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RESUMO 

 

 

OSHIRO, E.E. Análise funcional das proteínas ligadoras de 
molibdato (ModA) e oligopeptídeo (OppA) de Xanthomonas 

axonopodis pv. citri. Tese de Doutorado (Microbiologia) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2009. 
 

 O Brasil é o maior produtor de citros do mundo, cujo 

agronegócio tem sido afetado pelo cancro cítrico. A doença é 

causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) 

que por sua vez infecta laranjais e induz a morte prematura do 

hospedeiro e quebra de produção. O sequenciamento do genoma de 

Xac abriu perspectivas para o estudo de genes envolvidos com 

diferentes aspectos da fisiologia do patógeno, incluindo 

sistemas de captação de nutrientes. Os sistemas de captação de 

molibdato e oligopeptídeo são transportadores do tipo ABC, 

envolvidos na captação desses nutrientes em diferentes 

espécies de bactérias. O molibdato faz parte da estrutura da 

molibdopterina, um cofator para enzimas envolvidas na fixação 

de nitrogênio, enxofre e carbono. Oligopeptídeos estão 

envolvidos na nutrição bacteriana e processos de sinalização 

intercelular tais como aqueles envolvidos em quimiotaxia, 

conjugação, formação de esporo e desenvolvimento do estado de 

competência. O objetivo do presente estudo foi investigar, em 

condições in vitro e in vivo, o papel funcional das proteínas 

ligadoras dos sistemas de captação de molibdato e 

oligopeptídeo na linhagem 306 de Xac. Linhagens mutantes foram 

construídas após inserção de cassete gênico no gene modA. O 

ensaio de captação de molibdato mostrou que o sistema tem 

afinidade pelo substrato, mas não foi capaz de evidenciar 

diferenças entre as linhagem selvagem e mutante. A produção de 

goma xantana, formação de biofilme e adesão mostraram-se 

alteradas em condições in vitro na linhagem mutante (XNmodA5). 

In vivo o mutante modA- mostrou alterações nas lesões causadas 



 

em citros, evidenciadas em hospedeiro mais suscetível como a 

grapefruit. Em contato com as células do hospedeiro a 

expressão do gene gumB, mostrou-se reduzida na linhagem 

XNmodA5 sugerindo que a mutação causada no gene modA afeta a 

regulação do gene responsável pela polimerização da goma 

xantana, desencadeando uma cascata de eventos que culmina na 

alteração do fenótipo de cancro cítrico. O mutante na proteína 

OppA apresentou maior auto-agregação, o que levou à alteração 

da estrutura do biofilme e, consequentemente, diminuiu a 

capacidade de adesão não dependente da produção de goma. 

Ensaios para medição da capacidade de captação de 

oligopeptídeos em Xac foram dificultados pela produção de 

proteases secretadas que degradam o peptídeo analisado. Apesar 

da linhagem mutante não alterar o fenótipo de patogenicidade, 

a sua capacidade de crescimento foi afetada no início da fase 

estacionária quando em contato com a planta sugerindo que o 

sistema Opp desempenha algum papel fisiológico. 

 

 

Palavras-chaves: Xac; proteína ModA; proteína OppA; análise 

funcional; curva de crescimento; biofilme; adesão.



 

ABSTRACT 

 

 

OSHIRO, E.E. Functional analysis of binding proteins of 
molybdate (ModA) and oligopeptide (OppA) from Xanthomonas 

axonopodis pv. citri. Doctoral Thesis (Microbiology) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 
São Paulo, 2009. 
 

 Brazil is the largest producer of citrus in the world, 

whose agribusiness has been affected by citrus canker. The 

disease is caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. 

citri (Xac), which infects orange trees and induces premature 

death of the host and loss of production. The sequencing of 

the genome of Xac opened perspectives for the study of genes 

involved in different aspects of the physiology of the 

pathogen, including nutrient uptake systems. The molybdate and 

oligopeptide uptake systems are ABC transporters responsible 

for uptake of these two nutrients in different bacterial 

species. Molybdenum is part of the molybdopterin structure, a 

cofactor for enzymes involved in nitrogen, sulfur and carbon 

fixation. Oligopeptides are involved in nutrition and 

bacterial intercellular signaling processes such as those 

involved in chemotaxis, conjugation, formation of spores and 

development of the competence state. The aim of this study was 

to investigate, under in vitro and in vivo conditions, the 

functional role of the molybdate and oligopeptide binding 

proteins in the Xac 306 strain. Mutant strains were 

constructed after insertion of the antibiotic resistance 

cassette into the modA gene. The molybdate uptake assay showed 

that the system has enough affinity for the substrate, but did 

not show differences between wild type and mutant strains. The 

xanthan gum production, biofilm formation and adhesion were 

affected under in vitro conditions in the modA mutant strain 

(XNmodA5). In vivo, the modA mutant showed changes in the 

lesions caused in Citrus as evidenced in more susceptible 



 

hosts like grapefruit. In contact with the host cell, the gumB 

gene expression was reduced in XNmodA5 strain suggesting that 

the mutation caused the modA gene affects the regulation of 

the gene responsible for polymerization of xanthan gum, 

triggering a cascade of events culminating in the change of 

phenotype of citrus canker. The oppA mutant showed more auto-

aggregated cells that changed biofilm structure and, 

consequently, reduced the adhesion capacity not dependent on 

xanthan gum production. The oligopeptide uptake assay was 

impaired by production of secreted proteases that degrades the 

peptide analyzed. Although the mutant oppA strain does not 

change phenotypic of pathogenicity traits, its capacity for 

growth was affected at the early stationary phase when in 

contact with the plant suggesting that the Opp system plays 

some physiological role.  

