplificação (com subseqüente clonagem 
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e expressão das seqüências obtidas) tendo como intuito obter fragmentos da 

proteína na forma mais solúvel, o que facilitaria a obtenção de maiores quantidades 

da mesma para a produção de anticorpos. 

 

 
Tabela 2. Oligonucleotídeos internos a ORF (XAC2853). Seqüência dos oligonucleotídeos usados 
para a retirada do peptídeo sinal (SN_F) e de outras porções mais internas (2FR_F e 3FR_F) na 
extremidade 5’ da ORF, e os sítios de restrição introduzidos (sublinhados) para facilitar a clonagem 
em plasmídeo de expressão. 
 
 
Oligonucleotídeo Seqüência (5´ 3´) Endonuclease/ sítio de restrição

SN_F CCAAGGCATATGGCAGTGCACGGCATG Nde I (ca↓tatg)
2FR_F ACCGCACATATGAGCACACCGCTGCCT Nde I (ca↓tatg)
3FR_F GCCGCTCATATGTTGACCGGTTGGTAT Nde I (ca↓tatg)

 

 

Os produtos das amplificações foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 0,8% e purificados utilizando o kit GFXtm DNA and Gel Band Purification 

Concert (GE HEALTHCARE). 

 

 

3.9 Clonagem da ORF completa e de seus fragmentos 
 

 

Os produtos purificados das amplificações foram utilizados para ligação no 

plasmídeo de propagação pTZ57R/T. Para a ligação em pTZ57R/T utilizou-se 50 ng 

do plasmídeo, 150 ng de produto amplificado purificado, 1 U da enzima T4 DNA 

ligase (INVITROGEN) e 2 µL do tampão de ligação (Tris-HCl 250 mM pH 7,6; 50 mM 

MgCl2; 5 mM ATP; 5 mM DTT; 25% massa/volume de polietilenoglicol-8000) 

fornecido com a enzima ligase, em volume total de 10 µL de reação. A reação de 

ligação foi mantida a 4oC durante 12 horas. O produto da ligação (5 µL) foi utilizado 

para transformar células de E. coli DH5α (200 µL) previamente tratadas com cloreto 

de cálcio (CaCl2) para torná-las competentes. A transformação foi feita por choque 

térmico (42oC por 90 segundos, seguidos por incubação em gelo por um minuto). 

Após o choque térmico adicionou-se 800 µL de meio LB e a cultura foi incubada a 

37oC com suave agitação durante 45 minutos. Após incubação, 200 µl da cultura 
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foram plaqueados em meio LB ágar contendo 25 µg/mL de ampicilina, além de X-

Gal e IPTG. 

As placas foram mantidas em estufa a 37oC durante 12 horas para 

crescimento das colônias. As possíveis colônias recombinantes (brancas) foram 

distinguidas visualmente das colônias não recombinantes (azuis). As colônias não 

recombinantes são azuis porque apresentam atividade inalterada da β-galactosidase 

codificada no plasmídeo (devido a ausência de inserto), o que permite a quebra do 

substrato X-Gal em galactose e 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol (produto de coloração 

azul), o mesmo não ocorrendo nos clones recombinantes. A inserção do fragmento 

de interesse no DNA plamidial das colônias recombinantes foi confirmada por meio 

de PCR de colônia, ou seja, o DNA molde é obtido por fervura (5 minutos) de uma 

pequena fração da colônia em 20 µL de água. Cada PCR (20 µL) continha 3 µL do 

DNA molde. Os demais parâmetros da reação foram realizados conforme descrito no 

item 3.6.2, sendo aqui utilizado os oligonucleotídeos direto (M13 forward), cuja 

seqüência de reconhecimento encontra-se no plasmídeo, e reverso (CYST_R) com 

seqüência de reconhecimento na extremidade 3´ da ORF. 

Identificada uma colônia recombinante cujo fragmento de amplificação 

apresentava o tamanho esperado, foi feita uma extração do DNA plasmidial como 

descrito no item 3.4 e o mesmo foi digerido com as enzimas de restrição capazes de 

reconhecer as seqüências presentes nos oligonucleotídeos específicos para a ORF 

em estudo. O produto da clivagem foi purificado a partir de gel de agarose 0,8% com 

o kit GFXtm DNA and Gel Band Purification Concert (GE HEALTHCARE). Cada 

fragmento purificado (ORF completa, ORF sem peptídeo sinal e os dois outros 

fragmentos), proveniente da clivagem, foi ligado ao vetor de expressão pET28a 

previamente digerido com as mesmas enzimas utilizadas para retirar o inserto do 

plasmídeo pTZ57R/T.  

Para clonagem em pET32a, o fragmento a ser ligado foi obtido por clivagem 

do vetor recombinante pET28a_CYST_SN (contendo a ORF sem o peptídeo- sinal), 

com as enzimas NcoI, presente no sítio de policlonagem dos vetores e a enzima 

BamHI, com sítio presente em ambos os vetores como também na seqüência do 

oligonucleotídeo reverso do gene, possibilitando desta forma a transferência do 

inserto intacto entre os plasmídeos. O inserto foi recuperado do gel de agarose 0,8% 

com o kit GFXtm DNA and Gel Band Purification Concert (GE HEALTHCARE). 
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Após a ligação do inserto ao vetor, foi feita a transformação em E. coli DH5α 

CaCl2 competentes, as cepas recombinantes foram selecionadas por PCR de 

colônia, como descrito acima. Para esta PCR foram utilizados os oligonucleotídeos 

direto T7 promoter (TAATACGACTCACTATAGGG) do plasmídeo pET28a e pET32a 

e o reverso (CYST_R) da própria ORF, nas condições descritas no item 3.7.2. 

Para a confirmação da inserção da ORF completa da cisteíno protease e de 

seus fragmentos nos vetores de expressão, foi feito o seqüenciamento pelo método 

dos dideoxinucleotídeos (SANGER, NICKLEN e COULSON, 1997) utilizando-se os 

oligonucleotídeos T7 promoter e T7 reverse (ambos com seqüência de 

reconhecimento no plasmídeo), no seqüenciador automático ABI Prism 377 (Applied 

Biosystems). 

 

 

3.10 Expressão e purificação da cisteíno protease recombinante 
 

 

Para expressar a proteína, as construções plasmidiais pET28a e pET32a 

foram utilizadas na transformação da linhagem Rosetta de E. coli. 

Após o crescimento a 37ºC e 300 rpm de um pré-inóculo (5mL) das bactérias 

transformadas com o plasmídeo recombinante codificador da proteína (ou de seus 

fragmentos), o mesmo foi adicionado a 500 mL de meio LB com 25 µg/mL do 

antibiótico canamicina para o pET28a ou 100 µg/mL ampicilina para o pET32a. A 

cultura foi mantida sob agitação de 300 rpm a 37ºC até atingir densidade óptica de 

0,5 a 600 nm (D.O.600= 0,5). Uma vez atingida a D.O.600 0,5, a expressão foi induzida 

pela adição de IPTG para concentração final 0,2 mM. Neste momento a agitação 

passou a ser de 200 rpm e a temperatura de 30ºC. 

Após 12 horas de indução, a cultura bacteriana foi centrifugada (centrífuga 

Sorvall RC 5C PLUS) a 15.000 g, 4ºC, durante 5 minutos em tubos de 250 ml. O 

sobrenadante foi descartado e o precipitado suspenso em 25 mL de tampão de lise 

(NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM, NaH2PO4 50 mM, pH 8,0). As células suspensas 

foram lisadas com 8 pulsos de sonicação de 1 minuto com 30 segundos de intervalo 

entre cada pulso em sonicador SONIC DISMEMBRATOR MODEL 500 (FISHER 

SCIENTIFIC). O produto da sonicação foi centrifugado durante 15 minutos a 20.000 

g e 4ºC. O sobrenandante, contendo a fração solúvel, foi separado do precipitado e 
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as análises de expressão e solubilidade foram realizadas em SDS-PAGE 10% 

(LAEMMLI, 1970), utilizando-se 10 µl do sobrenadante e 10 µl do precipitado após 

dissolução deste em 25 mL de água. A purificação da fração protéica solúvel, a partir 

do sobrenadante resultante da centrifugação após a sonicação, foi feita por 

cromatografia de afinidade em uma coluna contendo 5 mL de resina de níquel (Ni-

NTA superflow) (QIAGEN). A eluição da proteína recombinante, ligada ao níquel por 

afinidade do “His-Tag”, foi realizada pela lavagem da coluna com 2 volumes do 

tampão de lise contendo concentrações crescentes de 10 a 500mM de imidazol. Um 

volume de 10 µL de cada fração da eluição foi analisado em SDS-PAGE 10% para 

verificação da fração (ou das frações) contendo a proteína purificada. 

As frações contendo a proteína purificada foram dialisadas em uma 

membrana de 14000 MW (PIERC) durante 12 horas a 4ºC, utilizando 1 litro de 

tampão para diálise (NaCl 50mM; Tris-HCl 10mM, pH 8,0) para a remoção do 

imidazol e sais que poderiam influenciar os testes de atividade. Após a diálise a 

concentração da proteína foi determinada utilizando-se o método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). 

