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—— INTRODUCAO

Palavras-Chave: Cl - de Di Circular

O cancro citrico 6 uma doenca quarentenaria comum em regiGes de clima quente e
umido, sendo patogénica a todas as variedades de plantas citricas. O agente
bacteriano Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), um fitopatégeno Gram-negativo,
ocasiona severas lesGes necréticas na planta hospedeira, gerando prejuizos para a
citricultura brasileira. Apesar de se ter pouca informacg&o a respeito dos mecanismos de
viruléncia desta bactéria, acredita-se que chaperones secretérias participem no
processo de translocagéo das proteinas de patogenicidade e viruléncia para a célula
infectada.

Nossos estudos consistem na expressdo, purificacdo e caracterizagdo da proteina
XACO0419(15020.1), uma possivel chaperone secretéria do Tipo Ill. Esta possui 103
residuos de aminoadcidos em sua seqléncia peptidica e massa molecular de
aproximadamente 10,77 kDa e pl de 7,06. O Dicroismo Circular tem seu uso na

determinagéo da estrutura secundaria da proteina alvo.
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Figura 1: de lesdes pelo cancro citrico em laranjas, seqiiéncia de genes que

codificam a proteina XACD419(1 5020 1) e sua estrutura prlmarla Lesdes (A) nos ramos, (B) nas folhas, (C) nos
frutos e (D) genes e

A proteina XAC0419(15020.1) fol clonada em vetor pET23a utilizando-se amplificagdo
por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e transformagdo em cepa de E. coli da
linhagem BL21(DE3)pLysS. Sua expresséo foi executada em meio rico Luria Broth
utilizando-se ampicilina (50pg/mL) e cloranfenicol (50pg/mL), etapa conduzida a 37°C
com agitacdo constante de 200 ciclos por minuto. A expressdo da proteina alvo foi
induzida adicionando-se isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG) 1mmol/L em A4, de
aproximadamente 0,6-0,8.
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tampdo acetato (100mmol/L, pH 5), sendo
observado nesta etapa a precipitacdo de

Figura 2: Mapa eletroforético em SDS-PAGE 15%. (A)
adrio molecular de proteinas GE; (B) antes da adigao de
IPTG, (C), (D), (E) e (F) correspondem respectivamente a 1,

1 haras apés indugdo com IPTG, (G) e (H)

poés lise, m
sobrenadante pas dialise. Em () banda da proteina VArias proteinas insollveis neste.
monomérica abaixo do padrdo de 14,4kDa e da dimérica
(proveniente das ligagées de dissulfeto devido as cisteinas
presentes na cadeia) acima do padrao de 20,1kDa.

Em funcdo do tampdo utilizado na didlise, a proteina de interesse apresentou-se
carregada positivamente e por isso usou-se uma resina cromatogrifica de troca
catibnica (CM-Sepharose GE) para promover a purificagdo, onde a eluicdo da mesma
esta relacionada ao grau de interagéo desta com a fase estacionaria polar.

Uma opgdo complementar é o uso de uma purificagdo cromatografica por exclusdo

molecular (Superdex GE), onde as proteinas sdo eluidas segundo a sua massa

molecular.
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Figura 3 : (A) e (B) purificagcdo em coluna de troca ionica (CM Sepl GE) e
(C) purificagao em coluna afica por a (Sup GE).

A quantificagdo do dimero pelo método de Bradford (Figura 4) resultou em uma pureza
superior a 95% e a andlise de uma solugdo de 50pmol/L deste por Dicroismo Circular
em uma estrutura secundaria em a-hélice de 30%.
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Figura 4: Curva analitica para a quantificagio do dimero Fi
igura 5: Caracterizagio do dimero por Dicroismo Circular.
pelo método da Bradford. Obleve-se um valor de 30% de a-hélice.
CONCLUSAO

A proteina XAC0419(15020.1) teve a sua expressdo e purificagio em quantidades
significativas que possibilitaram a analise de sua estrutura secundaria e contetido de -
hélice (30%), fomecendo dados que guiardo posteriores analises da estrutura 3D desta
possivel chaperone secretéria por Ressonancia Magnética Nuclear e Cristalografia de
Raios-X.
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