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RESUMO 

Xylella fastidiosa é uma bactéria responsável por inúmeras doenças de plantas em culturas 

economicamente importantes ao redor do mundo, incluindo a clorose variegada dos citros. Após 

a infecção de seu hospedeiro, as células de X. fastidiosa são aptas a formarem uma estrutura de 

biofilme que bloqueia os vasos xilemáticos, levando a uma condição de estresse hídrico na planta 

hospedeira e desencadeando o desenvolvimento da doença. Tendo como estímulo a relevância 

econômica da citricultura para o Brasil e, visando reduzir os prejuízos provocados pelos 

problemas fitossanitários que acometem esta cultura, foi realizado um consórcio de pesquisa com 

o intuito de se conhecer completamente o genoma da linhagem 9a5c de X. fastidiosa. Inúmeras 

proteínas associadas com patogenicidade, adaptação e sobrevivência bacteriana foram 

identificadas, incluindo XfDsbC (proteína disulfeto isomerase), Xf5'-Nt (5'-nucelotidase), XfTolB 

(proteína de translocação B) e XfPal (lipoproteina associada ao peptidoglicano) que foram 

caracterizadas neste estudo. Empregando ferramentas de caracterização de proteínas, aspectos 

funcionais e estruturais destas quatro proteínas alvos foram avaliados. Dentre os resultados 

destaca-se a imunodetecção de XfDsbC, Xf5'-Nt, XfTolB e XfPal durante as diferentes fases de 

formação e desenvolvimento do biofilme de X. fastidiosa, que é tido como o principal 

mecanismo de patogenicidade deste fitopatógeno, confirmando a predição inicial de tais 

proteínas como associadas a patogenicidade bacteriana. Adicionalmente, resultados funcionais e 

estruturais revelaram detalhes finos do papel biológico desempenhado por cada uma das 

proteínas estudadas. Juntos, os resultados apresentados neste trabalho contribuem para o melhor 

entendimento de patogenicidade bacteriana, especialmente com respeito ao fitopatógeno X. 

fastidiosa. 
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ABSTRACT  

Xylella fastidiosa is a plant pathogen bacterium responsible for numerous economically 

important crops diseases around the world, including the citrus variegated chlorosis. Following 

the host infection, the X. fastidiosa cells are able to form a biofilm structure which block the 

xylem vessels, leading to a hydric stress condition in the host plant and triggers the desease 

development. Given the economic relevance of citriculture for Brazil and in order to reduce the 

damage caused by phytosanitary problems that affect the citrus production, a research 

consortium was established with the aim to elucidate the complete genome sequence of the X. 

fastidiosa 9a5c strain. Numerous proteins associated with bacterial pathogenicity, adaptation and 

survival have been identified, including XfDsbC (protein disulfide isomerase), Xf5'-Nt (5'-

nucleotidase), XfTolB (protein translocation B) and XfPal (peptidoglycan-associated lipoprotein) 

which were characterized in this study. Using tools for protein characterization, structural and 

functional aspects of these four protein targets were evaluated. Among the results, we highlight 

the immunodetection of XfDsbC, Xf5'-Nt, XfTolB and XfPal during the different stages of X. 

faastidiosa biofilm formation and development which is considered the primary mechanism of 

pathogenicity of this pathogen. These findings, confirming the initial prediction that relates such 

proteins as associated with bacterial pathogenicity. Additionally, structural and functional results 

revealed accurate details of the biological role played by each protein studied. Taken together, 

the findings presented in this study contribute to a better understanding of bacterial pathogenesis, 

especially with regard to the plant pathogen X. fastidiosa. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Xylella fastidiosa: genoma e citricultura 

Dentro do cenário agrícola do Brasil, a citricultura permanece como uma cultura de 

destaque do agronegócio brasileiro. Em nota, a Associação Nacional de Exportadores de Suco 

Cítricos (Citrus/BR) estima que a safra 2011/2012 rendeu aproximadamente US$ 1,5 bilhão, 

sendo o Estado de São Paulo o maior produtor do país. 

Tendo como estímulo a relevância econômica da citricultura para o Estado de São Paulo 

e para o Brasil e, visando reduzir os prejuízos provocados pelos problemas fitossanitários que 

acometem esta cultura, foi realizado um consórcio de pesquisa (ONSA – Organização para 

Sequenciamento e Análise de Nucleotídeos) com a finalidade de conhecer completamente o 

genoma da linhagem de Xylella fastidiosa 9a5c, agente etiológico da Clorose Variegada dos 

Citros (CVC) (Lee et al., 1991; Chang et al., 1993), isolada em 1992 em pomares de laranja 

Valência (Citrus sinensis (L.) Osbeck) afetados pela CVC no Estado de São Paulo (Chang et al., 

1993). 

X. fastidiosa é um bacilo Gram-negativo (Wells et al., 1987) que se multiplica no xilema 

das plantas hospedeiras (Hopkins, 1989) e no lúmen do canal alimentar de insetos vetores 

(cigarrinhas) (Alves et al., 2008)  responsáveis pela transmissão da bactéria às plantas (Roberto 

et al., 1996). Além do citros, linhagens distintas de X. fastidiosa podem atacar outras culturas 

(Almeida et al., 2008) incluindo lavouras economicamente importantes como café, ameixa e uva 

(Purcell & Hopkins, 1996). 

A análise do sequenciamento da linhagem de X. fastidiosa 9a5c (Simpson et al., 2000), 

revelou que seu genoma apresenta um conteúdo GC de 52.7% e contém, além do cromossomo 

principal de 2.679.305 pares de bases (pb), dois plasmídeos, pXF51 com 51.158 pb e pXF1.3 
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com 1.285 pb. Um total de 2.904 ORFs (Open Reading Frames) foram anotadas, sendo deste 

total, 47% semelhantes a proteínas já descritas em outros organismos. Contudo, ressalta-se a 

anotação de sequências codificantes para proteínas ainda não caracterizadas, muitas das quais, 

podem estar envolvidas com a patogenicidade desta bactéria. 

As proteínas homólogas foram classificadas em diferentes grupos funcionais 

(http://www.lbi.ic.unicamp.br/Xf/). Dentre estas categorias, 220 proteínas foram consideradas 

envolvidas com os mecanismos de patogenicidade, virulência e adaptação. Entretanto, apesar do 

sequenciamento completo do genoma de X. fastidiosa ter trazido muitas informações genéticas 

sobre esse fitopatógeno, apenas os estudos funcionais poderão levar a um melhor entendimento 

dos mecanismos de patogenicidade desta bactéria. 

Neste sentido, a análise estrutural e funcional de proteínas de X. fastidiosa, 

principalmente aquelas envolvidas com a patogenicidade, virulência e adaptação é de extrema 

importância. Apesar de alguns estudos já terem sido realizados (Azzoni et al., 2004; Rosselli et 

al., 2006; Tranvensolo et al., 2008; Saraiva et al., 2009; Caserta et al., 2010; Toledo et al., 2011; 

Rosselli-Murai et al., 2012), as informações geradas pelo projeto de sequenciamento desta 

bactéria nos permite investigações mais detalhadas. Tais esforços tem contribuido 

significativamente para o entendimento do comportamento deste fitopatógeno no ambiente, bem 

como ajudado na elucidação dos seus mecanismos de patogenicidade. 

 

1.2. Xylella fastidiosa: formação de biofilme e patogenicidade 

Bactérias fitopatogênicas como X. fastidiosa apresentam, na maioria das vezes, um 

restrito espectro de hospedeiros, sendo geralmente confinadas a uma única espécie ou gênero de 

planta (da Silva et al., 2002; Vojnov et al., 2010). Esta especificidade é garantida pelo produto 

http://www.lbi.ic.unicamp.br/xf/
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dos genes de avirulência denominados de avr, presentes no patógeno. Os genes avr 

desempenham papel importante na patogenicidade, pois são estes que vão determinar o 

desenvolvimento ou a resistência à doença (Collmer, 1998). 

Uma peculiaridade da análise do genoma da linhagem 9a5c de X. fastidiosa foi a 

descoberta da ausência dos genes avr (Simpson et al., 2000). Pelo fato de tais genes modularem 

a fase de reconhecimento genético entre a planta e o patógeno, a ausência desses genes indicava 

que outros mecanismos de patogenicidade, não envolvendo a presença dos genes avr, poderiam 

estar presentes em X. fastidiosa. Dentre estes, a oclusão física do xilema decorrente da 

colonização de X. fastidiosa, o sequestro de nutrientes, a produção de toxinas e o desequilíbrio 

fitormonal, poderiam afetar o sistema fotossintético de uma planta susceptíveis, sendo apontados 

como mecanismos de patogenicidade (Hopkins, 1989). 

Fortes evidências suportavam a ideia de que, uma vez que as células de X. fastidiosa 

eram injetadas nos vasos xilemáticos de plantas hospedeiras, pelos insetos vetores (Homoptera, 

Cicadellidae, subfamily Cicadellinae) (Roberto et al., 1996; Alves et al., 2008), elas poderiam se 

aderir fortemente à parede do xilema (Purcell & Hopkins, 1996), chegando a obstruir 

mecanicamente tais vasos (Chang et al., 1993). Estas evidências foram reforçadas após o 

sequenciamento do genoma da linhagem de X. fastidiosa 9a5c, no qual se observou a grande 

diversidade de genes relacionados à produção de exopolissacarídeo (EPS), além da presença de 

inúmeros genes para a produção de proteínas de adesão (Simpson et al., 2000).  