 
 

3.11 Purificação da cisteíno protease em condição desnaturante e 
renaturação (refolding) 

 

 

Devido à proteína sem o peptídeo sinal ser também pouco solúvel, foi 

realizada tentativa de recuperá-la diretamente dos corpos de inclusão, seguida por 

diálise e “refolding” protéico. 

Após expressão da proteína recombinante e obtenção do precipitado de 

células, como descrito no item 3.10, este foi suspenso em 25 mL PBS (NaCl 137 

mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM e KH2PO4 2 mM) contendo 1% de Triton X-100. 

As células suspensas em PBS foram lisadas por sonicação (10 pulsos) como 

descrito no item 3.10. A solução sonicada foi centrifugada 15 minutos a 20.000 g e 

4ºC e o precipitado foi novamente suspenso em 25 mL do tampão PBS para 

lavagem dos corpos de inclusão. Após suspendida, a solução foi novamente 

centrifugada durante 15 minutos a 20.000 g e 4ºC. Os passos de suspensão e 

centrifugação foram repetidos por quatro vezes em tampão PBS para garantir uma 
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boa lavagem dos corpos de inclusão e assim permitir uma boa purificação da 

proteína recombinante. Após as lavagens o precipitado foi suspenso em cerca de 50 

mL de tampão de solubilização (Tris-Cl 0,01 M pH 8,5, NaCl 100 mM e uréia 6 M) 

sendo a concentração final de proteína ajustada para 1 mg/mL. Após 30 minutos de 

incubação, com suave agitação, a temperatura ambiente, a solução foi diluída em 

mesmo volume de tampão redutor (Tris-Cl 0,05 M, pH 8,5 e DTT 10 mM) e dialisada 

em 1 litro de tampão de diálise A (Tris-HCl 0,05 M, pH 8,5 e 3 M de uréia). Passadas 

12 horas o tampão de diálise foi trocado pelo tampão B (Tris-HCl 0,05 M, pH 8,5 e 

1M de uréia). Após 12 horas de diálise no tampão B a diálise foi trocada para um 

tampão C (Tris-HCl 0,05 M, pH 8,5) o qual foi trocado a cada 2 horas totalizando 5 

trocas, sendo que a ultima diálise em tampão C foi realizada durante 12 horas. Após 

o término da diálise, alíquota de 10 µL da amostra foi analisada em SDS-PAGE 10% 

e a proteína quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

 

 

3.12 Ensaios de atividade da cisteíno protease 
 
 
3.12.1 Ensaios de atividade in vitro 
 

 

A proteína sem o peptídeo sinal resultante da diálise, tanto proveniente da 

purificação por afinidade como a purificação a partir dos corpos de inclusão, foi 

encaminhada para o laboratório da Profa. Dra. Adriana Karaoglanovic Carmona, da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), onde foram realizados os testes de 

atividade contra os substratos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA (MELO et al., 2001). Estes 

substratos são excitados em comprimento de onda de λex = 380 nM e a hidrólise dos 

mesmos faz com que a porção MCA libere fluorescência a qual é monitorada 

continuamente no comprimento de λem = 480 nM. O contínuo aumento da 

fluorescência indica a atividade enzimática. Os testes foram realizados em tampão 

acetato de sódio, em pH variando de 4,5 a 6. Para os ensaios a proteína foi pré-

ativada com adição de 2,5 mM de DTE (um isômero do DTT) (CLELAND, 1964) 

durante 5 minutos a 37oC. A adição de DTE tem por finalidade proteger o grupo tiol 

da oxidação pelo ar e da formação de pontes de dissulfeto que impossibilita a 
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atividade catalítica da enzima (CLELAND, 1964). Após ativação foi adicionado o 

substrato sintético (Z-FR-MCA ou Z-RR-MCA) à solução para a detecção da possível 

atividade proteolítica da enzima purificada.  

 

 

3.12.2 Ensaio de atividade in vivo 
 

 

Devido à obtenção de quantidade muito reduzida da forma solúvel da proteína 

e ao uso de uréia para solubilização dos corpos de inclusão (a fim de se obter maior 

quantidade de proteína), os testes de atividade enzimática in vitro ficaram 

prejudicados. Assim, foi realizada uma investigação da atividade enzimática da 

proteína recombinante por meio de ensaios in vivo para atividade proteolítica contra 

a caseína, uma proteína presente no leite. Para este ensaio, os clones 

recombinantes de E. coli foram plaqueados e crescidos em meio LB ágar contendo 

0,2 mM de IPTG e suplementado com 1% de leite desnatado Molico (TANG et al., 

1987). 

Basicamente, após transformação de E. coli com o plasmídeo de expressão 

contendo a seqüência para a proteína, as bactérias foram plaqueadas da seguinte 

forma: em uma placa foi gotejado 5 µL da cultura de bactérias contendo o plasmídeo 

pET28a sem a inserção de qualquer seqüência gênica; 5 µL da cultura de bactérias 

transformadas com o plasmídeo pET28a_CYST_SN, ou seja, a construção contendo 

a ORF sem o peptídeo sinal e 5 µL da cultura de bactérias transformadas com o 

plasmídeo pET28a_CYST, ou seja, a construção contendo a ORF completa. 

As colônias foram crescidas a 37oC durante 24 horas. Após o período de 

crescimento as células foram lisadas pela exposição ao vapor de clorofórmio durante 

20 minutos. Após a lise celular, a placa foi novamente colocada a 37oC, onde 

permaneceu por mais 12 horas. A lise celular visa liberar possíveis enzimas 

proteolíticas não exportadas para o meio extracelular. 

Neste ensaio a atividade proteolítica sobre a caseína é detectada pelo 

aparecimento de um halo translúcido ao redor da colônia, resultante da hidrólise 

enzimática da caseína, que na sua forma não hidrolisada proporciona ao meio um 

aspecto opaco. 

 



 39

3.13 Produção de anticorpos policlonais 
 
 
Por se tratar de uma proteína pouco solúvel, a produção de anticorpos foi 

feita utilizando-se a proteína recuperada a partir do SDS-PAGE 10%. Para este 

procedimento, a expressão da proteína sem o peptídeo sinal foi induzida em E. coli, 

as células foram recuperadas por centrifugação em tubos de 1,5 mL, suspensas em 

100 µL de tampão Laemmli e fervidas por 5 minutos. Uma alíquota de 20 µL desta 

solução foi aplicada em cada canaleta do gel. Depois da eletroforese, o gel foi 

corado com azul Coomassie e as bandas correspondentes à proteína induzida foram 

trituradas e eluídas em 1 mL de  água durante 12 horas. Após eluição a solução foi 

filtrada em membrana SNAP (INVITROGEN) e a proteína foi quantificada no filtrado 

pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). 

Para a obtenção de anticorpos contra a proteína, foram feitas duas 

inoculações de 50 µg da proteína purificada em camundongos com 20 dias de idade 

(Biotério-UFSCar). Para a primeira imunização foi utilizada a proteína suplementada 

com igual volume do adjuvante completo de Freund (Sigma). Após 45 dias da 

primeira inoculação foi feita a segunda inoculação. Para esta inoculação a proteína 

foi suplementada com igual volume do adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). 

Após 10 dias da segunda inoculação os camundongos foram sacrificados por 

guilhotinamento pela Profa. Dra. Keico Okino Nonaka do Departamento de Fisiologia 

da Universidade Federal de São Carlos. O sangue foi coletado e centrifugado 

(15.700 g por 5 minutos a 4ºC) para obtenção do soro contendo os anticorpos. 

 

 

3.14 Western blotting 
 

 

O ensaio de Western blotting foi realizado com as seguintes amostras de E. 

coli recombinante: lisado celular total após a indução da proteína completa ou de 

seus fragmentos, proteínas precipitadas do meio extracelular após a indução da 

expressão da proteína completa e proteínas precipitadas da fração solúvel do lisado 

celular após indução da proteína completa. Proteínas presentes no macerado de 
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folhas infectadas com Xac no oitavo dia após inoculação de citros também foram 

analisadas. 

A obtenção de cada amostra foi feita da seguinte forma: 

- Lisado celular total: após indução as bactérias foram recuperadas por 

centrifugação e uma pequena alíquota de bactérias foi suspensa em 30 µL 

de tampão Laemmli. A amostra foi fervida por 10 minutos e aplicada no 

SDS-PAGE 10%. 

- Proteínas precipitadas do meio extracelular: após a indução e recuperação 

das bactérias por centrifugação o sobrenadante foi filtrado em membrana 

de 0,22 µm e as proteínas contidas no meio foram precipitadas com o uso 

de TCA 100%. Para tal procedimento foi adicionado 1 volume de TCA 

100% para cada 4 volumes de meio. A mistura (proteína, TCA) foi 

incubada a 4oC durante 10 minutos e então centrifugada a 12.000 g, 4oC 

durante 5 minutos. O precipitado foi então lavado com acetona gelada 

com centrifugação a 12.000 g, 4oC durante 5 minutos. Após 2 lavagens 

com acetona o precipitado resultante foi seco e suspenso em 50 µL de 

tampão Laemmli. A amostra foi fervida por 10 minutos antes de ser 

aplicada em SDS-PAGE 10%. 