 

Key-word Xac; ModA protein; OppA protein; functional analysis; 

growth curve; biofilm; adhesion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introdução 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

 A citricultura exerce fundamental importância na atividade 

agrícola brasileira e é um dos setores mais competitivos e de 

maior potencial de crescimento de agronegócios. A 

agroindústria citrícola movimenta R$9 bilhões e gera 400 mil 

empregos diretos e indiretos (PENSA, 2006). Tanto a laranja in 

natura quanto os seus derivados como o suco concentrado, 

farelo de polpa cítrica e óleo essencial, são os principais 

produtos exportados pelo Brasil em termos de divisas geradas 

(U$ 1 bilhão/ ano) (NEVES et al., 2001). Em 2005, Brasil e EUA 

produziram 89% do suco concentrado no mundo, sendo o Brasil 

responsável por 59%, equivalente a 1,40 milhões de toneladas. 

No mesmo ano, as exportações mundiais foram de 1,65 milhões de 

toneladas, sendo 83% do Brasil e 5% dos EUA (PENSA, 2006). 

No estado de São Paulo a citricultura é a segunda 

atividade rural em importância, e em muitas cidades representa 

a base quase total da economia. O Brasil é o maior produtor 

mundial de laranja, sendo que 77% da produção estão 

concentrados na região sudeste. Na última década, 

citricultores brasileiros vêem sofrendo grandes prejuízos com 

o cancro cítrico, que acomete todas as variedades e espécies 

de citros.  

 Os sintomas da doença nas folhas iniciam com o surgimento 

de pontos circulares de 2-10mm usualmente na superfície 

abaxial, que se rompem pelos dois lados da folha devido à 

hiperplasia (excessivas divisões celulares mitóticas) tecidual 

causada pelo patógeno (BRUNINGS e GABRIEL, 2003; DAS, 2003). 

Nos estágios mais avançados da doença as folhas ficam 

corticosas com centro marrom e um anel amarelado ao redor. No 

caule as lesões também são salientes (FUNDECITRUS). As frutas 

infectadas com a bactéria apresentam lesões circulares como 

bolhas levantadas, crescendo dentro de pústulas esponjosas 
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amarelas ou brancas. Posteriormente essas pústulas se tornam 

escuras e espessas como cortiças marrons apesar de não serem 

profundas. Infecções severas resultam em desfoliação, morte, 

deformação do fruto além da sua queda prematura (BRUNINGS e 

GABRIEL, 2003; DAS, 2003). 

Há cinco diferentes formas de cancro cítrico, causadas 

pelos vários patovares da bactéria Xanthomonas axonopodis. A 

distribuição geográfica e o tipo de hospedeiro do patógeno são 

as principais maneiras de diferenciar essas formas (Figura 1). 

A forma mais severa da doença, e a mais disseminada (Ásia, 

África, Américas e Oceania), é a forma asiática (cancrose A) 

causada pela Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac). A forma 

asiática infecta várias espécies de citros. A segunda forma de 

cancrose é a forma B, causada pela Xanthomonas axonopodis pv. 

aurantifolii e está limitada ao hospedeiro limão, além de 

possuir disseminação restrita a poucos países. A forma B causa 

sintomas similares aos da forma asiática, porém menores e com 

um processo infeccioso mais lento. A terceira forma de 

cancrose é a C, causada por uma variante da Xanthomonas 

axonopodis pv. aurantifolii e está restrita a lima Mexicana no 

Brasil. É capaz de desenvolver os mesmos sintomas que a 

cancrose A em lima Mexicana (DAS, 2003; SCHAAD et al., 2005). 