Subsequentemente, com novos estudos na área da microscopia e proteômica, não 

demorou muito tempo para se chegar à conclusão de que X. fastidiosa poderia apresentar, além 

do crescimento planctônico, uma forma de crescimento em biofilme no interior dos vasos do 

xilema, sendo tal estrututa o principal mecanismo de patogenicidade desta bactéria.  
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A descoberta dos biofilmes microbianos trouxe enorme revolução na microbiologia e 

ecologia microbiana. Durante muitos anos, os microrganismos foram comumente descritos como 

organismos planctônicos, ou seja, suspensão de células individuais e de vida livre. Contudo, 

atualmente é consenso que diversas espécies de microrganismos crescem predominantemente em 

biofilmes em ambientes naturais (Sauer et al., 2002) 

Biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas associadas a uma 

superfície, sendo muitas vezes denominados de agregados microbianos, nas quais a posição e as 

relações espaciais de cada célula do sistema são predeterminadas por um ciclo de 

desenvolvimento coordenado, mediado por moléculas sinalizadoras e alguns mecanismos de 

posicionamento celular (Stoodley et al., 2002). 

As fases de desenvolvimento do biofilme microbiano já foram estabelecidas (Figura 

1.1), compreendendo: i) a fase de adesão inicial, caracterizada pela adesão de algumas células ou 

grupos de células à superfície a ser colonizada; ii) início da maturação, quando se inicia a fase de 

estruturação e arquitetura do biofilme; iii) biofilme maduro, quando a densidade celular atinge 

seu maior grau e a arquitetura do biofilme é altamente complexa; e iv) fase de dispersão, na qual 

alguns grupos de células se destacam do biofilme maduro para colonizarem outras partes do 

hospedeiro (Sauer et al., 2002). 

Souza et al. (2004) realizaram um estudo da expressão global de genes de X. fastidiosa 

comparando as condições de crescimento em biofilme e na forma planctônica. Neste estudo, as 

fases de desenvolvimento do biofilme de X. fastidiosa linhagem 9a5c foram estabelecidas in 

vitro. Os autores descreveram que entre 3-5 dias de crescimento as células haviam começado a 

aderir ao substrato, formando pequenos agregados. Após 10 dias de desenvolvimento, houve o 

início da formação das micro-colônias, embora alguns grupos pequenos de células se 

mantivessem ainda livres. O desenvolvimento da arquitetura inicial do biofilme foi vista após 15 
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dias, tendo atingido seu auge com 20 dias, quando foi observada a maior densidade celular, 

caracterizando, desta forma a fase de biofilme maduro. A última fase de desenvolvimento, 

correspondendo à fase de dispersão do biofilme foi visto após 30 dias da adesão inicial das 

células ao substrato, sendo caracterizada pela desagregação de grupos de células e re-colonização 

de outras superfícies. 

 

 

 

Figura 1.1. Fases de desenvolvimento do biofilme microbiano. Fase 1: adesão inicial de células 

a superfície. Fase 2: produção de EPS resultando na adesão firme e irreversível a superfície. Fase 

3: desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme. Fase 4: maturação da arquitetura do 

biofilme. Fase 5: dispersão de células do biofilme. Adaptado de Sauer et al. (2002). 
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Estudos focando no perfil de expressão gênica entre a forma de crescimento em 

biofilme e planctônica já foram realizados. Souza et al. (2004), utilizando microarranjos de 

DNA, demonstraram que 202 genes foram induzidos na condição de crescimento em biofilme, 

enquanto 32 genes foram reprimidos nesta mesma condição. Os genes induzidos foram 

relacionados a funções regulatórias, metabolismo de proteínas, manutenção de plasmídeo e 

biossíntese de aminoácidos, cofatores, polissacarídeos de superfície, lipopolissacarídeos e 

proteínas de transporte. Em adição, a expressão de genes que codificam para pili e para proteínas 

envolvidas na adesão da bactéria ao substrato, também foi observada. Posteriormente, Caserta et 

al. (2010) demonstraram a imunodetecção de proteínas de adesão (XadA1 e XadA2) e pili (PilC) 

no biofilme de X. fastidiosa. Contudo, pouco se sabe sobre o papel de outras proteínas na 

formação e desenvolvimento de biofilmes microbianos.  

Silva et al. (2011), analisaram o proteoma do biofilme maduro (com 20 dias de 

formação) de X. fastidiosa. Os autores encontraram um total de 456 proteínas expressas nesta 

condição, que correspondem a aproximadamente 10% do total de proteínas presentes no genoma. 

A análise do biofilme mostrou 144 proteínas (37%) diferentes das encontradas na condição de 

crescimento planctônico. Análises de espectrometria de massas foram utilizadas para identificar 

esras proteínas e, os resultados revelaram que a maioria das proteínas expressas no biofilme 

maduro de X. fastidiosa estavam associadas com metabolismo, adesão celular, patogenicidade e 

com resposta a condição de estresse. 

Neste contexo, o estudo de proteínas que estejam direta ou indiretamente envolvidas com 

a formação e desenvolvimento do biofilme de X. fastidiosa, abre novas perspectivas para a 

compreensão dos mecanismos de patogenicidade deste fitopatógeno. 
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1.3. ORFs selecionadas para o estudo 

A anotação das ORFs de X. fastidiosa linhagem 9a5c, pode ser obtida no site 

http://www.xylella.lncc.br/, que disponibiliza também, além da linhagem 9a5c, o genoma de 

cinco outras linhagens de X. fastidiosa completamente sequenciados.  

A seleção das ORFs alvo deste estudo foi baseada na análise de Simpson et al. (2000), 

sendo que as ORFs selecionadas estavam incluídas entre as proteínas envolvidas com 

patogenicidade, virulência e adaptação. As características das quatro ORFs selecionadas para 

este estudo são detalhadas a seguir. Detalhes adicionais sobre as proteínas codificadas por tais 

ORFs podem ser encontrados nos capítulos 1, 2 e 3. 

 

1.3.1 ORF Xf1177 

A ORF Xf1177 possui 789 pb e, segundo análises de similaridade de sequencias, parece 

codificar uma proteína periplasmática com 263 aminoácidos e 28,5 kDa. Essa proteína apresenta 

similaridade superior a 70% com uma enzima DsbC (dissulfeto isomerase) da família Dsb de 

várias Xanthomonas spp. 

As proteínas da família Dsb (Disulfide bond) são responsáveis pela formação e 

isomerização das ligações de dissulfeto no periplasma bacteriano e contribuem para a 

estabilidade, atividade e enovelamento de muitas proteínas secretadas ou domínios extra-

citoplasmáticos de proteínas de membrana ricos em resíduos de cisteína (Kadokura & Beckwith, 

2010). 

Quimicamente, o processo de formação da ligação de dissulfeto é uma reação oxidante 

em que dois elétrons são removidos da proteína. Por outro lado, a quebra de uma ligação de 

dissulfeto é uma reação redutora, na qual dois elétrons são doados para a proteína. As enzimas 

http://www.xylella.lncc.br/
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que interagem diretamente com o enovelamente protéico por introduzirem ou romperem as 

ligações de dissulfeto são, na maioria dos casos, oxidorredutases pertencentes à superfamília das 

tiorredoxinas e possuem o motivo CXXC (cisteínas separadas por dois aminoácidos) no sítio 

ativo. 

Em E. coli, o sistema de formação e isomerização das ligações de dissulfeto é formado 

por cinco proteínas: DsbA, DsbB, DsbC, DsbD e DsbG (Kadokura et al., 2003) sendo DsbB e 

DsbD proteínas integrais de membrana. A ORF Xf1177 tem o domínio funcional de uma DsbC e 

está envolvida na isomerização e redução das ligações de dissulfeto (Figura 1.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apesar do mecanismo de isomerização catalisado pela proteína DsbC ser muito estudado, 

ainda não foi elucidado completamente o modo pelo qual DsbC repara as ligações de dissulfeto 

 
 

Figura 1.2. Isomerização (A) e redução (B) das ligações de dissulfeto catalisada pela proteína 

DsbC. Na etapa de isomerização a ligação de dissulfeto não nativa é rearranjada para que a 

proteína assuma sua estrutura corretamente enovelada, já na etapa de redução, DsbC reduzida 

doa 2 elétrons para a proteína rompendo a ligação. Na figura é apresentado o grupo tiol das 

cisteínas 98 e 101 do sítio ativo da proteína DsbC (Kadokura & Beckwith, 2010). 
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formadas incorretamente. Dois modelos são propostos (Rietsch et al., 1997; Kadokura et al., 

2003) e, em ambos os casos, a reação inicia-se com o ataque nucleofílico pela cisteína-98 da 

proteína DsbC à ligação de dissulfeto incorreta (Figura 1.2). Esta reação resulta na formação de 

uma ligação de dissulfeto entre DsbC e o substrato que pode ser resolvido por duas vias. No 

primeiro modelo (Figura 1.2 A), a ligação de dissulfeto formada entre o substrato e DsbC é 

atacada por uma terceira cisteína do substrato, resolvendo o complexo DsbC-substrato, gerando 

uma ligação de dissulfeto mais estável no substrato e restaurando o estado reduzido da proteína 

DsbC. Neste caso DsbC age como uma verdadeira dissulfeto isomerase. O segundo modelo 

(Figura 1.2 B), propõe que a ligação de dissulfeto formada entre DsbC-substrato é atacada pela 

cisteína-101 da proteína DsbC, gerando um substrato reduzido e uma proteína DsbC oxidada. O 

substrato, por sua vez, tem a chance de ser novamente oxidado pela proteína DsbA e formar suas 

ligações de dissulfeto. Vale destacar que neste último modelo DsbC age como uma redutase de 

ligação de dissulfeto. Em ambos os modelos, o sítio ativo da proteína DsbC deve estar reduzido 

para realizar o primeiro passo para o reparo das ligações de dissulfeto não nativas, ou seja, 

incorretas. 