- Proteínas precipitadas da fração solúvel do lisado celular: após retirada da 

alíquota utilizada na análise do lisado celular, o restante das bactérias 

foram suspensas em 5 mL de tampão de lise (NaCl 100 mM; Tris-HCl 10 

mM; NaH2PO4 50 mM, pH 8,0) e as células rompidas com 8 pulsos de 

sonicação de 1 minuto com 30 segundos de intervalo entre cada pulso. 

Feita a sonicação a fração insolúvel foi separada por centrifugação, o 

sobrenadante filtrado em membrana 0,22 µm e as proteínas presentes no 

tampão foram precipitadas com TCA 100% como descrito acima. O 

precipitado formado foi suspenso em 100 µL de tampão Laemmli. A 

amostra foi fervida por 10 minutos e aplicada no SDS-PAGE 10%. 

- Proteínas presentes no macerado de folhas infectadas com Xac: oito dias 

após provocar a infecção de citros (limão cravo) com Xac foram retirados 3 

discos de 0,75 cm de diâmetro e os mesmos foram macerados em 100 µL 

de tampão Laemmli. A amostra foi fervida por 10 minutos e aplicada no 

SDS-PAGE 10%. 
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As amostras foram submetidas à eletroforese em SDS-PAGE 10%. A 

transferência para membrana de nitrocelulose (INVITROGEN) foi realizada em 

sistema Mini-Protean (LIFE TECHNOLOGIES), em tampão de transferência (Tris 

200 mM, glicina  50 mM e metanol 20%) a 150 V e 150 mA durante duas horas. A 

membrana foi corada em solução de Ponceau (250 µL de solução estoque de 

Ponceau - Merck, 50 µL de ácido acético em volume final de 50 mL) possibilitando 

checar a eficiência da transferência e realizar a marcação da membrana, com o 

auxílio de uma agulha, do local esperado de reconhecimento pelos anticorpos. Feita 

a marcação, a membrana foi lavada em água e incubada durante 12 horas em 

solução de bloqueio (2,5 g de leite em pó desnatado para volume final de 50 mL de 

tampão TBS – Tris 5 mM, NaCl 75 mM, pH 8.0). Em seguida a membrana foi lavada 

três vezes durante 5 minutos em tampão TBS pH 8 e então incubada com o 

anticorpo anti-cisteina protease (1:2000 em TBS) por 90 min. Após nova lavagem 

em TBS, como descrito anteriormente, a membrana foi incubada com anti-mouse 

IgG (1:10000 em TBS) (SIGMA) por 90 min. A membrana foi novamente lavada com 

TBS e a revelação foi realizada por adição de 10 mL do substrato - AP Color 

Development reagent, Bio Rad - para a enzima conjugada ao anticorpo secundário 

(anti-mouse), a fosfatase alcalina. 

 

 

3.15 Inserção in vitro do transposon no gene da cisteíno protease e 
transformação da E. coli 

 

 

Com o objetivo de estudar o papel do gene para a cisteíno protease na 

patogenicidade de Xac, a inativação do gene foi realizada pela inserção de um 

transposon na ORF para a cisteíno protease. A reação da inserção in vitro do 

transposon (Figura 5) foi realizada com o kit EZ::TNTM <KAN-2> (EPICENTRE) no 

Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular, Departamento de Tecnologia da 

Universidade Estadual Paulista do Campus de Jaboticabal (FCAV, UNESP) com a 

colaboração do Dr. Julio Cezar F. de Oliveira. Para a reação, 0,2 µg do DNA 

plasmidial (PTZ57R/T_CYST) foram adicionados a 1,0 µL do tampão do kit (10X), 
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0.081 µg do transposon EZ::TN <KAN-2>, 1 U de transposase EZ::TN e água Milli-Q 

para um volume final de 10 µL. A reação foi incubada a 37oC durante duas horas. 

Um volume de 1 µL da reação in vitro foi utilizado para a eletroporação de E. 

coli DH5α eletrocompetentes (Gene Pulser II, Bio-Rad). As condições de 

eletroporação foram: 2,5 kV, 25 µFa e 200 Ω. Após a eletroporação adicionou-se 1 

mL de meio LB à cultura e a mesma foi incubada a 37oC com suave agitação 

durante 1 hora. Após incubação, 200 µL da cultura foram plaqueados em meio LB 

ágar contendo 25 µg/mL de canamicina, marca de resistência do transposon. As 

placas foram mantidas em estufa a 37oC durante 12 horas para crescimento das 

colônias. 

 

 

 

 
 
 
Figura 5. Reação de inserção do transposon. Esquema resumido da reação de inserção in vitro do 
transposon no plasmídeo (fonte: Kit Epicentre). 
 

 

Treze colônias foram selecionadas, o DNA plasmidial foi extraído como 

descrito no item 3.5 e utilizado para a verificação do local de inserção do transposon. 

DNA 
Alvo 

1. Incubar a 37oC, 2h 
2. Transformar E. Coli 
3. Selecionar resistentes à canamicina 

Seqüenciamento bidirencional utilizando oligonucleotídeos do transposon 

4. Preparar DNA 
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Uma primeira análise foi feita por PCR utilizando oligonucleotídeos do gene 

(CYST_F e CYST_R) para verificar se a inserção do transposon ocorreu dentro da 

ORF ou se a mesma ocorreu na seqüência de DNA do plasmídeo. O produto da 

amplificação foi analisado em gel de agarose 0,8%.  Os plasmídeos cujos 

fragmentos amplificados foram de aproximadamente 2000 pb (em número de 5), 

foram utilizados para mapeamento de restrição com a enzima BamHI, a qual 

apresenta sítio de clivagem tanto na seqüência do transposon (Figura 6) como 

também na seqüência do oligonucleotídeo utilizado na amplificação da cisteíno 

protease (Tabela 1). O mapeamento de restrição teve a finalidade de selecionar 

aqueles plasmídeos cujo transposon estava em uma posição central do gene. O 

produto da clivagem foi analisado em gel de agarose 0,8%. O plasmídeo cuja 

clivagem indicou para a inserção do transposon em uma região central foi 

seqüenciado (SANGER, NICKLEN e COULSON, 1997) para verificar o local exato 

dessa inserção utilizando-se os oligonucleotídeos 3FR e CYST_R. Feito o 

mapeamento e seqüenciamento da inserção do transposon a construção foi utilizada 

para transformação de Xac eletrocompetentes a fim de inativar, por recombinação 

homóloga, o seu gene cromossomal para cisteíno protease (item 3.16). 

 

 

 
 
 
 
Figura 6. Mapa do transposon. Esquema representando a seqüência do transposon e os sítios de 
restrição presentes dentro da seqüência (fonte: Kit Epicentre). 
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3.16 Transformação de células de Xac para obtenção de linhagem mutante 
 
 
Uma vez obtido o plasmídeo contendo a ORF com o transposon 

(pTZ57R/T_CP-TN-Kan) inserido em sua posição média, foi realizada a 

transformação de Xac para a inativação do seu gene cromossomal da cisteíno 

protease. Eventos de recombinação homóloga, entre o DNA plasmidial e o DNA 

genômico no locus para a cisteíno protease permitem a obtenção de uma linhagem 

mutante de Xac (∆Xac2853) contendo o gene cromossomal cyst inativado pela 

inserção do transposon. 

As células de Xac da linhagem 306 foram preparadas para serem 

transformadas por eletroporação pelo Dr. Julio Cezar F. de Oliveira 

(Unesp/Jaboticabal – UNIFESP/Diadema) como descrito por Sun e colaboradores 

(2003). Para a eletroporação foi usado 1 µg da construção plasmidial 

(pTZ57R/T_CP-TN-Kan). As células foram eletroporadas nas seguintes condições: 

2400 volts, capacitância de 25 µFa e resistência de 300 Ω em um eletroporador 

Gene Pulser II (Bio-Rad). Feita a eletroporação adicionou-se 1 mL de meio TSA e a 

cultura foi incubada a 28oC durante duas horas, sob suave agitação. Passado o 

período de incubação as células foram plaqueadas em meio LB ágar contendo 50 

µg/mL de canamicina (seleção para o transposon). As colônias de Xac obtidas foram 

então crescidas em meio LB (7,5 mL) contendo 50 µg/mL de canamicina. Uma 

alíquota de cada cultura (800 µL) proveniente de cada um dos clones obtidos foi 

estocada em solução de glicerol 15% no freezer -80oC e o restante utilizou-se para a 

extração do DNA genômico como descrito no item 3.6. 

 

 

3.17 Seleção de Xac mutante no gene da cisteíno protease 
 
 
Para a análise dos clones de Xac quanto à inserção do transposon no gene 

cromossomal de cisteíno protease, foi realizada inicialmente a extração do DNA 

genômico como descrito no item 3.6. As análises para a presença do transposon 



 45

interrompendo o gene da cisteíno protease no DNA genômico dos clones de Xac 

foram feitas por PCR e Southern blot. 