A cancrose D é restrita em lima Mexicana no México, conhecida 

por falhar em causar sintomas em fruta e é serologicamente 

diferente que as formas A/B e C. A forma mais branda é a 

cancrose F, pois os sintomas se assemelham ao cancro cítrico 

sem a erupção e sim com manchas. Por essa razão, a cancrose F 

é conhecida como a mancha bacteriana dos citros, doença 

restrita aos viveiros na Flórida cujo agente causador é X. 

axonopodis pv. citrumelo (DAS, 2003; SCHAAD et al., 2005). Com 

base em análises de reassociação de DNA-DNA, sequenciamento de 

espaços intergênicos, perfil rep-PCR e traços fenotípicos 

Schaad e colaboradores (2006) propuseram uma nova 

reclassificação e nomenclatura para as linhagens de bactérias 
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causadoras de cancro cítrico. Xanthomonas axonopodis pv. citri 

passou a ser Xanthomonas citri subsp. citri, Xanthomonas 

axonopodis pv. aurantifolii passou a ser Xanthomonas fuscans 

subsp. aurantifolii e Xanthomonas axonopodis pv. citrumelonis 

passou a ser Xanthomonas alfafae subsp. citrumelonis. Análises 

filogenéticas de sequências parciais do gene gyrB 

desenvolvidas por Parkinson e colaboradores (2007) sustentam 

as diferenças encontradas entre X. citri e X. fuscans.  

Devido às perdas econômicas causadas pelo cancro cítrico 

A, o genoma da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri foi 

totalmente seqüenciado por um consórcio brasileiro denominado 

ONSA da FAPESP (DA SILVA et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Mapa da distribuição do cancro cítrico (Xanthomonas 
axonopodis pv. citri) (DAS, 2003) 

 

 

 Este sequenciamento abriu perspectivas para a 

caracterização genética e funcional de genes relacionados à 

virulência e ao metabolismo primário por meio de abordagens 

baseadas no conceito da genética reversa. Por essa estratégia, 

genes específicos são inativados por meio de deleções ou 

inserções construídas in vitro para, em seguida, serem 
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utilizadas na substituição dos alelos nativos presentes no DNA 

cromossômico. A identificação de genes envolvidos nos 

mecanismos de patogenicidade ou como possíveis alvos de 

controle terapêutico representam prioridade no estudo 

fisiológico deste microrganismo. Neste aspecto, os sistemas de 

transporte de nutrientes representam um elo essencial entre a 

capacidade de obter energia e precursores metabólicos e a 

capacidade de crescer e causar doenças pela Xac. 

A definição completa do sequenciamento genômico da Xac 

revelou que aproximadamente 4% dos genes estruturais são 

dedicados à síntese de componentes responsáveis pelo sistema 

de transporte dependente de ATP. Em Xac são encontrados 47 

sistemas do tipo ABC (ATP Binding Cassete), correspondendo a 

quase 25% do total de proteínas dos diversos sistemas de 

transporte (BALAN et al., 2005). 

Os transportadores ABC encontrados em eucariotos e 

procariotos constituem uma grande família de permeases de 

multi-subunidades que transportam várias moléculas (íons, 

aminoácidos, peptídeos, antibióticos, polissacarídeos e 

proteínas) através das membranas com relativa especificidade 

para substratos. Esse transporte acopla a hidrólise de ATP e 

pode ser classificado em importadores e exportadores (BRAIBANT 

et al., 2000; DAVIDSON et al., 2008). Os ABC transportadores 

podem ser divididos em três principais categorias funcionais 

dependendo da direção do deslocamento da substância em relação 

a célula: importadores, exportadores, e uma terceira categoria 

não envolvida no transporte e sim na tradução do RNAm e reparo 

de DNA (DAVIDSON et al., 2008). Os sistemas de transporte 

importador do tipo ABC são encontrados exclusivamente em 

bactérias e são formados por três componentes, funcionais e 

estruturalmente distintos. Dois componentes apresentam-se 

associados à membrana citoplasmática enquanto o terceiro 

componente mostra-se solúvel nas bactérias gram-negativas, ou 

associado à membrana citoplasmática nas bactérias gram-
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positivas. Um dos componentes associados a membranas é 

responsável pela formação do poro por onde a substância será 

transportada. Esse componente, denominado domínio integral de 

membrana (DIM), é formado por duas proteínas hidrofóbicas que 

atravessam a membrana citoplasmática. O segundo componente do 

sistema ABC de transporte de bactérias é representado por dois 

domínios geradores de energia, proteínas associadas à face 

interna da membrana citoplasmática que ligam ATP e chamadas de 

domínios de ligação de nucleotídeos (DLNS), que acoplam a 

hidrólise do ATP com o processo de transporte. O terceiro 

componente está envolvido com a ligação ao substrato, é 

chamado de ligador de substrato (LS) e é responsável pela 

especificidade e afinidade do sistema (Figura 2). Em bactérias 

gram-negativas, esse componente é solúvel e encontra-se livre 

no periplasma enquanto que em bactérias gram-positivas, os LS 

são encontrados na forma de lipoproteínas ancoradas por meio 

de uma acil-gliceril-cisteína N-terminal à face externa da 

membrana citoplasmática (DASSA, 2000; BIEMANS-OLDEHINKEL et 

al., 2006; LINTON, 2007). 
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Figura 2: Organização dos transportadores ABC em bactérias gram-
negativas. O componente periplasmático é a proteína 
ligadora de substrato (LS), os domínios integrais de 
membrana (DIM) estão associados a membrana plasmática e o 
domínio ligador de nucleotídeos (DLNS) está no espaço 
citoplasmático. Estrutura resolvida do sistema de 
captação de molibdato de A. fulgidus (adaptado de 
HOLLENSTEIN et al., 2007).  