A estrutura tridimensional da proteína DsbC (PDB:1EEJ) de E. coli, resolvida por 

McCarthy et al. (2000), com 1,9 Å de resolução, revelou dois monômeros de 23 kDa que 

formam um homodímero em forma de “V” com enovelamento similar a tiorredoxina (Figura 

1.3). 

Em mutantes de E. coli, cujo o gene dsbc foi interrompido ou deletado, observa-se que 

proteínas ricas em resíduos de cisteínas apresentam atividade reduzida ou são degradadas 

(Hiniker & Bardwell, 2004; Berkmen et al., 2005; Messens et al., 2007; Vertommen et al., 

2008). Entre essas proteínas destacam-se a endorribunuclease periplasmática (RNaseI), a 

endopeptidase (MepA), a fosfatase ácida periplasmática (AppA), e a endonuclease-1 

file:///C:/Users/Clelton/Desktop/My%20Documents/DOUTORADO/Qualificação/1EEJ.pdb
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periplasmática (End1). Além disso, é bem conhecido que mutantes nulos para dsbc apresentam 

um aumento de sensibilidade ao cobre (Hiniker et al., 2005), que possui a capacidade de oxidar 

proteínas na presença do oxigênio molecular. O aumento da sensibilidade ao referido metal, 

apresentado por estes mutantes, seria devido à incapacidade dos mesmos repararem as ligações 

de dissulfeto formadas incorretamente em proteínas no periplasma bacteriano quando em 

condições oxidantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em adição à atividade de isomerização e redução, DsbC apresenta atividade de 

chaperonina, que permite que esta proteína se ligue a proteínas desenoveladas impedindo a 

agregação protéica (Bassette et al., 1999), sendo que esta propriedade é independente do sítio 

ativo (CXXC) (Liu & Wang, 2001). A soma de todas as características apresentadas por DsbC 

tem permitido seu emprego biotecnológico, com estudos recentes demonstrando o papel 

Figura 1.3. Estrutura tridimensional da proteína DsbC de E. coli (PDB:1EEJ). DsbC é um 

homodímero e cada um dos seus monômeros contém um domínio N-terminal de dimerização e 

um domínio C-terminal similar a tiorredoxina, sendo estes dois domínios conectados por uma 

hélice de junção. Em amarelo é apresentado as duas cisteínas (98 e 101) do sítio ativo. 

 
 

Domínio de 
Dimerização 

Domínio de 
Tiorredoxina 

Hélice de 
Junção 

file:///C:/Users/Clelton/Desktop/TESE/1EEJ.pdb
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preponderante desta proteína na produção de proteínas eucarióticas, corretamente enoveladas e 

solúveis, em sistemas de expressão/co-expressão simples, como o procariótico (Ponniah et al., 

2010; Shouldice et al., 2010). 

 

1.3.2 ORF Xf1808 

O gene correspondendo à ORF Xf1808 (960 pb) codifica uma proteína com 320 

aminoácidos e 34,9 kDa, com cerca de 87% de similaridade como uma 5'-Nucleotidase de 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. 

As 5´-Nucleotidases são enzimas que, por possuírem significante homologia de sequência 

em seu sítio catalítico, são incluídas na família de proteínas fosfatases. Estas fosfatases 

hidrolisam uma ampla gama de substratos incluindo todos os 5´-ribo e 5´-

desoxirribonucleotídeos di ou trifosfatados, açúcares uridina difosfato e uma variedade de 

substratos sintéticos como o bis (p-nitrofenol) fosfato (Kohn & Reis, 1963). Algumas destas 

enzimas também apresentam atividade de fosfotransferase, transferindo o fosfato inorgânico para 

substratos desfosforilados. 

Uma nucleotidase de X. fastidiosa (XfSurE) foi recentemente caracterizada pelo nosso 

grupo (Saraiva et al., 2009). Os resultados desta caracterização demonstraram que esta 

nucleotidase apresenta atividade para os quatro substratos canônicos (naturais) (3´-AMP, 5´-

dAMP, 5´-AMP e 5´-GMP), além disso a caracterização estrutural, empregando espalhamento de 

raios-X a baixos ângulos (SAXS), permitiu correlacionar aspectos funcionais inerentes ao 

comportamento alostérico apresentado por esta enzima. Outro achado de extrema relevância foi 

o fato de ter sido sugerido que XfSurE parece ser uma enzima house-cleaning, ou seja, uma 

enzima que intercepta e hidrolisa nucleotídeos não canônicos, impedindo danos ao DNA, 
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confirmando, desta forma, a contribuição de estudos de caracterização estrutural/funcional de 

proteínas. 

 

1.3.3 ORF Xf1624 e Xf1625  

A ORF Xf1624 possui 432 pb e a proteína correlata apresenta 15.8 kDa (144 

aminoácidos). A predição, baseada em BLAST-P, revela similaridade superior a 95% com a 

proteína precursora 6 de membana externa (Omp6), também chamada de lipoproteína associada 

ao peptídoglicano (Pal), de várias linhagens de X. campestris. A ORF Xf1625 possui 1320 pb e 

codifica uma proteína de 440 aminoácidos e 47.6 kDa. Os resultados de comparação entre essa 

proteína e outras já depositadas em bancos de dados (BLAST-P), revelaram sua similaridade 

(81%) com a proteína TolB de Xanthomonas axonopodis pv. citri. 

As proteínas da família Tol se associam com a proteína denominada Pal formando o 

complexo Tol-Pal (Dubuisson et al., 2002). O sistema Tol-Pal é bem conservado em bactérias 

Gram-negativas e seus componentes são necessários para a manutenção da integridade da 

membrana externa desses microrganismos (Sturgis, 2001). Este sistema é composto, até agora, 

por cinco proteínas. TolQ, TolR, TolA são proteínas da membrana plasmática, com domínios 

periplasmáticos, TolB é periplasmática e Pal, está associada ao peptidoglicano, sendo abundante 

na membrana externa (Cascales et al., 2002). 

Apesar do sistema Tol-Pal ter sido intensivamente estudado em E. coli, seu papel 

fisiológico ainda é pouco conhecido. Acredita-se que esse sistema esteja envolvido na coesão do 

envelope bacteriano (Walburger et al., 2002). Pelo fato destas proteínas estarem localizadas, 

especificamente, no sítio de constrição celular em E. coli, isso sugere que esse sistema constitui 

um sub-complexo do mecanismo de divisão celular das bactérias Gram-negativas, sendo 
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empregado para assegurar a correta invaginação da membrana externa durante a fissão binária 

(Gerding et al., 2007). Além disso, suas interações permitem a importação de colicinas do grupo 

A (Lazzaroni et al., 2002) e DNA filamentoso de fagos como f1, fd, M13 e CTXphi (Click & 

Webster, 1997) para a intoxicação/infecção da célula. Em acréscimo, mutações nos genes tol-pal 

levam ao aumento da sensibilidade da célula a uma variedade de drogas e detergentes, podendo 

causar o extravasamento dos componentes periplasmáticos, ao mesmo tempo que torna esses 

mutantes resistentes a diferentes colicinas (Bonsor et al., 2009 ). 

A análise do genoma da linhagem de X. fastidiosa 9a5c, parece indicar a provável 

organização em operon das ORF Xf1624, Xf1625 (Figura 1.4). A organização transcricional dos 

genes de E. coli que codificam as proteínas do sistema Tol-Pal caracterizados com mais detalhes, 

revela a organização destes em dois operons adjacentes, estando posicionados no cromossomo 

na seguinte ordem: (ybgC-tolQ-tolR-tolA) e (tolB-pal-ybgF) (Webster, 1991), apesar de um 

transcrito ybgC-ybgF já ter sido observado (Vianney et al., 1996). Em X. fastidiosa, com exceção 

do gene ybgF que não foi encontrado no seu genoma, os genes do sistema Tol-Pal parecem 

seguir a mesma organização apresentada em E. coli (Figura 1.4). 

 

 

 

Figura 1.4. Disposição dos genes codificantes para o sistema Tol-Pal no cromossomo de X. 

fastidiosa 9a5c. 

 

 
  pal       tolB ORF 

hipotética 

 
    tolA   tolR  tolQ  ybgC 
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1.4. OBJETIVOS 

 

1.4.1. Objetivos Gerais 

 Contribuir para o conhecimento dos mecanismos de patogenicidade de X. 

fastidiosa, caracterizando quatro ORFs que codificam proteínas, supostamente, 

relacionadas à sua patogenicidade. 