 

 

3.17.1 Análise da presença do transposon no DNA genômico de Xac por 
PCR 
 

 

Para a amplificação e verificação da inserção do transposon no DNA 

genômico de Xac foram utilizados os oligonucleotídeos que flanqueiam o gene 

(CYST_F, 3FR_F e CYST_R – Tabelas 1 e 2) como também oligonucleotídeos cujas 

seqüências alvo encontram-se presentes na seqüência do transposon (KAN2_F, 5' 

ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC 3' e KAN2_R, 5' 

GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG 3'). Na figura 7 temos uma representação 

esquemática dos locais de reconhecimento dos oligonucleotídeos usados para a 

PCR e verificação da inserção do transposon no DNA genômico de Xac. Como 

controle positivo, foi utilizado o DNA plasmidial da construção contendo a ORF da 

cisteíno protease interrompida pela inserção do transposon (pTZ57R/T_CP-TN-Kan). 

A PCR foi realizada como descrito no item 3.7.1. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Representação da inserção do transposon na ORF para a cisteíno protease. As setas 
na vertical indicam o sítio de clivagem para BamHI. As setas na horizontal representam o sítio de 
ligação para os oligonucleotídeos CYST_F, CYST_3FR, KAN2_F, KAN2_R e CYST_R, 
respectivamente. Os fragmentos indicados (pb) correspondem a amplificados obtidos a partir dos 
oligos correspondentes 
 

 

 

Fragmento 5´ da Fragmento 3´ da Transposon 

BamHI BamHI 

1785 pb

472 pb 503 pb 
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3.17.2 Análise da presença do transposon no DNA genômico de Xac por 
Southern blot 
 

 

Para a análise de Southern blot 2 µg do DNA genômico da cepa selvagem 

como também da cepa mutante (selecionada com base no resultado de PCR) foram 

clivados com as enzimas de restrição NcoI e SacII (GE HEALTHCARE). Como estas 

enzimas reconhecem seqüências que não estão presentes na ORF XAC2853 e nem 

no transposon, a clivagem do DNA com as mesmas resultaria, para a região de 

estudo, em fragmentos de aproximadamente 3 kb (linhagem selvagem) e de 

aproximadamente 4 kb (linhagem mutante). O levantamento do tamanho dos 

fragmentos gerados foi realizado a partir da análise da seqüência depositada no 

GenBank (AE011926) (www.ncbi. nlm.nih.gov). 

Após a digestão o DNA foi aplicado em um gel de agarose 0,8% e visualizado 

em luz UV. Com o auxílio de uma régua fluorescente foi feita a marcação da 

distância migrada com relação ao poço de aplicação para posterior localização das 

bandas marcadas no Southern blot. O gel foi então colocado em tampão de 

desnaturação (0,4 N NaOH, 1 M NaCl) para desnaturação da dupla fita de DNA 

(SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Depois da desnaturação, o DNA foi transferido, 

por capilaridade, para uma membrana de nitrocelulose carregada positivamente 

(Nucleic Acid Tranfer Membranes Hybon-N+) (GE HEALTHCARE). A transferência 

foi feita utilizando também o tampão de desnaturação à temperatura ambiente 

durante 12 horas (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Após a transferência a 

membrana foi neutralizada durante 15 minutos à temperatura ambiente em tampão 

de neutralização (0,5 M Tris pH 7,2; 1 M NaCl) e colocada para hibridizar a 55oC 

durante 12 horas com sondas previamente marcadas diretamente com fosfatase 

alcalina (kit “Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System” GE 

HEALTHCARE). 

Como sondas foram utilizados os produtos de PCR da ORF completa para 

cisteíno protease e o produto da amplificação do transposon com os 

oligonucleotídeos (TRANS_F 5´ CTGCAGCTGTCTCTTATACACATC 3´ e TRANS_R 

CTGTCTCTTATACACATCTCA). A hibridização foi feita no tampão de hibridização 

fornecido junto ao kit “Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System” 
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(GE HEALTHCARE) suplementado com 0,5 M de NaCl e 4% do reagente de 

bloqueio também fornecido junto a esse kit.  

Feita a hibridização a membrana foi lavada duas vezes a 55oC, durante 10 

minutos cada lavagem, em tampão A (2 M uréia; SDS 0,1%; NaH2PO4.H20 0,5 M, pH 

7; NaCl 100 mM; MgCl2 1 mM e 2% reagente de bloqueio) e então lavada por duas 

vezes, durante 5 minutos cada lavagem, a temperatura, ambiente no tampão B (Tris 

0,02 M; NaCl 0,04 M e MgCl2 2 mM; pH 10) . Após as lavagens o excesso de tampão 

foi escorrido da membrana e no lado da membrana colocada em contato com o gel 

durante a transferência foi adicionado o volume necessário do substrato CDP-Star 

(GE HEALTHCARE) para a fosfatase alcalina usada na marcação das sondas de 

DNA para hibridização. Após 5 minutos de reação à temperatura ambiente, o 

excesso do substrato foi retirado e a membrana foi colocada em um cassete de 

revelação juntamente com um filme para Raio-X (T-MAT G/RA Film) (Kodak). Após 1 

hora de exposição o filme foi revelado para a visualização de bandas que 

apresentaram hibridização com a sonda. 

 

 

3.18 Estudos funcionais da mutação na ORF XAC2853 

 

 

3.18.1 Avaliação do efeito da mutação in vivo 
 

 

Os estudos funcionais da mutação na ORF XAC2853 foram realizados na 

casa de vegetação vinculada ao Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do 

Departamento de Tecnologia (FCAV, Unesp, Jabaticabal) sob supervisão do Dr. 

Julio Cezar F. de Oliveira. 

Após crescimento em meio LB ágar uma alíquota das bactérias, tanto 

selvagem como mutante, foi diluída em solução de MgCl2 1 mM de tal modo a 

ajustar a D.O.600 da  solução em 0,3. O ajuste da D.O. foi feito com o uso de um 

Biofotômetro da Eppendorf. 

Com o propósito de causar a infecção dos citros por Xac selvagem e mutante, 

foi realizada uma pequena lesão na folha do citros a ser infectado (limão cravo e 

laranja pêra-doce). Com o auxílio de uma seringa sem agulha, a solução contendo 
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as bactérias foi inoculada por pressão até que se notasse uma região mais umida ao 

redor da lesão. 

Do lado esquerdo da nervura central da folha foi inoculada a bactéria mutante 

e do lado direito da mesma nervura foi inoculada a bactéria selvagem. Depois de 

inoculadas, as mudas foram mantidas na casa de vegetação, a 28oC com luz 

artificial e ar filtrado (filtro HEPA). A comparação das alterações no crescimento foi 

feita visualmente e registrada por fotografias. 

 

 

3.18.2 Avaliação do crescimento das bactérias mutantes in vivo 

 

 

Para as análises quantitativas das alterações no crescimento das bactérias 

selvagens e mutantes em citros, a inoculação foi feita como descrito no item 3.18.1 

com alteração na D.O.600 da solução inoculada. Neste experimento a D.O.600 foi 

primeiramente ajustada para 0,01 em um Biofotômetro (Eppendorf) e posteriormente 

diluída 10X para obter a concentração desejada (teoricamente D.O.600 de 0,001 a 

qual representa o ponto inicial da curva de crescimento para Xanthomonas, onde a 

unidade formadora de colônia (UFC) está na ordem de 103 a 104/ cm2) antes ser 

aplicada nas folhas. 

Para dados estatísticos o experimento foi realizado em triplicata. Para isto, 3 

colônias selvagens e 3 colônias mutantes foram usadas para inocular as folhas de 

limão, sendo que cada colônia foi usada para inocular um total de 25 folhas 

totalizando, entre inóculo selvagem e mutante 150 folhas em um total de 24 mudas 

de limão cravo. O crescimento bacteriano foi monitorado a cada dois dias 

possibilitando, desta forma, realizar a construção de uma curva de crescimento a 

partir do dia zero (dia da inoculação do citros). 

Para o acompanhamento e contagem celular, a cada dois dias foram retirados 

três discos de 0,75 cm de diâmetro do local infectado da folha. Cada disco era 

retirado de uma folha, sendo que as folhas escolhidas para se retirar os discos 

pertenciam a mudas distintas. Os discos foram retirados nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 

e 14. Cada disco era esterilizado em etanol 70% durante 30 segundos e lavado em 

água Milli-Q pelo mesmo período. Após a lavagem dos discos os mesmos foram 

macerados em 1 mL de solução 1 mM de MgCl2 e da solução resultante foram feitas 
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diluições seriadas até 10-7. Uma alíquota de 10 µL de cada diluição foi gotejada em 

meio TSA sólido contendo o antibiótico canamicina, nas placas onde foram feitos os 

testes com a linhagem mutante. Após 48 horas de crescimento foi realizada a 

contagem das bactérias viáveis em cada diluição. Quando a quantidade de bactéria 

presente em uma determinada diluição tornava-se extremamente grande, impedindo 

a contagem das colônias, esta diluição era tida como tendo um número infinito (∞) 

de colônias. 