 

 

O sistema de transporte dependente de proteínas ligadoras 

foi identificado pela primeira vez em bactérias gram–

negativas. A captação de uma grande variedade de nutrientes 

parece ser a função mais importante desses sistemas, embora a 

exportação de drogas em bactérias, secreção do fator de 

virulência hemolisina, proteases extracelulares e toxinas, 

sinal de transdução, interação parasitária planta-bactéria, 

transporte de ferormônios, reconhecimento de sinal na 

quimiotaxia e esporulação são também importantes processos em 

que os transportadores ABC estão envolvidos (DEAN e ALLIKMETS, 

1995; BOOS e LUCHT, 1996; BIEMANS-OLDEHINKEL et al., 2006). 

 LS 

 DIM 

DLNS 
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 Dentre os sistemas de transporte ABC, será dada uma ênfase 

maior aos sistemas de captação de molibdato e de 

oligopeptídeos. 

 

 

1.1 Sistema de captação de molibdato 

 

 

 Molibdênio (Mo) é um metal de transição, essencial para 

sistemas biológicos em microorganismos, plantas e animais 

(HILLE, 2002; KAISER et al., 2005; MENDEL, 2005). Em média o 

molibdênio está disponível na litosfera em níveis acima de 2-3 

mg/kg (FORTESCUE, 1992) e as formas minerais encontradas nas 

rochas podem ser molibdenito (MoS2), vulfenito (PbMoO4) e 

ferrimolibdenito [Fe2(MoO4)](KAISER et al., 2005). A liberação 

do molibdênio da forma mineral sólida ocorre por meio da ação 

do tempo que envolve uma solução contínua e reações de 

oxidação. O molibdênio dissolvido encontra-se abundante na 

forma de ânion MoO4
- nos oceanos e nos solos, podendo associar-

se a outros íons formando complexos com Na, K, Ca e Mg 

(LINDSAY, 1979; MENDEL, 2005). Nas saídas hidrotermais no 

fundo dos oceanos, sob condições anaeróbias, as bactérias 

extremófilas utilizam tungstênio (W) ao invés de Mo devido 

principalmente às altas concentrações de enxofre. Nessas 

condições o molibdênio se encontra na forma de MoS2 tornando-se 

indisponível para sistemas biológicos (WILLIANS e FRAUSTO DA 

SILVA, 2002; HILLE, 2002; MENDEL, 2005). Tanto o molibdênio 

quanto o tungstênio são muito úteis em sistemas biológicos 

devido à sua versatilidade química (HILLE, 2002), com alta 

capacidade de fornecer elétrons e habilidade de transferir 

átomos de oxigênio e enxofre, ou seja, possuem alto potencial 

redutor (WILLIANS e FRAUSTO DA SILVA, 2002). 

 Os metais como molibdato e tungstênio sozinhos não são 

biologicamente ativos, por isso estão sempre associados a um 



Introdução 

complexo orgânico pterina chamado de metaloproteinas (REES, 

2002; KAISER et al., 2005; MENDEL, 2005). Esses tipos de 

proteínas são compostos por dois componentes, proteína e 

metais associados a grupos inorgânicos. Os ligantes 

inorgânicos incluem grupos sulfitos (S2-), água (H2O ou OH-), 

monóxido de carbono (CO) e cianido (CN-); moléculas mais 

complexas podem também ser utilizadas como ligantes, tais como 

homocitrato e dithiols (REES, 2002). Molibdênio é ligado a um 

composto pterina tricíclica única chamada de cofator de 

molibdênio (Moco) que liga diversas apoproteínas. Essas 

molibdoenzimas são essenciais nas reações redox dos ciclos 

globais de carbono, nitrogênio e enxofre. Mais de 40 Moco 

estão amplamente distribuídos entres todos os reinos, sendo a 

maioria encontrada em bactérias, 4 nas plantas e 3 em humanos 

(MENDEL, 2005). 

 Em E.coli, com exceção da biotina sulfoxide redutase, as 

molibdoenzimas descritas (nitrato redutase, formato 

dehidrogenase, dimetil sulfoxideo redutase e trimetilamina N-

ódixo redutase) participam como co-fatores enzimáticos nos 

processos de respiração anaeróbica e fermentação (RECH et al., 

1996; SELF et al., 2001). A família das molibdoenzimas 

xanthina oxidase, aldeído oxidase e sulfito oxidase são 

prevalentes em organismos eucariotos (KISKER et al., 1997; 

SCHWARZ, 2005). 

 Para produzir molibdoenzimas, muitos organismos 

desenvolveram sistemas de captação de molibdênio de alta 

afinidade, respondendo a uma condição natural de baixa 

concentração deste metal no meio ambiente (RECH et al., 1995; 

SELF et al., 2001). 