 

1.4.2. Objetivos Específicos 

 Efetuar a clonagem e a expressão heteróloga das ORFs Xf1177 (XfDsbC), 

Xf1808 (Xf5´-Nt), Xf1624 (XfPal), Xf1625 (XfTolB), assim como realizar a purificação 

das proteínas recombinantes produzidas; 

 

 Realizar a caracterização bioquímica e biofisica das proteínas 

recombinantes expressas / purificadas; 

 

 Elucidar a provável função desempenhada pelas proteínas alvos estudadas. 
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Supplemental Figure S1. ClustalW2 alignment of DsbC sequences from Xylella fastidiosa 

strain 9a5c (XfDsbC), Xanthomonas campestris pv. campestris (XcDsbC), Erwinia chrysanthemi 

(ErcDsbC) and Escherichia coli (EcDsbC). The regions that are fully conserved in the four 

sequences (black) and the residues that are strongly similar between the sequences (gray) are 

highlighted. The oxi-redox switch, which is composed of the CGYC motif, is indicated in red in 

all sequences. 
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Supplemental Figure S2. The inverted XfDsbCRed dimer. Three-dimensional atomic model for 

XfDsbC dimer was generated as an output from BUNCH software. The low-resolution data 

obtained limits the interpretation of the correct XfDsbCRed dimeric structure. Therefore, a second 

possible XfDsbCRed dimer is also provided. The same low-resolution protein envelope 

constructed for the XfDsbCRed dimer displayed in Fig. 5A is shown here as semi-transparent 

whitish spheres superimposed onto the inverted XfDsbCRed dimer atomic model. The middle and 

bottom views are rotated clockwise by 90° around the x- and y-axes, respectively. The figure 

was generated with PyMOL software (Schrodinger, LLC). 
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Supplemental Figure S3. Possible tetrameric assemblies of (A) EcDsbC (PDB ID 1EEJ) and 

(B) HiDsbC (PDB ID 1TDJ). These oligomers were observed in the crystal structures by 

applying symmetric operations. The symmetric molecules and figures were generated with 

PyMOL software (Schrodinger, LLC). 
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Abstract 

 

The 5'-nucleotidases constitute a ubiquitous family of enzymes that catalyze either the hydrolysis 

or the transfer of esterified phosphate at the 5' position of nucleoside monophosphates. These 

enzymes are responsible for the regulation of nucleotide and nucleoside levels in the cell and can 

interfere with the phosphorylation-dependent activation of nucleoside analogs used in therapies 

targeting solid tumors and viral infections. In the present study, we report the initial biochemical 

and functional characterization of a 5'-nucleotidase from Xylella fastidiosa that is related to the 

human cytosolic 5'-nucleotidase I. X. fastidiosa is a plant pathogenic bacterium that is 

responsible for numerous economically important crop diseases. Biochemical assays confirmed 

the phosphatase activity of the recombinant purified enzyme and revealed metal ion dependence 

for full enzyme activity. In addition, we investigated the involvement of Xf5'-Nt in the formation 

of X. fastidiosa biofilms, which are structures that occlude the xylem vessels of susceptible 

plants and are strictly associated with bacterial pathogenesis. Using polyclonal antibodies against 

Xf5'-Nt, we observed an overexpression of Xf5'-Nt during the initial phases of X. fastidiosa 

biofilm formation that was not observed during X. fastidiosa planktonic growth. Our results 

demonstrate that the de/phosphorylation network catalyzed by 5'-nucleotidases may play an 

important role in bacterial biofilm formation, thereby contributing novel insights into bacterial 

nucleotide metabolism and pathogenicity. 

 

Keywords: 5’-nucleotidase, cN-I, Xylella fastidiosa, biofilm formation, nucleotide metabolism 
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1. Introduction 

 

From a biochemical perspective, life, including all of its subtleties, is controlled primarily 

by nucleic acids (DNA and RNA). All living organisms are constantly replicating and 

transmitting to their descendants the hereditary information contained in their genes. Therefore, 

enzymes that are involved in metabolic pathways (biosynthesis or degradation) controlling the 

assembly and composition of nucleic acids have a direct impact on life [1, 2]. 

In bacteria, DNA recycling is tailored to the needs of the cell and involves several 

specialized catabolic enzymes [1], including the 5'-nucleotidases (EC 3.1.3.5). The 5'-

nucleotidases constitute a family of enzymes that catalyze either the hydrolysis or the transfer of 

esterified phosphate at the 5' position of nucleoside monophosphates and are known to regulate 

the nucleotide and nucleoside levels in the cell [3-6].  

The mammalian 5'-nucleotidases are the most well-characterized enzymes from this 

phosphatase family [7]. Currently, seven mammalian 5'-nucleotidases have been reported [8-14]. 

Interestingly, despite sharing an identical catalytic mechanism and possessing conserved 

structural motifs required for enzymatic activity, these enzymes vary in their subcellular 

localization and substrate specificity [7]. Five of the known human 5'-nucleotidases enzymes act 

in the cytosol [9-11, 13, 14], one is mitochondrial [12] and one is anchored in the plasma 

membrane [8]. Although the microbial 5'-nucleotidases are poorly characterized, they may be 

suitable targets for the therapeutic treatment of tumors and viral infections, because the enzymes 

from this family have been reported to interfere with the phosphorylation-dependent activation 

of nucleoside analogs used in the treatment of these diseases [4]. 

Here, we report the initial biochemical and functional characterization of a recombinant 

5'-nucleotidase from the 9a5c strain of Xylella fastidiosa (Xf5'-Nt) that is related to the human 
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cytosolic 5'-nucleotidase I. X. fastidiosa is a Gram-negative plant pathogenic bacterium that 

causes relevant crops diseases around the world [15]. Following the host infection, X. fastidiosa 

cells form a biofilm structure [16] that occludes the xylem vessels, leading to a hydric stress 

condition in the host plant that triggers disease development. Our results indicate that the 

de/phosphorylation network catalyzed by 5'-nucleotidases may play an important role in bacterial 

biofilm formation, thereby providing new insights into bacterial nucleotide metabolism and 

pathogenicity. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Cloning, expression and purification  

The coding sequence of the Xf5'-Nt ORF (960 bp), NCBI reference sequence 

NP_299368.1, was amplified from X. fastidiosa genomic DNA by PCR with the specific 

oligonucleotides Xf1808F (5'-CCCAACATATGCCCGATCATTCTCATAGG-3') and Xf1808R 

(5'-AAACTCGAGTCCCGGATCGTTGGCAAC-3'), which contained NdeI and XhoI restriction 

sites, respectively. The PCR amplification product was cloned into the pET-29a(+) (Novagen, 

Madison, WI, USA) expression vector, which added a C-terminal six-histidine tag to the coding 

sequence. Clones containing the Xf5'-Nt insert were sequenced and transformed into the 

expression strain E. coli BL21(DE3). For Xf5'-Nt overexpression, BL21(DE3) cells were grown 

at 37°C in 1 L LB containing kanamycin (30 µg mL-1) until an OD600 of 0.8 was achieved. The 

expression of the recombinant protein was induced with 5.6 mM lactose followed by cultivation 

for 3 h at 37°C and 300 rpm. The culture was harvested by centrifugation (3000 g for 15 min at 

4°C), and the cell pellets were resuspended in 50 mL buffer A (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, and 

300 mM NaCl) plus 1 mg ml-1 lysozyme and incubated on ice for 30 min. The cells were 

disrupted by sonication, and the unbroken cells and debris were removed by centrifugation 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_299368.1
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(27,000 g for 40 min at 4°C). The Xf5'-Nt protein was purified in a single chromatographic step 

on a Ni-NTA column (Qiagen; Hilden, Germany) equilibrated with buffer A. The purified Xf5'-

Nt protein was eluted with six column volumes of buffer A containing 250 mM imidazole, and 

the purity was estimated using SDS-PAGE. The protein concentration was determined 

spectrophotometrically and calculated from the absorbance at 280 nm with a calculated molar 

absorption coefficient (ε280) of 18450 M-1 cm-1. 

 

2.2. Identification of the recombinant protein by LC-MS/MS 

The identity of recombinant Xf5'-Nt was confirmed by mass spectrometry analysis. Prior 

to protein sequence analysis, the SDS-PAGE gel band of purified Xf5'-Nt was excised and 

prepared according to the methods of Shevchenko et al. [17]. The peptide mixtures were 

separated by reverse-phase liquid chromatography (LC) using a nanoACQUITY UPLC System 

(Waters, UK) in line with an electrospray MS-QTOF (Waters, UK). Four microliters of sample 

was loaded onto a trapping column (Symmetry C18 Trap, 5 µm, 180 µm x 20 mm; Waters, UK) 

for preconcentration using a flow with a rate of 0.6 µL min-1 and containing 5% acetonitrile and 

0.1% formic acid, which was followed by the separation of the peptides using an LC column 

(Symmetry BEH300 C18 Column, 1.7 µm, 100 µm x 100 mm). Peptides were eluted using a 50-

min linear gradient of solvent B (95% acetonitrile and 0.1% formic acid in water) at a flow rate 

of 0.6 µL min-1. Solvent A consisted of 0.1% formic acid in water. The entire analysis was 

performed using the positive-ion mode with a needle voltage of 3 kV. The mass range used was 

m/z 200 to 2000, and tandem mass spectrometry (MS/MS) spectra were acquired for the most 

intense peaks (≥10 counts). Multiple charged precursor ions were selected for fragmentation and 

peptide sequencing using automated data-dependent acquisition (DDA) MassLynx software 

(Waters) by switching from the MS mode to the MS/MS mode and then returning to the MS 
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mode. The resulting fragmented spectra were processed using the ProteinLynx v4.0 software 

(Waters). MASCOT MS/MS Ion Search (Matrix Science) was used to blast the sequences 

against the NCBInr database. Combined MS-MS/MS searches were conducted with a parent ion 

mass tolerance of 0.3 Da, an MS/MS mass tolerance of ±0.1 Da, carbamidomethylation of 

cysteine (fixed modification) and methionine oxidation (variable modification) and were 

compared against the NCBInr bacteria databank. According to MASCOT probability analysis, 

only significant (P < 0.05) hits were accepted. 

 

2.3. Circular dichroism measurements 

The far-UV circular dichroism (CD) spectra of the recombinant Xf5'-Nt were collected on 

a JASCO J-810 Spectropolarimeter dichrograph (Japan Spectroscopic; Japan). The assays were 

performed in a quartz cuvette with a path length of 1 mm, and 10 accumulations within the range 

of 260-180 nm at a rate of 50 nm min-1 at 24°C were recorded with Xf5'-Nt at an approximate 

concentration of 5 µM in 10 mM sodium phosphate buffer at pH 7. The deconvolution and 

statistical analysis of the CD spectra were performed using the DichroWeb server [18]. 

 

2.4. Size-exclusion chromatography 

Gel filtration chromatography was performed with an ÄKTA-FPLC system using a 

Superdex 200 HR 10⁄30 column (GE Healthcare; Sweden). Purified Xf5'-Nt (200 µg) was loaded 

onto the column, and the chromatography was performed at a flow rate of 0.5 ml min-1 using 

buffer B (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, and 150 mM NaCl). The HMW and LMW calibration kits 

(GE Healthcare; Sweden) were used as standard molecular weight markers for column 

calibration. 