Após obtenção dos dados brutos da contagem de colônias, o número obtido 

foi multiplicado pela sua ordem de diluição como também por 102, já que as 

microgotas compostas de 10 µL provém de suspensão originada a partir de um disco 

de folha processado em 1 mL e portando sendo expressa por UCF/ mL. Desta forma 

foi estimado o número de bactérias existentes em 1 mL. Os valores obtidos foram 

tratados de forma estatística usando a plataforma MICROSOFT EXCEL 2003. A 

partir destes dados foi possível obter o Log UFC/ mL e construir o gráfico da curva 

de crescimento in vivo e comparar as diferenças dos valores obtidos no crescimento 

da Xac selvagem e mutante (TEIXEIRA, 2006). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1 Estudo estrutura-função da ORF XAC2853 
 

 

O seqüenciamento e a anotação do genoma da linhagem 306 da Xac (da 

SILVA et al., 2002) (http://genoma4.iq.usp.br) revelaram a presença de um gene que 

codifica uma provável cisteíno protease.  A proteína predita pela tradução da ORF 

XAC2853, tem aproximadamente 28 kDa. Análises no banco de dados MEROPS 

revelam que esta provável protease apresenta seqüência similar àquelas 

pertencentes à família C1 e clã CA das cisteíno proteases (RAWLINGS, MORTON e 

BARRETT, 2006) e tem grande similaridade com cisteíno proteases de outras 

Xanthomonas bem como de outros organismos (Figura 8). O alinhamento da 

seqüência desta proteína como seqüência de outras cisteíno proteases mostra 

regiões onde se tem mais de 90% de similaridade entre os resíduos de aminoácidos. 

Em uma nestas regiões estão presentes os resíduos formadores do sítio catalítico 

da enzima, entre eles o resíduo de cisteína na posição 75 e o de histidina na 

poosição 224 que são responsáveis pela formação da díade catalítica (Figura 8). 

Outros aminoácidos conservados, e de grande importância para a correta formação 

do sítio catalítico, são dos da posição 69 e 240 (glutamina e asparagina, 

respectivamente). 

Análises da seqüência de aminoácidos da proteína no software SinalP 

predizem a existência de um peptídeo sinal em sua região amino-terminal, o qual se 

estende até o aminoácido de número 24. Entretanto, análises da seqüência da 

proteína no banco de dados MEROPS indicam que a unidade peptídica da enzima 

se estende do aminoácido de número 16 ao aminoácido de número 270 (Figura 9) o 

que torna necessário maiores análises em relação à seqüência tida como peptídeo 

sinal. 
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Figura 8. Alinhamento da ORF de cisteíno protease de Xac. Alinhamento da ORF XAC 2853 com 
a ORF de outras Xanthomonas e outros organismos, como a Xylella fastidiosa. Xac – Xanthomonas 
axonopodis pv. citri; Xcv – Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; Xoo – Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae; Xcc - Xanthomonas campestris pv. campestris; C. acet – Clostridium acetobutylicum; 
Flavobactereia – Flavobactereia bacterium, Pseudomonas – Pseudomonas syringae pv. syringae e 
Xyl – Xyllela fastidiosa. As caixas de fundo preto representam regiões com identidade acima de 90% 
e as caixas de fundo branco regiões de identidade entre 50 e 90%. Alinhamento feito no software 
Multialin (CORPET, 1988 – http//:bioinfo.genopole-toulouse.prp.fr/multalin/multalin.html). 
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Figura 9. ORF para a cisteíno protease e a seqüência da proteína traduzida. (A) Seqüência 
codificadora (ORF) da possível cisteíno protease; (B) seqüência traduzida de aminoácidos. As 
seqüências correspondentes aos oligonucleotídeos CYST_F, SN_F, 2FR_F, 3FR_F (diretos) e 
CYST_R (reverso) encontram-se hachuradas em cinza respectivamente. As seqüências sublinhadas 
referem-se à possível seqüência codificadora do peptídeo sinal (SignalP) (A) e ao peptídeo sinal 
correspondente (B). Em B, temos a localização da unidade peptídica a qual vai do aminoácido 16 
(indicado por uma seta) até o ultimo aminoácido (MEROPS – http//:www.merops.sanger.ac.uk). Os 
aminoácidos hachurados em preto, posições 69, 75, 224 e 240, são responsáveis pela formação do 
sítio catalítico (MEROPS). 
 

 

4.2 Amplificação e clonagem 
 

 

Diferentes fragmentos da ORF (XAC2853) foram clonados com sucesso nos 

vetores pTZ57R/T e pET28a (pela Profª Dra. Maria Teresa Marques Novo) e no 

pET32a, os quais foram utilizados na propagação e expressão gênica. Os clones 

obtidos no vetor pTZ57R/T foram denominados de pTZ57R/T_CYST (ORF 

completa), pTZ57R/T_CYST_SN (ORF sem o peptídeo sinal) pTZ57R/T_CYST_2FR 

(ORF que apresentava uma deleção de 75 nucleotídeos além da seqüência 

A 
 
ATGAACACGCACCGTTCGCTCGCCCTTTGCCTGCTCGCCGCCCTGAGCCTGACCGCTGCCA
CCGCGCAGGCGGCAGTGCACGGCATGGGCCTGAAGCCTTCGTCGTTAATGCAGCCGGTCAC
CCCGTTGTTCGGTACCGCAAGCGTTAGCACACCGCTGCCTGCCAGTGTCGACCTGACTGCAT
GGGCGATCACGCCGGGCGACCAGGGCCAGATCGGAGCATGCGCGTCATGGGCGGCCGCTC
ACACCTTGACCGGTTGGTATGCCAACGCCAACAAACAGGCCCAGACGCGCTTTGCCCCGATG
TACCTGTACAGCCAGGTCAACGGCGGCGTGGATGAAGGCTCCACCCTGGAAGCGCCGCTGG
AGATCGCGCTTGCGCAGGGCATCGACACCGAGCAGCACTATTCGTGGGGCAACTACGACTG
GAAACACCAACCCACTACCGCCGACAAGGCCAACGCTGCCAAGAACCCGACGCCGTATCGC
CACTACACCGTGCTGTATTCGGGCAACGGCAATGGGGGACGCGCCTTGATCGAACAGATCAA
GCTCGCCCTTGCCTCTTCCACGCCGGTGGCGATCGGCTTCTATGTGCGCCAGGGCTTTGAAG
ACCTGACAACCAAGAATCAGGTCGATTACGACGTCAAGACGCCGATTCTGGGTGGGCATGCC
GTGATCGCGCTGGGCTACGACAGCGAAGGACTGATCGTGGAAAACAGCTGGGGCACCGAAT
GGGGCAACAAGGGTTTCGGCAAACTGTCCTGGTCGGTGGTCGCCAAGGATGTGATCGGCGC
CGACGTGGTGTACTAG 
 
B 
 
MNTHRSLALCLLAALSLTAATAQAAVHGMGLKPSSLMQPVTPLFGTASVSTPLPASVDLTAWAITP
GDQGQIGACASWAAAHTLTGWYANANKQAQTRFAPMYLYSQVNGGVDEGSTLEAPLEIALAQGI
DTEQHYSWGNYDWKHQPTTADKANAAKNPTPYRHYTVLYSGNGNGGRALIEQIKLALASSTPVAI
GFYVRQGFEDLTTKNQVDYDVKTPILGGHAVIALGYDSEGLIVENSWGTEWGNKGFGKLSWSVV
AKDVIGADVVY 
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codificadora para o peptídeo sinal) e pTZ57R/T_CYST_3FR (ORF que apresentava 

a maior deleção, retirando a seqüência para o peptídeo sinal e mais 177 

nucleotídeos). Com os plasmídeos de expressão pET28a e pET32a foram obtidas as 

seguintes construções: pET28a_CYST, pET28a_CYST_SN, pET28a_CYST_2FR, 

pET28_CYST_3FR e pET32a_CYST_SN (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 10. Esquema ilustrativo dos plasmídeos de expressão. Diferentes fragmentos amplificados 
e clonados no plamídeo de expressão pET28a. 

 

 

4.3 Expressão e purificação da proteína recombinante 
 

 

Os diferentes fragmentos para a proteína recombinante foram expressos no 

vetor pET28a. Os testes de solubilidade, após indução no vetor pET28a, realizados 

pela Profª Dra. Maria Teresa Marques Novo, e repetidos neste trabalho, mostraram 

baixa solubilidade da proteína. As deleções e construções dos plasmídeos de 

expressão com fragmentos menores da proteína não resultaram em proteínas mais 

solúveis. Por este motivo os resultados de expressão e purificação, aqui 

apresentados, referem-se apenas à construção sem o peptídeo sinal. O resultados 

obtidos demonstram que o sistema pET de expressão foi bastante eficiente na 

expressão da proteína, entretanto a mesma se apresenta pouco solúvel (Figura 11). 

pET28a_CYST (ORF completa) 

pET28a_CYST _SN (ORF sem o peptídeo sinal) 

pET28a_CYST _2FR (ORF 1 – deleção de 75 
aminoácidos além do peptídeo sinal) 

pET28a_CYST _3FR (ORF 2 – deleção de 177 
aminoácidos além do peptídeo sinal) 

Peptídeo sinal
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Apesar da maior parte da proteína estar insolúvel, foi possível, com o uso da coluna 

de afinidade ao níquel Ni-NTA (QIAGEN), recuperar uma pequena fração que 

permanecera solúvel. A fração purificada da proteína foi eluída com 250 e 500 mM 

de imidazol, sendo que a massa molecular esperada para a proteína recombinante 

era de ~30 kDa (Figura 11). Com essa estratégia foi possível purificar um total de 1 

mg de proteína por litro de cultura induzida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 11. Teste de expressão, solubilidade e purificação da cisteíno protease de Xac sem o 
peptídeo sinal. Gel SDS-PAGE 10% mostrando a expressão da proteína, o teste de solubilidade e a 
purificação por cromatografia de afinidade da cisteíno protease sem o peptídeo sinal expressa em E. 
coli com a utilização do vetor pET28-a_CYST_SN. 1, padrão de massa molecular (Invitrogen); 2, 
fração não induzida; 3, fração induzida; 4, precipitado e 5, sobrenadante; 6, primeira lavagem com 15 
mL do tampão sem imidazol; 7 e 8 eluição com 250 mM de imidazol; 9, eluição com 500 mM de 
imidazol. 