 Apesar dos genes que participam do transporte de molibdato 

(Mod), serem conhecidos como um sistema de transporte 

periplasmático por analogia aos genes hisP e malK 

(HEMSCHEMEIER et al., 1991), somente em 1995 os genes 
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relacionados com a captação de Mo foram caracterizados por 

Maupin-Furlow e colaboradores (1995). 

 O sequenciamento dos genes do sistema Mod de E.coli 

apresentou dois óperons distintos. Os genes estruturais para o 

transporte são codificados pelo óperon modABCD. A proteína 

reguladora (ModE) é codificada pelo óperon modEF (MAUPIN-

FURLOW et al., 1995; GRUNDEN e SHANMUGAN, 1997; SELF et al., 

2001). 

 O gene modA tem 774 pb e seu produto protéico possui 257 

aa e massa molar estimada de 27 kDa (MAUPIN-FURLOW et al., 

1995). Contudo, foi observado que a proteína madura era de 

22,5kDa, mostrando a perda de uma sequência sinal de 24 aa 

(RECH et al., 1996; SELF et al., 2001). Rech e colaboradores 

(1996) demonstraram que o único íon além do próprio molibdato 

com afinidade à proteína ligadora foi o tungstênio, com um KD 

de 20±8nM. Entretanto, com a cristalisação da proteína ModA, 

foi possível detectar uma ligação de baixa afinidade para o 

substrato sulfato com um KD maior que 2 mM (HU et al., 1997; 

SELF et al., 2001). 

 A proteína ModB é codificada por uma sequência de 690 pb e 

possui peso molecular de 24 kDa (229 aa). O gene modC (1059 

pb) codifica uma proteína de peso molecular de 37,5 kDa (352 

aa). O papel fisiológico da quarta proteína do óperon ModABCD 

permanece desconhecido. A proteína ModD possui um sequência de 

nucleotídeo de 696 pb e um peso molecular de 26,33 kDa (231 

aa). A proteína ModE é transcrita constitutivamente a partir 

do óperon ModEF (2262 pb) e possui massa de 28 kDa (262 aa). 

Mutações na proteína ModE levam à expressão constitutiva do 

óperon modABCD, sugerindo que esta proteína desempenha um 

papel regulador no transporte de molibdato. A proteína ModF 

não tem função conhecida, possui massa de 54 kDa (490 aa) e 

tem a transcrição regulada pelo complexo protéico ModE-Mo 

(GRUNDEN et al., 1996; GRUNDEN e SHANMUGAN, 1997). 
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 Deficiências no sistema de captação de molibdato, causadas 

por mutações nos genes do óperon modABC, podem ser avaliadas 

pela atividade de todas as molibdoenzimas. Defeitos 

pleitrópicos em enzimas como a formato dehidrogenase geradas 

pelas mutações nos genes do óperon modABC, podem ser 

revertidos adicionando-se molibdato ao meio de cultura 

(MAUPIN-FURLOW et al., 1995). Contudo, a quantidade de 

molibdato necessária para a máxima atividade enzimática 

depende das concentrações de sulfato no meio. Mutantes nos 

genes modA, modB ou modC quando cultivados com 15mM de sulfato 

requisitam quantidades 10 vezes maiores de molibdato quando 

comparados a culturas suplementadas com baixa concentração de 

sulfato. Isso significa que os substratos molibdato e sulfato 

competem entre si para serem transportados pelo sistema de 

captação de sulfato. Na ausência do sistema Mod, o sistema de 

captação de sulfato funciona como uma via alternativa ao 

transporte de molibdato (GRUNDEN e SHANMUGAN, 1997) e na 

ausência dos dois sistemas um terceiro sistema de captação 

inespecífico incorpora molibdato quando suplementado em 

maiores quantidades (ROSENTEL et al., 1995)(Figura 3). 

 

 

Figura 3: Sistema de transporte de molibdato em E.coli. O transporte 
de molibdato em E.coli envolve três sistemas. O Complexo 
protéico ModABC, um complexo protéico de sulfato similar 
ao CYS UWA e um canal de ânion não específico não 
identificado. (SELF et al., 2001 e KAISER et al., 2005). 
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Ortólogos em outros microrganismos têm sido caracterizados 

em Rhodobacter capsulatus (WANG et al., 1993), Azotobacter 

vinelandii (MOUNCEY et al., 1996), Staphylococcus carnosus 

(NEUBAUER et al., 1999), Haloferax volcanii (WANNER et al., 

1999), Anabaena variabilis (ZAHALAK et al., 2004), 

Bradyrhizobium japonicum (DELGADO et al., 2006) e 

Archaeoglobus fulgidus (HOLLENSTEIN et al., 2007). A 

organização genética do sistema de captação de molibdato 

desses organismos encontra-se na forma de óperons 

policistrônicos, exceto nas cianobactérias como Anabaena spp, 

que apresenta o gene modB fusionado ao modC como se fosse um 

único gene modBC distante do gene modA (ZAHALAK et al., 2004). 