2.5. Biochemical characterization 
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The phosphatase activity of the recombinant Xf5'-Nt was evaluated in vitro using the 

artificial substrate p-nitrophenyl phosphate (pNPP; Sigma, USA). Assays to determine the pH 

and cofactor dependence and kinetic parameters were performed at room temperature, and the 

data were obtained spectrophotometrically at 410 nm. For pH-dependence assays, the buffers 

MES (pH range of 5-6.5), HEPES (pH range of 7-8) and Tris-HCl (pH range of 8.5-10) were 

used. The presence or absence of divalent metal ions, including Mg2+, Mn2+, Cu2+, Ni2+, Ca2+, 

Zn2+ and Co2+, were evaluated as cofactors. Subsequent to the determination of the pH optimum 

and dependence of cofactors, kinetic experiments were performed in 50 mM HEPES buffer (pH 

7.0) with 1 mM Mg2+. All the reactions were performed in triplicate and repeated three times 

using approximately 4 µg of freshly purified protein. Kinetic parameters were obtained using 

GraphPad Prism (Graph–Pad Software, San Diego, CA, USA). 

 

2.6. Western blot analysis 

The X. fastidiosa subsp. pauca 9a5c [19] was used to obtain the different phases of 

bacterial biofilm formation and planktonic cells using a protocol established by De Souza et al. 

[20]. Polyclonal antibodies against Xf5'-Nt were produced by Rheabiotech (Campinas, Brazil) 

and used in the Xf5'-Nt immunodetection during X. fastidiosa planktonic and biofilm growth. For 

western blot analysis, the total amount of X. fastidiosa proteins from different developmental 

phases of biofilm formation and planktonic growth were extracted, normalized and analyzed as 

described by Santos et al. [21]. 
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3. Results and discussion 

 

3.1. Purification and initial Characterization of Xf5'-Nt 

Functional genomics studies focusing on the characterization of proteins presumably 

involved in the pathogenicity, adaption and survival of a pathogen provide an interesting 

approach to better understand the biology and genetics of an organism. Particularly with regard 

to the plant pathogen X. fastidiosa, numerous protein targets that are associated with 

pathogenesis were annotated during its genome analysis [22]; however, only functional studies 

can clarify the involvement of these targets in bacterial virulence and pathogenicity.  

The 5'-nucleotidase activity has previously been associated with bacterial pathogenicity, 

including such important pathogens as Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis, Streptococcus 

sanguinis and Haemophilus influenzae [23-25]. Within this context, Fan et al. [24] have reported 

that, as a virulence factor, a nucleotidase could act in ATP hydrolysis and still generate 

adenosine, an immunosuppressive molecule. Thus, in addition to regulating the intracellular 

nucleotide pools, the nucleotidase activity is involved in bacterial survival, allowing the 

pathogen to escape host defense responses. 

In the present study, the X. fastidiosa 9a5c ORF that encodes Xf5'-Nt was successfully 

cloned. DNA sequencing confirmed the correct oligonucleotide sequence in the Xf5'-Nt:pET-

29a(+) construct. The recombinant protein was purified by affinity chromatography (Fig. 1A). 

Xf5'-Nt has a molecular mass of 35.9 kDa, which corresponds to the 320-amino acid sequence 

encoded by ORF Xf1808 plus the C-terminal His6-Tag added by the pET-29a(+) vector. 

Approximately 22 mg of soluble Xf5'-Nt protein was obtained per liter of bacterial culture. Mass 

spectroscopic analysis of the recombinant purified protein indicated a sequence coverage of 77% 
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with the Xf5'-Nt amino acid sequence of the X. fastidiosa 9a5c strain obtained from GenBank 

(AAF84888.1), which confirmed the identity of the target protein. 

 

 

Figure 1. Characterization of Xf5'-Nt from X. fastidiosa. (A) 12 % SDS-PAGE of Xf5'-Nt 

purification. The purified Xf5'-Nt (lane 1) was eluted with six column volumes of buffer A 

containing 250 mM imidazole. Molecular weight markers (Mw) are indicated on the right. (B) 

Circular dichroism spectrum obtained for purified Xf5'-Nt. (C) Calibration curve of Xf5'-Nt size-

exclusion chromatography analysis. The expected molecular mass for recombinant Xf5'-Nt is 

35.9 kDa; the estimated molecular weight for Xf5'-Nt by size-exclusion chromatography is 74.3 

kDa. Xf5'-Nt likely exists as a dimer in solution. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/9107213?report=genpept
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Hunsucker et al. [26] analyzed a human cytosolic 5'-nucleotidase I (cN-I) and, after 

scanning the human cN-I sequence against the GenBank database, observed that in addition to 

pigeon cN-I [10], cN-I was significantly related to the X. fastidiosa Xf5'-Nt, which is reported 

herein. A comparative alignment of the amino acid sequences of human and pigeon cN-I and X. 

fastidiosa Xf5'-Nt, previously reported [26] (Supplemental Fig. S1) indicated that all three 

sequences contain a conserved classical Walker B motif, (R/K)X1-4GX2-4ϕXϕ(D/E) (X is any 

amino acid and ϕ is a hydrophobic amino acid residue), associated with the nucleotide binding 

pocket and also share a conserved kinase-2 motif (IFFDD) near the C-terminus. Note that the 

kinase-2 domain is often composed of four hydrophobic amino acid residues followed by an 

aspartate that may interact with divalent metal ions that act as cofactors for enzymatic activity 

[27]. This important amino acid residue is conserved in Xf5'-Nt and strongly suggests the 

requirement of divalent metals for proper enzymatic catalysis. 

 

3.2. Secondary structure and size-exclusion chromatography analysis 

The CD analysis of the Xf5'-Nt revealed a typical spectrum of a protein with a 

predominance of α-helical structure (Fig. 1B), and analysis using the DichroWeb server [18] 

indicated that Xf5'-Nt is composed of 37% α-helices and 14% β-sheets. The experimental results 

obtained by CD are consistent with the Xf5'-Nt secondary structure prediction (35% α-helices 

and 14% β-sheets) obtained in silico using the PSIPRED server [28]. 

Analytical size-exclusion chromatography indicated that the recombinant purified Xf5'-Nt 

was eluted with a retention time corresponding to a calculated molecular mass of 74.3 kDa (Fig. 

1C), indicating that Xf5'-Nt likely exists as a dimer in solution because the observed mass 

represents approximately twice the mass of the monomer (35.9 kDa). The oligomeric state of 

other 5'-nucleotidases described previously suggests that this class of enzyme may exist in 
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solution as monomers, dimers and tetramers [7]. The oligomeric assembly of these proteins is 

directly involved in their function and may modulate substrate recognition and specificity [29]. 

Therefore, the different oligomeric forms observed among the 5'-nucleotidases may be one 

explanation for the wide range of substrate specificities and various biological roles of these 

enzymes [5]. 

 

 

 

Supplemental Figure S1. Multiple sequence alignment of Xylella fastidiosa Xf5'-Nt (accession 

number NP_299368.1), human cN-I (accession number AAK01294.1) and pigeon cN-I 

(accession number CAB43554.1). The regions fully conserved in the three sequences (black) and 

the residues that are strongly similar between the sequences (gray) are highlighted. The Walker 

B and kinase-2 motifs are indicated in green and red, respectively, in all sequences. 

 

3.3. Enzymatic assays 

For the initial Xf5'-Nt biochemical characterization, we used the general artificial 

substrate for phosphatase activity, pNPP. Prior to evaluating the enzymatic kinetic parameters, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_299368.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAK01294.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAB43554.1
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we investigated the optimal pH and the dependence of cofactors for enzyme activity. Xf5'-Nt 

demonstrates the highest activity at pH 7 (Fig. 2A), and this pH value is consistent with the pH 

optimum described for human cN-I [7], which is related to Xf5'-Nt. Regarding cofactor 

dependence, Xf5'-Nt exhibited the highest affinity for Mg2+, followed by 

Mn2+>Co2+>Cu2+>Ni2+>Ca2+>Zn2+ (Fig. 2B). Considerable phosphatase activity was also 

observed in assays in which no metal ions were added to the enzymatic reaction; however, this 

finding can be explained by the presence of nickel ions in the resin used to purify the 

recombinant protein, whereas in the presence of EDTA, low activity was observed (Fig. 2B). 

These results were expected because Xf5'-Nt contains a key aspartate (at position 291 in the 

amino acid sequence) in the conserved structural kinase-2 motif that is responsible for metal ion 

binding (Supplemental Fig. S1). Mg2+ is described as the best metal ion for optimal 5'-

nucleotidase activity and can partially be replaced by other divalent cations, including Mn2+ and 

Co2+ [5], which is similar to the results observed in the present study.  

The kinetic parameters obtained using pNPP as the substrate revealed that Xf5'-Nt 

demonstrated typical Michaelis-Menten behavior, with a Km value of 0.2241 mM. These results 

indicate that Xf5'-Nt possesses high affinity for pNPP. Biochemical characterization of other 5'-

nucleotidases revealed that enzymes in this family demonstrate Km values ranging from 

micromolar for pyrimidine deoxyribonucleotide monophosphates to millimolar-submillimolar 

for purine substrates and pyrimidine ribonucleoside monophosphates [26, 30]. However, 

additional enzymatic assays using natural substrates are required to evaluate more accurate 

biochemical features of Xf5'-Nt. 
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Figure 2. Initial enzymatic characterization of purified recombinant Xf5'-Nt using pNPP as a 

substrate. (A) pH dependence of Xf5'-Nt in different buffers, including MES (pH 5–6.5), HEPES 

(pH 7.0–8.0) and Tris–HCl (pH 8.5–10). (B) Divalent metal ion dependence of Xf5'-Nt in 

HEPES (pH 7). Each metal was added at a concentration of 0.1 mM, except for Mg2+ (added at 1 

mM). A test reaction without metal and another with EDTA were also analyzed. (C) Kinetics 

curve of Xf5'-Nt using pNPP (0.1–40 mM) as the substrate. The reaction mixture contained 50 

mM HEPES, pH 7 and 1 mM Mg2+. 