 

 

Na tentativa de obter maior quantidade de proteína solúvel, foi realizada a 

inserção do fragmento sem o peptídeo sinal no vetor pET32a (pET32a_SN), no 

entanto, os resultados obtidos foram semelhantes àqueles obtidos com o 

pET28a_SN (dados não mostrados). Desta forma, decidimos manter a expressão 

utilizando o pET28_SN. 

Para se obter maior quantidade da proteína recombinante, a fim de se estudar 

a atividade da mesma, foi feita a lavagem dos corpos de inclusão em tampão PBS 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

20 kDa 

50 kDa 

30 kDa 
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contendo 1% de TritonX-100 e solubilização dos mesmos em tampão PBS contendo 

6 M de uréia para purificação da proteína recombinante em condições desnaturantes 

seguida pela renaturação (refolding) (Figura 12). 

 

 

 

 
 
 

Figura 12. Purificação em condições desnaturantes. Gel SDS-PAGE 10% da solubilização da 
proteína sem o peptídeo sinal com 6M uréia. 1, padrão de massa molecular (Invitrogen); 2 fração não 
induzida; 3, fração induzida; 4, precipitado antes do tratamento com uréia; 5, sobrenadante; 6 
precipitado remanescente após tratamento com uréia 6 M; 7, sobrenadante resultante do tratamento 
do precipitado com 6 M uréia.  

 

 

O uso de condições desnaturantes foi bastante eficiente para obtenção de 

boa quantidade da proteína pura. Porém, pela metodologia empregada, esta 

quantidade de proteína se encontrava muito diluída (0,2 mg/ mL, totalizando 20 mg 

da proteína por litro de cultura induzida) e desnaturada o que prejudica os estudos 

de atividade. A grande diluição é necessária para que o enovelamento possa ocorrer 

de maneira correta (SINGH e PANDA, 2005) o que viria a possibilitar estudos de 

atividade da mesma. Por este motivo, a quantidade de proteína na canaleta 7 da 

figura 12 é pequena. 
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4.4 Ensaio de atividade 
 
 
4.4.1 Ensaios de atividade in vitro 

 

 

A proteína recombinante sem o peptídeo-sinal, purificada tanto por afinidade 

em coluna de níquel como em condições desnaturantes com uréia (seguida do 

refolding), foi encaminhada para o laboratório da Profa. Dra. Adriana K. Carmona, 

onde os ensaios de atividade foram realizados. Os resultados obtidos nestes 

ensaios não demonstraram qualquer atividade proteolítica desta enzima contra os 

substratos sintéticos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA. É possível que a falta de atividade 

seja resultado do enovelamento não perfeito da proteína após a purificação na forma 

desnaturada e/ou ao fato do peptídeo-sinal (ou parte dele) ser importante para a 

atividade catalítica. Análises realizadas no banco de dados do MEROPS indicam 

que a provável seqüência peptídica ativa vai do aminoácido 16 ao aminoácido 270 

(Figura 9) e a deleção feita para a retirada do peptídeo sinal foi até o aminoácido 24, 

local predito para o término do peptídeo sinal pelo software SinalP. Desta forma, 

podem ter sido excluídos alguns aminoácidos importantes para a atividade no N-

terminal da proteína. 

Outra possibilidade é o fato do pH utilizado durante a purificação da proteína 

(pH 8) ter possibilitado uma auto-hidrólise da mesma. De fato, muitas cisteíno 

proteases de organismos parasitas agem, em contraste com as cisteíno proteases 

de mamíferos, em pH neutro ou alcalino (LECAILLE, KALETA e BRÖMME, 2002; 

SAJID e McKERROW, 2002;  WIEDERANDERS, KAULMANN e SCHILLING, 2003). 

Portanto, haveria necessidade de se tentar a purificação da proteína em tampão 

com pH diferente do utilizado neste trabalho. 

 

 

4.4.2 Ensaios de atividade in vivo 

 

 

Apesar de não ter sido observada atividade enzimática em experimentos in 

vitro, foi possível verificar atividade proteolítica in vivo sobre a caseína, uma proteína 
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do leite. A figura 13 mostra o teste de atividade in vivo. Na placa foi gotejado em (1) 

a cultura de E. coli transformadas com o plasmídeo pET28a sem nenhum inserto, 

em (2) cultura de E. coli transformadas com o plasmídeo pET28a_CYST_SN, ou 

seja, a ORF sem o peptídeo sinal e em (3) a cultura de E. coli com o plasmídeo 

pET28a_CYST, ou seja, a ORF completa. Este experimento foi realizado com o 

intuito de se observar a hidrólise da caseína após a lise celular por clorofórmio. 

Porém, observa-se que a expressão da proteína completa possivelmente faz com 

que a mesma seja exportada para o meio extracelular, pois o halo de hidrólise da 

caseína aparece antes de se efetuar a lise celular in situ (Figura 13). 

Após a lise celular, feita com vapor de clorofórmio, não foi observada 

nenhuma alteração no meio, demonstrando que as células transformadas com o 

plasmídeo pET28a não recombinante continuavam a não apresentar atividade 

catalítica sobre a caseína, como esperado (Figura 13 B). Os resultados in vivo 

também reforçam a perspectiva de que a proteína tem pH ótimo próximo do pH 

neutro a alcalino, pois o meio utilizado apresenta pH 7,5. 

Contrariamente ao esperado, no entanto, foi o fato de os clones contendo a 

proteína sem o peptídeo sinal não apresentarem atividade mesmo depois da lise 

celular. Isto pode refletir uma possível importância da seqüência predita do peptídeo 

sinal na atividade da enzima.  

Estes resultados demonstram a necessidade de maiores estudos em relação 

à seqüência tida como sendo o peptídeo sinal desta proteína, bem como a 

necessidade de se otimizar as condições de se obter a proteína pura (por exemplo, 

condição de pH) para os ensaios de atividade in vitro. Só assim poderemos inferir de 

forma conclusiva que a proteína em estudo realmente se trata de uma cisteíno 

protease.  

No entanto, o indício de exportação da proteína é interessante, pois indica 

que o provável peptídeo sinal da proteína de Xac está funcionando como tal em E. 

coli. Construções utilizando um gene repórter fundido a este peptídeo sinal poderão 

responder se realmente ele funciona como sinal de exportação em E. coli, o que 

seria muito interessante do ponto de vista biotecnológico considerando a falta de 

sistemas de expressão em E. coli capazes de exportar proteínas para o meio. Um 

sistema deste tipo facilitaria muito processos de purificação de proteínas diretamente 

do meio de cultura, além de poder ser utilizado em experimentos nos quais se 
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necessite de proteína secretada, como experimentos de evolução in vitro de 

proteínas via DNA Shuffling. 

 

 

 
 
 
Figura 13. Teste de atividade in vivo. Células de E.coli plaqueadas em meio LB ágar contendo 1% 
de leite Molico e IPTG. (A) placa antes de ser exposta ao vapor de clorofórmio e (B) placa após 
exposição em vapor de clorofórmio. Em cada figura (A e B) observa-se as gotas das culturas de E. 
coli: (1)  E. coli transformada com pET28a desprovido de qualquer inserto; (2) E. coli transformada 
com pET28a_CYST_SN e (3) E. coli transformadas com o plasmídeo pET28a_CYST, onde podemos 
notar a atividade proteolítica pela presença de halo transparente no meio ao redor das colônias. 
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4.5 Produção de anticorpos policlonais e Western blot 
 

 

Considerando os indícios da exportação da proteína recombinante em E.coli, 

a presença da mesma foi investigada no meio extracelular, entre outras frações, 

como descrito em Materiais e Métodos item 3.14. 

A imunização dos camundongos feita com a proteína expressa a partir do 

clone pET28a_CYST_SN (ORF sem o peptídeo sinal) forneceu anticorpos capazes 

de reconhecer uma proteína de aproximadamente 30 kDa, bem como os outros 

diferentes fragmentos da proteína expressa, sendo o menor deles de 

aproximadamente 20 kDa (Figura 14). As demais frações (macerado de folhas 

infectadas por Xac e proteínas precipitadas do meio extracelular e da fração solúvel 

do lisado celular) não apresentaram resposta à imunização, o que pode ser devido à 

baixa concentração da proteína presente nestas amostras. 