A maioria deles não apresenta regulação negativa pela proteína 

ModE, sugerindo uma expressão constitutiva do sistema. Em 

R.capsulatus o óperon modABC está localizado entre os genes da 

molibdoenzima nitrogenase (nif) e é aparentemente regulado 

junto com este óperon nif (KUTSCHE et al., 1996). Além da 

organização genética, esses microrganismos compartilham outras 

características comuns, tais como ativação da transcrição em 

carência de Mo, similaridade entre os genes e utilização do 

sistema de captação de sulfato como uma via alternativa na 

ausência do sistema Mod.  

 No gênero Xanthomonas a organização genética do sistema 

Mod na forma de óperon é conservada e presente nas 8 linhagens 

sequênciadas do gênero Xanthomonas sendo uma X.axonopodis pv. 

citri (DA SILVA et al., 2002), três X.campestris pv. 

campestris (DA SILVA et al., 2002; QIAN et al., 2005; 

VORHÖLTER et al., 2008), três X.oryzae pv. oryzae (LEE BM et 

al., 2005; SALZBERG et al., 2008) (NCBI gene bank AP008229) e 

uma X.campestris pv. vesicatoria 85-10 (THIEME et al., 2005). 

 O sistema de captação de molibdato em Xanthomonas é 

carente da proteína ModE, que reprime, em E. coli, a 

transcrição do sistema em ambiente rico em Mo. As análises de 

seus genomas revelam que os genes à montante e à jusante não 
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pertencem às famílias de molibdoenzimas, estando assim, livres 

da regulação de outros óperons. Tais evidências sugerem que o 

sistema Mod funcione de forma constitutiva. 

 Recentemente Balan e colaboradores (2008) resolveram a 

estrutura da proteína ModA, que apesar da baixa identidade de 

amino ácidos com a estrutura descrita em E. coli, apresentou 

uma alta similaridade estrutural entre elas (Figura 4). A 

proteína madura ModA de Xac possui um peso molecular de 25kDa 

(777pb) e liga molibdato com maior afinidade (Kd=290nM) que 

tungstênio (Kd=580nM) (Balan et al., 2006). Essas constantes de 

dissociação estão na média de valores apresentados para 

ortólogos de E.coli ModA+Mo (Kd= 20nM e 3µM), ModA+W 

(Kd=67nM)(RECH et al., 1996; IMPERIAL et al., 1998; SELF et 

al., 2001). 

 As proteínas ModB e ModC possuem tamanhos de 693pb e 

615pb, respectivamente. A primeira codifica uma proteína com 

230 resíduos de aminoácidos e a segunda uma proteína de 204 

amino ácidos.  

 

 

 

Figura 4: Estrutura da proteína ModA de Xac. Esquema da estrutura 
terciária da ModA de Xac com o íon associado ao sítio 
ligador (BALAN et al., 2008). 
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1.2 Sistema de captação de oligopeptídeos 

 

 

 Oligopeptídeos desempenham papéis importantes na nutrição 

bacteriana e representa fontes de nitrogênio, carbono e outros 

elementos. Trabalhos descrevem o envolvimento de 

oligopeptídeos em processos de sinalização intercelular, tais 

como quimiotaxia, conjugação, formação de esporos e 

desenvolvimento do estado de competência (DETMERS et al., 

2001). Em bactérias entéricas como E. coli e S. typhimurium, 

existem pelo menos três sistemas distintos de transporte de 

peptídeos bem caracterizados: o sistema de transporte de 

dipeptídeos (Dpp), o sistema de transporte de tripeptídeos 

(Tpp) e o sistema de captação de oligopeptídeos (Opp) (HILES 

et al., 1987). 

 O sistema Dpp está envolvido com o comportamento 

quimiotático de bactérias e tem especificidade para 

dipeptídeos (MANSON et al., 1986). O sistema Tpp é induzido 

durante o crescimento em anaerobiose e tem afinidade e 

especificidade para tripeptídeos hidrofóbicos (ANDREWS e 

SHORT, 1985). O sistema Opp em S. typhimurium reconhece 

peptídeos formados por dois a cinco resíduos de aminoácidos e 

se caracteriza pela grande afinidade aliada a baixa 

especificidade em relação ao tamanho e a seqüência do peptídeo 

transportado (TAME et al., 1995). Em bactérias como 

Helicobacter pylori o sistema Opp possui preferência por 

aminoácidos menores que quatro aminoácidos e o sistema Dpp por 

certos dipeptídeos (Ala-Ile and Ile-Ser) e peptídeos de seis 

ou mais aminoácidos (WEINBER e MAIER, 2007). O sistema Opp em 

Lactococcus lactis é capaz de captar peptídeos com até 35 

resíduos de aminoácidos, mas possui maior afinidade por 

nonapeptídeos e a seletividade é definida pelos aminoácidos 

posicionados no meio e na região C-terminal do peptídeo 

(DETMERS et al., 2000). 
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O sistema Opp em bactérias é um sistema de transporte 

dependente de ATP (sistema do tipo ABC) constituído pela 

proteína periplasmática OppA responsável pela ligação aos 

peptídeos, e quatro proteínas de membrana citoplasmática 

(OppB, C, D, e F), responsáveis pela formação do canal na 

membrana citoplasmática e energização do sistema. Em E. coli e 

S. typhimurium os genes responsáveis pela síntese destas 

proteínas estão organizados na forma de um óperon 

policistrônico (HIGGINS e HARDIE, 1983; HILES et al., 1987).  