 

3.4. Xf5'-Nt immunodetection during X. fastidiosa biofilm and planktonic growth 

We investigated the presence and the differential expression pattern of Xf5'-Nt during X. 

fastidiosa biofilm formation and planktonic cell growth (Fig. 3). Studies focusing on the 
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differential gene expression between the biofilm and planktonic lifestyles of bacterial growth 

commonly use techniques such as RT-PCR and DNA microarray technology [20, 31, 32]; 

however, such techniques only provide an indication of the presence of mRNA and do not 

confirm the presence of expressed protein. In contrast, experimental approaches based on direct 

protein detection may lead to more accurate results concerning the presence and biological role 

played by a certain protein. Our findings indicate that Xf5'-Nt was differentially expressed 

between the X. fastidiosa biofilm formation and planktonic growth phases (Fig. 3A). We 

investigated the presence of Xf5'-Nt in biofilms at 3, 5, 10, 15, 20 and 30 days of formation 

because these days match the different stages of X. fastidiosa biofilm formation [20]. 

Specifically, days 3-5 correspond to the phase in which the initial adhesion of cells to the 

substrate occurs; microcolonies are formed within 10 days; the maturation of the biofilm begins 

at day 15; the biofilm is fully mature at day 20; and the biofilm dispersal phase occurs 30 days 

after the initial adhesion. The statistical analysis of the ratio of the intensity and area (pixels) of 

the protein bands visualized on nitrocellulose membranes demonstrated statistically significant 

differences (P < 0.05; Student’s t-test) in the Xf5'-Nt expression pattern during the different 

phases of X. fastidiosa biofilm formation and planktonic growth (Fig. 3B). Xf5'-Nt expression 

was greater in biofilms than in planktonic phases, especially during the initial phase (3-5 days) in 

which the differences were significantly higher. 

During the initial steps of bacterial biofilm formation, effector molecules of quorum 

sensing are responsible for regulating the cellular metabolism and coordinate the microbial 

growth rate and virulence [33-37]. Thus, such molecules are responsible for ensuring the 

adhesion of cells on the substrate to be colonized as well as the subsequent maintenance and 

development of the biofilm [38]. Therefore, enzymes with 5'-nucleotidase activity may be 

important for the dephosphorylation/phosphorylation-dependent activation of molecules 
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involved in the cellular signals that stimulate bacterial biofilm formation and development. 

However, such signaling molecules and regulatory mechanisms remain unknown. 

 

Figure 3. Xf5'-Nt immunodetection during X. fastidiosa biofilm formation and planktonic 

growth. (A) Total protein samples were isolated from the different biofilm growth phases and 

from planktonic cells, normalized using BCA quantification, and evaluated by western blot using 

polyclonal antibodies against Xf5'-Nt. (B) Xf5'-Nt expression profiles of biofilm (black bars) and 

planktonic cells (gray bars) were quantified using EDAS software. The bars represent the 

average of three independent experiments. The error bars indicate the standard errors from 

experiments performed in triplicate. 
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4. Conclusion 

The 5'-nucleotidases are known as multifunctional enzymes that possess a wide range of 

biological functions ranging from maintaining cellular nucleotide pools to the control of cellular 

homeostasis. However, this is the first time that the role of these enzymes in the formation and 

development of bacterial biofilms has been investigated.  

In this study, we characterized a protein that is overexpressed during X. fastidiosa biofilm 

formation, particularly in the early stages of its formation, and found that the expression levels in 

the biofilm were significantly higher than those in the planktonic phase. Biofilm formation by X. 

fastidiosa is considered its primary mechanism of pathogenicity; therefore, understanding the 

dynamics of the formation of this structure can aid in a better understanding of the biology of 

this phytopathogenic bacterium and enable the development of new approaches to control this 

pathogen. 

Future research on the complete biochemical and biophysical characterization of 5'-

nucleotidases may shed more light on these fascinating enzymes that clearly possess functions 

beyond the regulation of nucleotide metabolism. 
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Introdução 

O sistema Tol-Pal é ubíquo em bactérias Gram-negativas, sendo organizado tipicamente 

na forma de dois operons: um contem os genes tolQ, tolR e tolA que codificam proteínas que se 

localizam na membrana interna, e o outro contem os genes tolB e pal (Sturgis, 2001). A proteína 

Pal (lipoproteína associada ao peptidoglicano), produto da expressão do gene pal, reside na 

interfase entre a membrana externa e interna e se associa fortemente a camada de peptidoglicano. 

TolB (proteína de translocação B), produto da expressão do gene tolB, atua no periplasma 

bacteriano e pode interagir com a proteína Pal (Bouveret et al. 1999). 

A deleção de qualquer um dos genes tol leva a formação de vesículas na membrana 

externa, redução da quantidade de EPS da superfície celular, defeitos na divisão celular e 

aumento da sensibilidade a antibióticos e detergentes (Lazzaroni et al. 1999; Llamas et al. 2000; 

Vines et al. 2005). Desta forma, acredita-se que as proteínas do sistema Tol-Pal desempenhem 

grande papel na manutenção e integridade do envelope bacteriano.  

Adicionalmente, os genes tol já foram descritos como estando envolvidos na 

patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Vibrio cholerae 

(Heilpern & Waldor, 2000; Whiteley et al. 2001; Tamayo et al. 2002; Cameron et al. 2008). 

Contudo, Gerding et al. (2007) propuseram que o sistema Tol-Pal faz parte da maquinaria de 

divisão celular de bactérias Gram-negativas, sendo requerido para a correta invaginação do 

envelope celular durante a constrição celular em Escherichia coli. Entretanto, o papel exato das 

proteínas codificas pelos operons tol-pal permanecem não completamente conhecido. 

Neste trabalho, efetuou-se a caracterização inicial das proteínas XfTolB e XfPal, 

pertencentes ao sistema Tol-Pal de Xylella fastidiosa. Utilizando-se ferramentas para a 

caracterização proteica, confirmou-se a interação in vitro entre XfTolB e XfPal e avaliou-se o 
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perfil de expressão de ambas proteínas durante a formação e desenvolvimento do biofilme de X. 

fastidiosa. Em adição, utilizando imunofluorescência foi analisada a localização de XfTolB e 

XfPal durante o crescimento de X. fastidiosa. Os resultados demonstram que XfTolB e XfPal são 

importantes para a formação e desenvolvimento do biofilme bacteriano. Observou-se também 

que durante o crescimento de X. fastidiosa, as proteínas XfTolB e XfPal parecem ocupar a mesma 

localização na célula, evidenciando uma possível interação in vivo. 

 

Material e Métodos 

 

Clonagem, expressão e purificação 

A clonagem, expressão e purificação de XfPal foi realizada como descrito por Santos et 

al. (2012a). 

A sequência codificante do gene XftolB (ORF Xf1625; 1468 pb) foi amplificada por PCR 

a partir do DNA genômico de X. fastidiosa (linhagem 9a5c) utilizando os oligonucleótidos 

específicos Xf1625D (5'-CCAAACATATGACGAAATTTCCACGCTGG-3') e Xf1625R (5'-

AAACTCGAGATGTACGCTCCGGTAAGGCCC-3'), contendo sítios de restrição para as 

enzimas Ndel e Xhol, respectivamente. O produto de amplificação por PCR foi clonado no vetor 

de expressão pET29a (+) (Novagen; EUA), que acrescenta, na região C-terminal da sequência 

codificante, uma cauda contendo seis resíduos de histidina. A presença de substituições de bases 

no plasmídeo recombinante foi avaliada por sequenciamento de DNA. XfTolB foi super-expressa 

em E. coli BL21 (DE3). As células foram cultivadas a 37 °C com agitação a 300 rpm, em 1 L de 

LB contendo canamicina (30 µg/mL) até que a DO600nm de 0,6-0,8 foi alcançada. A expressão da 

proteína recombinante foi induzida pela adição de 5,6 mM de lactose, seguido por cultivo 

durante 16 h a 25 °C e 200 rpm. A cultura foi então centrifugada (3000 g, 15 min, 4 °C), e as 
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células foram ressuspendidas em 50 mL de tampão A (50 mM Tris-HCl pH 8 e NaCl 300 mM) 

contendo 1 mg/mL de lisozima e 2 mM PMSF. As células foram rompidas por sonicação e a 

fração solúvel foi recolhida por centrifugação (27000 g, 40 min, 4 °C). A purificação de XfTolB 

foi realizada empregando cromatografia de afinidade ao níquel utilizando a resina Ni-NTA 

(Qiagen, Alemanha) equilibrada com tampão A. A proteína purificada foi eluída utilizando um 

gradiente de imidazol (0 a 500 mM) e a pureza das amostras foi estimada por SDS-PAGE. 

 

Dicroísmo circular 

Análises de dicroísmo circular (CD) foram realizadas utilizando um espectropolarímetro 

JASCO J-810 (Tokio, Japão). As cubetas de quartzo utilizadas possuíam caminho ótico de 0,1 

mm e as medidas foram realizadas a 24 °C usando amostras de proteína a 4 µM em 10 mM 

tampão fosfato de sódio pH 8.0. A análise estatística e a deconvolução do espectro de CD obtido 

foram realizadas utilizando o servidor DICRHOWEB (Whitmore & Wallace, 2004). 