 

 

 
 
 

Figura 14. Análise por Western blot das proteínas expressas em E. coli. Hibridização do 
anticorpo anti cisteíno protease com os diferentes fragmentos da proteína expressa em E. coli 
recombinante. 1, hibridização com a proteína proveniente da expressão do pET28a_CYST_3FR; 2, 
hibridização com a proteína proveniente da expressão do pET28a_CYST_2FR; 3, Hibidização com a 
proteína proveniente da expressão do pET28a_CYST_SN; 4 hibidização com a proteína proveniente 
da expressão do pET28a_CYST. A seta indica bandas não específicas. 
 

 

4.6 Interrupção do gene por inserção de um transposon 
 

 

Com o objetivo de estudar o papel desta cisteíno protease no mecanismo de 

patogenicidade, o gene cromossomal de Xac foi inativado pela inserção de um 

transposon. 

Utilizando a construção plasmidial pTZ57R/T_CYST, foi gerada uma nova 

construção, sendo esta denominada de pTZ57R/T_CP-TN-Kan. Esta nova 

30 kDa
20 kDa

1 2 3 4 
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construção apresentou o transposon inserido na seqüência da ORF para a provável 

cisteíno protease. A inserção do transposon foi confirmada por PCR, utilizando os 

oligonucleotídeos direto (CYST_F) e reverso (CYST_R). A PCR resultou em um 

fragmento de aproximadamente 2034 pb (Figura 15), o qual foi o resultado da soma 

entre o transposon (1221 pb) e o gene para cisteíno protease (813 pb). 

 

 

 

 
 
 

Figura 15. Gel de agarose do PCR das colônias de E. coli contendo o plasmídeo pTZ57R/T_CP-
TN-Kan. Gel de agarose 0,8% mostrando na canaleta 1, padrão de massa molecular; 2 PCR tendo 
como molde o DNA plasmídial pTZ57R/T_CYST; 3 a 6, PCR das colônias transformadas com o 
plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-Kan; 7, controle negativo (amostra sem DNA). 

 

 

A posição de inserção do transposon no plasmídeo também foi confirmada 

pelo mapeamento de restrição com a enzima BamHI. A inserção no centro do gene 

geraria bandas de aproximadamente 500 pb, ao contrário, inserções próximas às 

extremidades 5’ ou 3’ gerariam bandas de tamanho diferente disso. Caso a 

orientação do transposon estivesse invertida o fragmento esperado para a inserção 

do mesmo na região central do gene seria de aproximadamente 1600 pb. A clivagem 

de um dos plasmídeos resultou em um fragmento de aproximadamente 500 pb que 

foi visualizado em gel de agarose 0,8% (Figura 16). Este resultado sugere que a 

orientação do transposon segue a mesma do gene. 

 

250 pb 

2000 pb 

1 2 3 4 5 6 7 
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Figura 16. Mapeamento de restrição dos plasmídeos contendo o transposon inserido no gene 
para cisteíno protease. Clivagem com BamHI do DNA plasmidial das colônias de E. coli  com 
inserção do transposon dentro da ORF. 1, padrão de massa molecular; 2 a 5, clivagem do plasmídeo 
das colônias que apresentaram a inserção do transposon dentro da ORF para cisteíno protease. 

 

 

Para confirmar tanto a inserção como também a posição central do 

transposon inserido no gene, o clone cuja PCR foi positiva, e que ao ser digerido 

com BamHI apresentou uma banda de aproximadamente 500 pb, foi submetido ao 

seqüenciamento. O seqüenciamento demonstrou que o transposon havia se inserido 

a partir da posição 406 pb da ORF (Figura 17), ou seja, exatamente no meio do 

gene, como desejado. Este plasmídeo (pTZ57R/T_CP-TN-Kan) foi utilizado na 

transformação da linhagem 306 da Xac por eletroporação. 

250 pb 

2000 pb 
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Figura 17. Seqüência do gene da cisteíno protease com inserção do transposon. Na região 
hachurada encontra-se a seqüência do transposon. A posição 1159 do transposon corresponde ao 
primeiro nucleotídeo da seqüência GGATCC sublinhada, sequência esta reconhecida pela BamHI. 
Em negrito estão representados os locais de reconhecimento dos oligonucleotídeos (reverso KAN2_R 
e KAN2-F e direto, respectivamente), utilizados para caracterização do clone mutante de Xac. 
 

 

4.7 Caracterização da linhagem mutante de Xac (Xac ∆Xac2853) por PCR 
 

 

Foram obtidos 5 clones de Xac resistentes à canamicina (marca do 

transposon) após a eletroporação da bactéria com o plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-

Kan. Análises por PCR com os oligonucleotídeos 3FR_F e CYST_R demonstraram 

que um dos clones obtidos apresentava a inserção do transposon no gene para a 

cisteíno protease de Xac, o que foi detectado pela presença da banda de 1785 pb 

(Figura 18, canaleta 5).  Este clone foi novamente caracterizado por PCR com os 

oligonucleotídeos direto e reverso tanto para a seqüência do transposon como para 

a seqüência da ORF (Figura 19). Como resultados foram observados fragmentos de 

tamanho aproximado ao esperado, ou seja, de aproximadamente 472 pb e 503 pb, 

os quais demonstram a inserção do transposon no genoma da Xac próximo à 

posição central do gene para a possível cisteíno protease (Figura 20). 

ATGAACACGCACCGTTCGCTCGCCCTTTGCCTGCTCGCCGCCCTGAGCCTGACCGCTGCCACCGCGCAGGC
GGCAGTGCACGGCATGGGCCTGAAGCCTTCGTCGTTAATGCAGCCGGTCACCCCGTTGTTCGGTACCGCAA
GCGTTAGCACACCGCTGCCTGCCAGTGTCGACCTGACTGCATGGGCGATCACGCCGGGCGACCAGGGCCAG
ATCGGAGCATGCGCGTCATGGGCGGCCGCTCACACCTTGACCGGTTGGTATGCCAACGCCAACAAACAGGC
CCAGACGCGCTTTGCCCCGATGTACCTGTACAGCCAGGTCAACGGCGGCGTGGATGAAGGCTCCACCCTGG
AAGCGCCGCTGGAGATCGCGCTTGCGCAGGGCATCGACACCGAGCAGCACCTGTCTCTTATACACATCTCAA
CCATCATCGATGAATTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCATCATGAACAA
TAAAACTGTCTGCTTACATAAACAGTAATACAAGGGGTGTTATGAGCCATATTCAACGGGAAACGTCTTGCTCG
AGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGGGTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAAT
CAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCCCGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTA
GCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGATGGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCAT
CAAGCATTTTATCCGTACTCCTGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGAAAAACAGCATTCCAG
GTATTAGAAGAATATCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATT
CGATTCCTGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAAT
AACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTGGAAAGAAA
TGCATAAACTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAACCTTATTTTTG
ACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGCAGACCGATACCAGGATCTTGCCAT
CCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAAACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATC
CTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCTCGATGAGTTTTTCTAATCAGAATTGGTTAATTGGTTGTAAC
ACTGGCAGAGCATTACGCTGACTTGACGGGACGGCGGCTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAG
GATCAGATCACGCATCTTCCCGACAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAACTGGT
CCACCTACAACAAAGCTCTCATCAACCGTGGCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTC
AGGGTTGAGATGTGTATAAGAGACAGTATTCGTGGGGCAACTACGACTGGAAACACCAACCCACTACCGCCG
ACAAGGCCAACGCTGCCAAGAACCCGACGCCGTATCGCCACTACACCGTGCTGTATTCGGGCAACGGCAATG
GGGGACGCGCCTTGATCGAACAGATCAAGCTCGCCCTTGCCTCTTCCACGCCGGTGGCGATCGGCTTCTATG
TGCGCCAGGGCTTTGAAGACCTGACAACCAAGAATCAGGTCGATTACGACGTCAAGACGCCGATTCTGGGTG
GGCATGCCGTGATCGCGCTGGGCTACGACAGCGAAGGACTGATCGTGGAAAACAGCTGGGGCACCGAATGG
GGCAACAAGGGTTTCGGCAAACTGTCCTGGTCGGTGGTCGCCAAGGATGTGATCGGCGCCGACGTGGTGTA
CTAG 
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Figura 18. Análise por PCR das colônias de Xac resistentes a canamicina. PCR a partir do DNA 
genômico das colônias de Xac transformadas com o plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-Kan, utilizando-se 
os oligonucleotídeos 3FR_F e CYST_R. 1, padrão de massa molecular; 2,  PCR usando o plasmídeo 
pTZ57R/T_CP-TN-Kan como molde; 3-5, PCR usando o DNA genômico de Xac transformadas com o 
plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-Kan, que foram capazes de crescer em meio seletivo. 

 

 

 
 

 
 
 
 
Figura 19. Representação esquemática do sítio de reconhecimento dos oligonucleotídeos. As 
setas representam os oligonucleotídeos. Da esquerda para direita temos: CYST_F, KAN2_R, 
KAN2_F e CYST_R. Os locais de hibridização na seqüência do transposon estão representados na 
Figura 17. 