 A presença de uma ou mais cópias da proteína OppA, bem 

como do sistema Opp completo, sugere um papel que extrapola a 

função nutricional. A inativação do gene oppA leva à 

resistência aos aminoglicosídeos pela impermeabilidade a estes 

antibióticos em E. coli K12 (KASHIWAGI et al., 1992; 1998, 

TSUHAKO, et al., 1998). Ortólogos desse sistema em 

Staphylococcus aureus codifica quatro distintos sistemas Opp 

(Opp1ABCDF, Opp2BCDF, Opp3BCDFA, Opp4ADFBC) e mais uma cópia 

isolada de Opp5A, que diferem entre si na organização 

genética, seqüência de aminoácido, regulação da expressão e 

papéis fisiológicos. Entretanto somente o sistema Opp3 cumpre 

o papel nutricional da bactéria. (HIRON et al., 2007). Em 

Borrelia burgdorferi a presença de três genes oppA (oppA-1,2 

e3) no cromossomo e dois abrigados em plasmídeos endógenos 

(oppA-4 no cp26 and oppA-5 no lp54) permite que haja captação 

de pequenos peptídeos, mas cada ortólogo possui preferência 

por substratos distintos (WANG et al., 2004). Contudo somente 

a proteína OppA5 possui regulação da expressão afetada pela 

temperatura, sugerindo uma vantagem adaptativa as modificações 

ambientais (MEDRANO et al., 2007). Mesmo com a presença de 

duas cópias do gene oppA em Xenorbabdus nematophila  o sistema 

de transporte Opp não é essencial para a nutrição (ORCHARD e 

GOODRICH-BLAIR, 2004). Na bactéria fixadora de nitrogênio como 

Sinorhizobium meliloti foram descritos três sistemas 

transportadores ABC (Opp, Ttp e Dpp) com sobreposição de 
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afinidade a substratos e a ausência de captação em mutantes 

desses sistemas não afetou a capacidade simbionte em 

hospedeiro vegetal (NOGALES et al., 2009). Streptococcus 

uberis também apresenta duas proteínas OppA e a função da 

segunda proteína parece estar relacionada à virulência devido 

à regulação diferenciada (TAYLOR et al., 2003). Borezee e 

colaboradores (2000) detectaram o envolvimento do sistema Opp 

com a capacidade de crescimento a baixas temperaturas e 

sobrevivência do patógeno Listeria monocytogenes no meio 

intracelular de macrófagos. Em Vibrio fluvialis a mutação na 

proteína OppA, afetou a co-agregação das células do biofilme 

além de uma maior produção do mesmo (LEE EM et al., 2004). O 

papel do sistema Opp em bactérias da cavidade oral é 

controverso. A mutação no gene que codifica a permease do 

sistema Opp afetou as propriedades de adesão e agregação do 

patógene Streptococcus gordoni (MCNAB e JENKINSON, 1998). 

Entretanto, mutações na proteína ligadora de oligopeptídeos da 

bactéria Treponema denticola não afetou sua capacidade de 

aderir a receptores ligados a células e a matriz extracelular 

(FENNO et al., 2000) muito embora sua expressão seja abundante 

em diferentes condições de cultivo (VEITH et al., 2009). Em 

Streptococcus mutans o mutante defectivo nas proteínas OppA e 

OppB também não afetou a capacidade de adesão e a produção de 

biofilme (NEPOMUCENO et al., 2007). A inativação do gene oppA 

de B. subtilis resulta em deficiência na captação de 

peptídeos, bloqueio no processo de formação de esporos e 

impedimento do estado de competência, isto é, capacidade de 

receber DNA exógeno pelo processo de transformação (PEREGO et 

al., 1991, KOIDE, 1994). 

No genoma de Xac foram encontrados quatro genes 

pertencentes ao sistema transportador de oligopeptídeos. Estes 

genes estão organizados na forma de um óperon policistrônico 

na ordem de opp A,B,C e D/F. O gene oppA é constituído por 

1.617 pb e codifica para uma proteína com 539 aminoácidos. O 
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gene oppB, responsável pela síntese de uma proteína 

constituída de 326 aminoácios, compreende 978 pb e apresenta 

sobreposição de 4 pb com o final do gene oppA. O terceiro 

gene, oppC, é formado por 885 pb, codifica uma proteína de 295 

aminoácidos e está sobreposto ao final do gene oppB por 4 pb. 

Entre os genes oppC e oppD/F existiria uma janela aberta de 

leitura que codificaria para uma pequena proteína com 103 

aminoácidos (DA SILVA et al., 2002). No entanto análises 

posteriores indicaram que essa sequência faria parte do gene 

oppD/F constituído por 1.443pb que codifica uma protéina de 

481 aminoácidos (MOUTRAN et al., 2004). 