 

Cromatografia de exclusão molecular analítica 

A interação entre as proteínas recombinantes XfTolB e XfPal foi avaliada in vitro 

utilizando cromatografia de exclusão molecular (SEC) empregando uma coluna Superdex 75 

10/300 (GE Healthcare; Uppsala, Suécia), como descritor em Zhang et al. (2010). Amostras das 

proteínas purificadas foram misturadas em igual concentração (~50 µM) e incubadas por 15 h a 4 

°C. Em seguida, amostras individuais e da mistura de XfTolB e XfPal foram separadas na coluna 

utilizando um fluxo de 0,5 mL/min com o tampão A. As frações da eluição de cada corrida 

cromatográfica foram coletas e analisadas por SDS-PAGE.  
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Análises de western blot 

X. fastidiosa subsp. pauca 9a5c (Schaad et al. 2004) foi utilizada para a obtenção das 

diferentes fases de formação de biofilme bacteriano e células planctônicas utilizando um 

protocolo estabelecido por Souza et al. (2004). Os anticorpos policlonais anti-XfTolB e anti-

XfPal foram produzidos por Rheabiotech Ltda (São Paulo/SP, Brasil), e utilizados na 

imunodetecção de XfTolB e XfPal durante o crescimento em biofilme e planctônico de X. 

fastidiosa. Para as análises de western blot, a quantidade total de proteínas de X. fastidiosa das 

diferentes fases do biofilme e das células planctônicas, foi extraída, normalizada e os resultados 

analisados como descrito por Santos et al. (2012b). 

 

Análises de imunofluorescência 

Para as análises de imunofluorescência, culturas de X. fastidiosa subsp. pauca 9a5c 

(OD600 nm 0,1) foram inoculadas em lamínulas de vidros e incubadas estaticamente por 15 h a 28 

°C. Para aumentar a eficiência de adsorção dos anticorpos ao material biológico, as lamínulas 

contendo as células foram tratadas com lisozima (5 mg/mL) durante 15 min. Para reduzir a 

adsorção inespecífica dos anticorpos utilizou-se 500 µL de BSA (2%)-PBS. A imunodetecção de 

XfTolB e XfPal foi realizada utilizando-se anticorpos específicos para XfTolB e para XfPal 

(RheaBiotech Ltda; São Paulo/ SP, Brasil). Após a incubação com os anticorpos específicos as 

lamínulas passaram por etapas de lavagem com PBS-Tween 20 (0,05%) e em seguida foram 

incubadas com o anticorpo IgG conjugado com Cy5 (Santa Cruz Biotechnology, EUA). 

Para a detecção das proteínas alvo utilizando-se imunofluorescência as lamínulas 

preparadas, foram subsequentemente analisadas usando um microscópio de epi-fluorescência 

(Nikon TE2000U, EUA) com sistema interno de controle de temperatura EMCCD (Andor 

IXON3, 1024×1024 pixels, Irlanda). A excitação do Cy5-fluoróforo e a autofluorescência 
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bacteriana foram obtidas utilizando-se uma de lâmpada de Xenon (150 W) com conjuntos 

específicos de filtro (AHF; Tübingen, Alemanha). Para cada amostra, a autofluorescência das 

bactérias no comprimento de onda verde foi analisada seguida de medições no comprimento de 

onda vermelho para a localização do anticorpo conjugado com Cy5. Finalmente, as imagens 

obtidas foram sobrepostas e a localização das proteínas XfTolB e XfPal na célula foi analisada. 

 

Resultados e Discussão 

 

Clonagem, expressão e purificação 

A proteína XfPal foi produzida em grande quantidades (aproximadamente 15 mg de 

proteína purificada por litro de cultura bacteriana) como descrita por Santos et al. (2012a). 

XfTolB foi clonada, expressa e purificada neste trabalho. Análises de sequenciamento de DNA 

revelaram a ausência de substituições de bases na construção pET29:XftolB utilizada para os 

experimentos de expressão heteróloga. XfTolB foi expressa e em seguida purificada utilizando 

cromatografia de afinidade ao níquel. Grande quantidade de proteína recombinante purificada foi 

obtida (aproximadamente 14 mg de proteína purificada por litro de cultura bacteriana). A Figura 

4.1A, apresenta o gel de SDS-PAGE da purificação de XfTolB. 

Análises iniciais do conteúdo de estruturas secundárias da proteína recombinante 

purificada revelaram o predomínio de estruturas tipo folha β (Figura 4.1B). A deconvolução do 

espectro de CD obtido confirmaram a presença de 39% de folha β e 8% de α-hélice, resultados 

similares aos observados para TolB de E. coli (Carr et al. 2000). O conteúdo de estruturas 

secundárias de XfPal foi novamente avaliado e os resultados foram idênticos aos descritos 

anteriormente (Santos et al. 2012a). 
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Figura 4.1. Purificação de XfTolB. (A) SDS-PAGE (12 %) das frações da cromatografia de 

afinidade obtidas durante a eluição de XfTolB. (B) Análises de CD de XfTolB, revelando 

predominância de estruturas secundárias do tipo folha β. 

 

XfTolB e XfPal interagem in vitro 

Foi utilizada cromatografia de exclusão molecular para avaliar in vitro a interação entre 

XfTolB e XfPal. Inicialmente, amostras individuais das proteínas XfPal e XfTolB foram 

analisadas individualmente. O perfil cromatográfico de XfPal foi idêntico ao descrito por Santos 

et al. (2012a) (Figura 4.2). XfTolB foi eluída como um único pico durante as análises de SEC 

(Figura 2), apresentando tempo de retenção que corresponde a massa molecular de 29 kDa. Este 

resultado é contrastante com a massa molecular estimada para o monômero de XfTolB que é 46,2 

kDa. Contudo, Zhang et al. (2010), descrevem resultados similares para a proteína tolB de E. 

coli. Assim uma explicação provável para tal fato reside nos aspectos estruturais da proteína 

TolB. O princípio da técnica de SEC é baseado no formato molecular das proteínas, sendo uma 

técnica desenvolvida principalmente para proteínas globulares, o que não é o caso da proteína 

TolB. 
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Após as análises individuais das proteínas XfTolB e XfPal, foram avaliadas por SEC 

amostras nas quais ambas as proteínas haviam sido misturadas e incubadas por 15 h a 4 °C. Os 

resultados dessa análise revelarou que a mistura entre XfTolB e XfPal apresentou um perfil 

cromatográfico diferente das amostras individuais, apresentando um pico de eluição adicional 

(Figura 4.2). Análises de SDS-PAGE mostraram que o pico adicional representava amostras das 

proteínas XfTolB e XfPal, confirmando a interação in vitro de XfTolB-XfPal. Além disso, nota-se 

o total desaparecimento dos picos correspondentes à proteína XfPal. É provável que a interação 

com XfTolB estabilize XfPal e, devido a isto, houve o desaparecimento do pico correspondente à 

porção agregada de XfPal. Contudo, análises adicionais ainda são necessárias para investigar 

mais detalhes da interação entre XfTolB e XfPal. 

 

Expressão durante a formação de biofilme e imunofluorescência 

Avaliou-se o perfil de expressão de XfTolB e XfPal durante as diferentes fases de 

formação do biofilme e durante o crescimento planctônico de X. fastidiosa. Os resultados obtidos 

demonstram que tanto XfTolB quanto XfPal são expressas diferencialmente durante as diferentes 

fases de formação do biofilme e, de acordo com o tipo de crescimento de X. fastidiosa 

(planctônico versus biofilme) (Figura 4.3). XfPal foi expressa em maiores quantidade que XfTolB 

(Figura 4.3A; B). Tal observação é condizente com o fato da proteína Pal estar presente em 

quantidades bem maiores que XfTolB no envelope celular bacteriano (Gerding et al. 2007). 

Análises estatísticas da razão entre a intensidade média e a área em pixels das bandas 

visualizadas nas membranas de nitrocelulose utilizadas nos experimentos de western blot 

revelaram diferenças estatísticas significantes (P < 0.05) no perfil de expressão de XfTolB e 

XfPal (Figura 4.3C;D). Contudo, nota-se uma diferença acentuada nas fases iniciais (3-5 dias) de 
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formação do biofilme, além de se observar perfil de expressão correspondente entre XfTolB e 

XfPal.  

 

 

 

 

Figura 4.2. Cromatografia de exclusão molecular analítica. O perfil cromatográfico de XfTolB, 

XfPal e do complexo XfTolB-XfPal é mostrado, respectivamente, em vermelho, azul e preto. Em 

detalhe (lado direito) é apresentado o gel de SDS-PAGE (12%) da fração (1) correspondente a 

interação entre XfTolB e XfPal. 
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Figura 4.3. Detecção de XfTolB e XfPal durante o crescimento planctônico e em biofilme de X. 

fastidiosa. (A) Análises de western blot XfPal; (B) Análises de western blot de XfTolB; (C) 

Quantificação do nível de expressão de XfPal; (D) quantificação do nível de expressão de 

XfTolB. 

As proteínas TolB e Pal já foram descritas como estando envolvidas no processo de 

divisão celular, assim, caso XfTolB e XfPal desempenhem o mesmo papel em X. fastidiosa, tais 

proteínas podem ser alvos importantes para a compreensão da regulação e desenvolvimento do 

biofilme formado por esta bactéria, requerendo estudos adicionais para investigar tais hipóteses. 

Neste sentido, avaliou-se também a localização de XfTolB e XfPal utilizando-se técnicas de 

imunofluorescência. Os resultados preliminares desta análise, revelaram que XfTolB e XfPal ora 

se localizam nas extremidades polares da célula, ora se concentram no centro da célula (Figura 

4.4). O processo de divisão celular culmina com a formação de duas células filhas após o evento 

de fissão binária, propriamente dita, que ocorre no centro da célula parental, dando origem a 
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5. RESULTADOS COMPLEMENTARES 

5.1. Caracterização estrutural das proteínas Alvo (SAXS – Cristalização) 

Grandes esforços foram feitos para a caracterização estrutural das proteínas alvo deste 

projeto. 