 

Fragmento 5´ da ORF Fragmento 3´ da ORF Transposon 
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Figura 20. Análise por PCR da inserção do transposon no DNA genômico de Xac. Gel de 
agarose 0,8% da PCR do DNA genômico de Xac contendo o transposon no gene para cisteíno 
protease. 1 padrão de massa molecular; 2 controle positivo (PCR a partir do plasmídeo 
pTZ57R/T_CP-TN-Kan) amplificado com os oligonucleotídeos CYST_F e KAN2_R; 3 Controle 
negativo, 4 e 5 amplificação do DNA genômico com os oligonucleotídeos CYST_F/ KAN2_R e 
KAN2_F/ CYST_R respectivamente. 

 

 

4.8 Caracterização da linhagem mutante de Xac (Xac ∆Xac2853) pela análise 
de Southern blot 

 

 

Os ensaios de Southern blot demonstram que a inserção do transposon no 

DNA genômico de Xac ocorreu por recombinação dupla, ou seja, apenas a 

seqüência do transposon se integrou ao DNA genômico, não tendo ocorrido a 

inserção do plasmídeo. Os ensaios de Southern blot também revelam que o 

transposon foi inserido apenas na ORF para a cisteíno protease não havendo 

inserção múltipla do transposon (Figura 21), o que viria a prejudicar as análises de 

crescimento in vivo. 
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Figura 21. Comparação do DNA genômico da linhagem selvagem e mutante por Southern blot. 
A - Hibridização usando a sonda do transposon, B - Hibridização usando a sonda da ORF XAC2853. 
MM – padrão de massa molecular; 1 – Clivagem DNA genômico linhagem mutante; 2 – Clivagem 
DNA genômico linhagem selvagem; 3 – Plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-Kan aberto com NdeI; 4 – 
produto de PCR da seqüência do transposon; 5 – Produto de PCR da ORF XAC2853. 

 

 

4.9 Avaliação do efeito da mutação in vivo 
 

 

Após 4 dias da inoculação na folha de citros, já era possível notar uma menor 

hiperplasia na região das folhas infectadas com a linhagem mutante, 

comparativamente à linhagem selvagem, tanto nas folhas de laranja pêra-doce como 

de limão cravo infectados (Figura 22), o que indica uma menor virulencia das cepas 

mutantes. As alterações de hiperplasia foram acompanhadas e fotografadas até o 

12o dia após a infecção (Figura 22). Estes resultados demonstram que o nocaute 

gênico não ocorreu em um gene essencial para o desenvolvimento da bactéria, mas 

demonstra que o mesmo possivelmente está relacionado ao mecanismo de 

patogenicidade. 

41 32 5 41 32 5A B
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Figura 22. Evolução da infecção em folhas de citros. No lado esquerdo de cada folha foi feita a 
infecção da linhagem mutante e o lado direito a infecção da linhagem selvagem. Cada par de folhas 
(esquerda laranja e direita limão) mostra a elvolução da infecção a cada dois dias, a partir do quarto 
dia, momento no qual já é possível notar uma ligeira diferença no padrão de crescimento das duas 
linhagens. 
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4.10 Avaliação do efeito da mutação na curva de crescimento em citros 
 

 

A partir dos dados brutos de cada ponto amostral para a elaboração da curva 

de crescimento, foi possível estabelecer o desvio padrão de cada ponto da curva 

(Tabela 3) utilizando a ferramenta DESVAP do software Microsoft Excel 2003. 

 

 
Tabela 3. Desvio padrão das curvas de crescimento in vivo. Os valores do desvio padrão para 
cada dia de contagem do número de colônias viaveis para a linhagem selvagem (Xac) e a mutante 
(Xac ∆Xac2853) 
 
 

Xac Xac ∆cys
0 0,172862 0,109503
2 0,557976 0,222538
4 0,13194 0,426598
6 0,39626 0,438758
8 0,233025 0,276221
10 0,09065 0,771475
12 0,118228 0,127208
14 0,960858 0,62191

Desvio padrãoDias

 
 

 

As médias diárias de bactérias viáveis em cada ponto amostral foram 

convertidas em escala logarítmica permitindo a construção do gráfico comparativo 

entre as curvas de crescimento da linhagem selvagem e mutante (Figura 23). A 

análise do gráfico, permite inferir que a linhagem mutante apresenta mudanças no 

padrão crescimento vizíveis a partir do segundo, quando foi possível notar que o 

número de bactérias da linhagem selvagem havia aumentado aproximadamente 100 

vezes e o número de bactérias mutantes permacera praticamente constante. Este 

resultado demonstra que a proteína em questão apresenta importante papel no 

estabelecmento da interação parasita/hospedeiro e consequentemente no 

desenvolvimento da doença. 
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Curca de crescimento in vivo
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Figura 23. Curva de crescimento in vivo: linhagens selvagem e mutante. Comparação do 
crescimento entre a linhagem de Xac selvagem e a mutante. 
 

 

O grande aumento no número de células viáveis da linhagem mutante entre o 

2o e 6o dia monstra que a função desta proteína pode não ser um fator determinante 

no desenvolvimento bacteriano na planta quando já estabelecida a interação 

parasita/hospedeiro. Entretanto, a variação no número de bactérias mutantes 

observada entre o 6o e 10o dia pode refletindo uma possível função da proteína nos 

estágios tardios de desenvolvimento da bactéria em citros, o que acarretaria em uma 

proteína envolvida não apenas no estabelecimento da interação parasita/hospedeiro, 

como também na sobrevivência do parasita no hospedeiro. 

Novos estudos que permitam comparar estágios mais tardios entre as duas 

curvas de crescimento devem ser realizados o que irá permitir uma melhor 

comparação da influência desta proteína em diferentes estágios da infecção de 

citros pela bactéria Xac.  
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5 CONCLUSÕES 
 

 

• Os diferentes fragmentos para a ORF da cisteíno protease de Xac, bem 

como a ORF completa, foram clonados no vetor de expressão pET28a e 

pET32a e a expressão em E. coli foi bem sucedida; 

• A proteína completa, bem como todos os fragmentos obtidos da proteína 

foram pouco solúveis, o que prejudica a sua purificação em coluna de 

afinidade e, conseqüentemente, a obtenção de maiores quantidades; 

• Pela metodologia de purificação a partir dos corpos de inclusão foi 

possível a obtenção de maiores quantidades da proteína recombinante 

sem o peptídeo-sinal na forma desnaturada; 

• Embora a atividade in vitro com a proteína recombinante sem o peptídeo-

sinal não tenha sido detectada, indícios da atividade foram observados 

nos testes in vivo com o clone de E. coli expressando a ORF completa. 

• Bactérias transformadas com o plasmídeo pET28a_CYST (expressando a 

ORF completa) deram indícios de que o peptídeo sinal age como tal em E. 

coli; 

• Será necessária a padronização dos passos de expressão da ORF 

completa e purificação da proteína para a obtenção de quantidades 

suficientes e em condições adequadas para a sua caracterização quanto à 

atividade in vitro; 

• A inoculação de camundongos com a proteína purificada forneceu 

anticorpos capazes de reconhecer a proteína expressa no lisado celular; 

• Foi feita a inserção do transposon no gene para a cisteíno protease na 

posição 406 da ORF clonada no plasmídeo pTZ57R/T;  

• A transformação de Xac com o plasmídeo pTZ57R/T_CP-TN-Kan resultou 

na obtenção de uma linhagem mutante denominada de Xac ∆Xac2853 a 

qual apresenta a ORF (XAC2853) interrompida pela inserção do 

transposon; 

• Ensaios in vivo comparando a patogenicidade da linhagem mutante e 

selvagem mostram que o nocaute na ORF XAC2853 resulta em uma 

linhagem menos virulenta, tanto em limão quanto em laranja doce. 
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6 PERSPECTIVAS 
 

 

• Os resultados até agora obtidos in vivo indicam atividade proteolítica da 

enzima, mas há necessidade de novos estudos in vitro que possam 

caracterizar de maneira conclusiva que a ORF estudada codifica para uma 

cisteíno protease. Estes estudos podem contribuir para identificar os alvos da 

protease na planta; 

• Caso realmente o peptídeo sinal esteja agindo como tal em E. coli, este fato é 

de grande importância do ponto de vista biotecnológico, uma vez que 

atualmente são raros os sistemas de expressão em bactérias que permitem a 

purificação da proteína diretamente do meio extracelular. Estudos com gene 

repórter poderão confirmar se o peptídeo sinal realmente funciona como sinal 

de exportação em E. coli; 

• Os anticorpos obtidos poderão ser utilizados para testar os níveis de 

expressão da proteína em diferentes situações, por exemplo, em outras 

linhagens ou tipos selvagens de Xac que apresentem virulência diferenciada 

da linhagem 306 aqui utilizada. 

• Uma outra possibilidade seria a utilização da proteína recombinante para 

estudos de estrutura, por exemplo, por meio de cristalografia de Raio-X. 

• Desenvolvimento de drogas baseadas na estrutura tridimensional da cisteíno 

protease de Xac que possam inativar a sua atividade e, consequentemente, 

auxiliar no combate ao cancro cítrico. 
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