Um único ortólogo de oppA foi encontrado como parte de um 

óperon completo durante o sequenciamento do genoma de Xac 

(MOUTRAN et al., 2007). A proteína OppA de Xac apresentou 

reduzida similaridade entre as sequências de aminoácidos com 

S. Typhimurium, entretanto análises de modelagem molecular da 

proteína OppA de Xac compartilham características funcionais 

com a proteína OppA de S. Typhimurium (MOUTRAN et al., 2007).  

A ausência do óperon opp do genoma de três linhagens de X. 

campestris pv. campestris (Xcc) (DA SILVA et al., 2002; QIAN 

et al., 2005; VORHÖLTER et al., 2008), três linhagens de X. 

oryzae pv. oryzae (Xoo) (LEE BM et al., 2005; SALZBERG et al., 

2008) e uma linhagem de X. campestris pv. vesicatoria (Xcv) 

(THIEME et al., 2005), pode ser resultado de um evento de 

herança lateral ou a perda da região do genoma. A presença do 

sistema de captação de peptídeos apenas em Xac pode ter 

reflexos importantes sobre as estratégias nutricionais e de 

virulência desse patógeno. A presença do óperon opp, 

juntamente com capacidade de causar necrose e secretar 

proteases permitiria a Xac utilizar peptídeos derivados da 

degradação de proteínas do hospedeiro como importante fonte de 

nitrogênio. Tais evidências sugerem que o óperon Opp pode ter 

um papel importante nas diferenças observadas entre as 
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propriedades fisiológicas e de patogenicidade desses 

fitopatógenos.  
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 O presente trabalho visou estudar o papel fisiológico de 

dois sistemas de transporte ativo, tipo ABC, relacionado ao 

transporte de molibdato e oligopeptídeos no fitopatógeno Xac. 

A partir das sequências identificadas no genoma da linhagem 

Xac 306 estabelecemos uma série de técnicas experimentais que 

permitiram avaliar os possíveis papéis fisiológicos desses 

sistemas de transporte no comportamento in vitro e in vivo da 

bactéria. Para tal finalidade realizamos o nocaute gênico 

preciso em Xac 306 por recombinação homóloga com vetor 

plasmidial suicida e isolamos mutante deficiente no gene modA, 

componente ligante do sistema de transporte de molibdato e no 

óperon mod completo.  

As análises in vitro feitas com mutante deficiente em  

modA revelaram que o gene, e seu produto, não desempenha papel 

relevante no crescimento in vitro da linhagem 306 de Xac. No 

entanto, in vivo a linhagem modA- apresentou um maior 

crescimento celular e alterações no padrão de lesões foliares 

em hospedeiro suscetível de C. paradisi (grapefruit). A 

análise da expressão do gene gumB crescida em hospedeiro 

vegetal, apresentou uma diminuição significativa levando a uma 

redução  na produção de goma xantana, formação de biofilme e 

adesão à superfície abiótica. Essa evidência foi suportada 

diretamente pelas imagens micrográficas da lesão foliar 

causada pelo mutante modA- onde as células bacterianas vivem 

dispersas em uma matriz extracelular alterada em relação à 

linhagem parental. 

Ensaios de captação de molibdato in vitro revelaram que a 

linhagem Xac 306 é capaz de transportar ativamente o íon para 

o seu interior. No entanto, os resultados obtidos com o 

mutante deficiente em modA foram semelhantes aos observados 

com a linhagem parental. Tal resultado não era esperado e 
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sugere a presença de um sistema alternativo para captação de 

molibdato em Xac 306.  

Em relação ao mutante de Xac 306 deficiente na expressão 

da proteína OppA, nossos resultados foram prejudicados por 

problemas metodológicos relacionados à análise de captação de 

oligopeptídeos. A produção de grande quantidade de proteases 

para o meio extracelular impediu a visualização da captação de 

um tetrapeptídeo pela linhagem Xac 306 assim como o mutante 

isogênico oppA- gerado. Entretanto a proteína OppA parece estar 

relacionada a um papel nutricional pela alteração na cinética 

de crescimento em hospedeiro vegetal. A formação do biofilme e 

a adesão também foram alteradas e sugerem que a proteína OppA 

tenha um papel que extrapola função nutricional. 

Por fim, concluímos que o trabalho realizado ao longo do 

período de execução da tese permitiu que técnicas genéticas, 

bioquímicas e microbiológicas fossem estabelecidas no 

laboratório e aplicadas à linhagem 306 de Xac. As evidências 

geradas contribuem para o esclarecimento dos papeis funcionais 

das proteínas ligadoras dos sistemas de captação de molibdato 

e oligopeptídeos no crescimento in vivo de Xac 306, suportadas 

por evidências in vitro e podem contribuir futuramente para o 

desenvolvimento de modelos biológicos de combate ao cancro 

cítrico. 
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