Com relação á cristalografia, quatro testes de screening inicial foram inicialmente 

realizados no Laboratório Automatizado de Cristalização de Proteínas (RobLab, LNBio, 

Campinas, SP), compreendendo amostras das proteínas Xf5´-Nt, XfTolB e XfDsbC na presença 

de 3 mM do agente redutor TCEP (tris-2-carboxietil fosfina) e XfDsbC sem a presença do 

referido agente redutor.  

Dentre as quatro amostras de proteínas ensaiadas para cristalização, foram observados 

sinais de cristais apenas para as amostras da proteína XfTolB e XfDsbC (tanto na presença quanto 

na ausência de TCEP). Testes de refinamento dos cristais da proteína chegaram a ser realizados 

para a proteina XfDsbC no laboratório de Biologia Estrutural e Cristalografia do IQ/UNICAMP. 

Contudo, os padrões de difração coletados para tais cristais mostraram padrão de difração de sal 

ou outras moléculas muito pequenas, indicando que estes não eram cristais de proteína. 

Ao contrário dos resultados obtidos com a cristalografia, os resultados da análise 

estrutural empregando espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS – Small Angle X-ray 

Scattering) conduziram a dados de alta qualidade, principalmente para a proteína XfDsbC 

(Capítulo 1). Além da proteína XfDsbC, as proteínas XfPal, XfTolB e Xf5'-Nt também foram 

submetidas a coleta de SAXS. Os dados destas análises foram tratados de acordo com a 

metodologia descrita para a proteína XfDsbC (Capítulo 1). 

Para a proteína Xf5'-Nt os resultados de SAXS (Figura 5.1) evidenciaram que a região de 

Guinier (Figura 5.1B) encontra-se no limite de validade, sendo esta uma característica de um 
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grande oligômero ou uma amostra com tendências a agregação. Além disso, o Krakty plot 

evidenciou certo grau de desenovelamento (Figura 5.1C).  

 

 

Figura 5.1. Análise por SAXS da proteína Xf5'-Nt. A) Curva de espalhamento; B) Região de 

Guinier; C) Kratky Plot. 

 

Os resultados de SAXS obtidos para Xf5'-Nt, evidenciaram uma possível explicação para 

o resultado negativo observado no screening inicial de cristalização desta proteína. Nas 

condições avaliadas Xf5'-Nt se apresenta, em solução, com massa de centenas de kDa (tanto 

empregando um padrão quanto pelo método SAX MoW), desta forma a presença de oligômeros 
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inespecíficos poderia impedir a formação dos cristais. Para a proteína Xf5'-Nt como a P(r) não é 

confiável devido aos resultados obtidos, não há como prosseguir com confiabilidade como 

amostras desta proteína nas condições avaliadas. 

Para a proteína XfPal (que foi obtida empregando um protocolo de re-enovelamento 

protéico descrito no Capítulo 3), o resultado de SAXS indicou, de maneira inequívoca a presença 

de agregados (Figura 5.2). Este resultado é típico para proteínas que passam por etapas de re-

enovelamento proteico, o que inviabiliza análises pela referida técnica. 

 

 

Figura 5.2. Análise por SAXS da proteína XfPal. A) Curva de espalhamento; B) Região de 

Guinier. 

 

Para a proteína XfTolB, duas condições foram avaliadas empregando SAXS: em uma 

destas condições a amostra de proteína foi anteriormente submetidas a separação por 

cromatografia de exclusão molecular (TolBGF), a outra amostra não foi submetida a esta etapa 



Resultados Complementares 

83 
 

adicional de separação. Curiosamente, os resultados obtidos para amostras de XfTolB nestas duas 

condições foram diferentes. Para a amostra não submetida à etapa cromatográfica adicional, os 

resultados apontaram para uma estrutura prolata com Dmax de 133 Å e Rg de 43 Å, em acordo 

com o predito pela análise de Guinier (Figura 5.3). Contudo, para esta amostra foi observado 

uma mudança nítida no I0 (Figura 5.3B) de acordo com a sequência de curvas, indicando uma 

possível alteração conformacional ao longo do tempo. Para a amostra de XfTolB submetida a 

SEC os resultados apontaram para uma proteína prolata com Dmax de 91 Å e Rg 29 Å, coerente 

com o a análise de Guinier (Figura 5.3B ). Desta forma, a análise de amostras da mesma proteína 

avaliada em condições diferentes revelou resultados contrastantes, o que requer uma nova coleta 

de dados explorando condições experimentais adicionais, bem como novas informações sobre a 

estrutura de proteínas homólogas a XfTolB para a interpretação dos dados. 
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Figura 5.3. Análise por SAXS da proteína XfTolB e XfTolB-GF (amostra submetida a 

cromatografia de exclusão molecular). A) Curva de espalhamento; B) Região de Guinier; C) 

Kratky Plot.  

A 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Estudos estruturais e funcionais de proteínas supostamente relacionadas à patogenicidade, 

adaptação e sobrevivência de um patógeno reúnem interessantes abordagens que podem permitir 

a melhor compreensão da biologia e genética deste organismo. Especialmente com relação à 

bactéria fitopatogênica X. fastidiosa, numerosas proteínas alvo associadas com patogenicidade 

foram anotadas durante a análise de seu genoma, entretanto, somente os estudos funcionais 

podem, de fato, esclarecer o envolvimento destas proteínas com a virulência e patogenicidade 

bacteriana. 

Neste estudo, utilizando-se de ferramentas para a caracterização de proteínas, quatro 

proteínas alvos (XfDsbC, Xf5'-Nt, XfTolB e XfPal) foram escolhidas para análise. Resultados 

obtidos baseado-se em análises in silico, haviam associado estas quatro proteínas à 

patogenicidade, adaptação e sobrevivência. 

 

Dentre os resultados obtidos ressalta-se: 

 

i) XfDsbC está envolvida na formação e desenvolvimento do biofilme de X. 

fastidiosa não tendo ela sido detectada durante o crescimento planctônico de X. 

fastidiosa nas condições avaliadas. Adicionalmente observou-se a super-

expressão de XfDsbC após a administração de um choque subletal com cobre, o 

que indica o envolvimento de tal proteína na resposta ao estresse oxidativo. Dados 

estruturais revelaram ainda que o estado oligomérico de XfDsbC responde as 

condições redox do ambiente; XfDsbC se apresentou como um dímero em 

condição reduzida e uma forma tetramérica foi observada em condição oxidante, 
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em solução. Assim a modulação redox dependente observada in vitro para 

XfDsbC pode estar envolvida com o reconhecimento e especificidade de substrato, 

e este constitui um papel que ainda não havia sido descrito para proteínas 

homólogas de DsbC. 

 

ii) Ensaios bioquímicos revelaram a atividade de fosfatase de Xf5'-Nt e evidenciaram 

a dependência de co-fatores (metais divalentes) para a completa atividade 

enzimática. Xf5'-Nt foi detectada durante a formação do biofilme de X. fastidiosa, 

especialmente durante a fases inicias de sua formação. Assim, é possível que a 

rede de desfosforilação/fosforilação catalisada pelas enzimas pertencentes a 

família das 5'-nucleotidases possa ter papel importante na formação do biofilme 

bacteriano, adicionando novos conhecimentos na área de metabolismo de 

nucleotídeos e patogenicidade bacteriana. 

 

iii) A caracterização de XfPal e XfTolB permitiu a associação destas proteínas com a 

formação do biofilme de X. fastidiosa. Inicialmente, um novo protocolo para a 

solubilização e purificação da lipoproteína XfPal de X. fastidiosa foi 

desenvolvido, permitindo a caracterização funcional de XfPal. Subsequentemente, 

demonstrou-se que a proteína recombinante XfTolB pode interagir in vitro com 

XfPal. Além disso, utilizando-se de técnicas de imunofluorescência a localização 

de XfTolB e XfPal foi analisada durante o crescimento de X. fastidiosa. Os 

resultados de tais análises, mostraram que XfTolB e XfPal se acumulam ora nas 

extremidades polares da célula, ora no centro da célula, indicando que ambas 
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proteínas parecem interagir in vivo e podem estar relacionadas com o processo de 

divisão celular. 

 

Apesar das dificuldades encontradas na caracterização estrutural, utilizando-se de ensaios 

funcionais foi possível confirmar o envolvimento das quatro proteínas alvos na formação e 

desenvolvimento do biofilme de X. fastidiosa, o qual é aceito como sendo o principal mecanismo 

de patogenicidade desta bactéria.  

Ao final de tais análises, nota-se que além de conhecer as proteínas que compõem o 

biofilme bacteriano é necessário também determinar seus mecanismos de ação e regulação. 

Provavelmente, valendo-se desses conhecimentos será possível modular a formação desta 

estrutura (biofilme). Além disso, para a completa compreensão do papel de uma proteína alvo é 

necessário ainda associar os ensaios obtidos in vitro com as proteínas recombinantes, com 

estudos de campo in vivo, analisando a proteína selvagem durante o crescimento do patógeno. 

Para a linhagem de X. fastidiosa 9a5c abordagens utilizando-se de mutantes com genes 

interrompidos ainda não são possíveis devido as limitações técnicas associadas a tais 

experimentos. Contudo, estudos focando na caracterização de proteínas recombinantes têm 

permitido a definição de alvos importantes para a patogenicidade de X. fastidiosa e poderão, em 

um futuro próximo, conduzir a novos e eficientes métodos de controle deste fitopatógeno. 
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