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CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DA ORF XAC0239 DE Xanthomonas citri 
subsp. citri 

RESUMO – A Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é a bactéria causadora 
da doença cancro cítrico. A doença atinge todas as variedades comerciais de 
citros e, o entendimento da relação fitopatogênica permitirá conhecer formas 
mais eficientes de controle da bactéria. Com o sequenciamento e análise do 
genoma e transcriptoma da Xac, foram identificadas ORFs que, provavelmente, 
estão envolvidas em processos de ataque e colonização da bactéria. Para iniciar 
a caracterização de uma destas ORFs foram utilizadas, neste estudo, as 
estratégias de mutação sítio-dirigida de PCR por sobreposição e extensão e 
modelagem molecular. A ORF XAC0239, é predita como proteína de membrana 
plasmática, e por homologia, possivelmente, pode fazer parte de uma proteína 
transportadora de zinco, além disso, há indícios de que é regulada por um fator 
sigma. A mutação teve efeito negativo sobre a ação de celulases e motilidade 
swimming e efeito positivo sobre a formação de biofilme e a multiplicação 
bacteriana in vivo. Aqui é sugerido que na falta desta proteína, houve pouca 
absorção de zinco, necessário para a formação de biofilme e consequentemente, 
para a patogenicidade. Além disso, sugestiona-se que, como subterfúgio, a 
bactéria superexpressou genes para produção e/ou ação de celulases, tentando 
atacar o hospedeiro de forma alternativa. 
Palavras-chave: Celulose, fator sigma, proteína hipotética, proteína de 
membrana, regulação gênica. 
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FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF ORF XAC0239 OF Xanthomonas 
citri subsp. citri 

ABSTRACT - Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) causes the citrus canker 

disease. The disease reaches all commercial varieties of citrus and, the 
understanding of the phytopathogenic relationship allow knowing the ways of 
control of bacteria. With sequencing of the Xac genome and the realization of a 
transcriptome, ORFs have been identified that are probably involved in bacterial 
attack and colonization processes. To initiate the characterization of one of these 
ORFs, in this study, the strategies of site-directed mutagenesis by overlap 
extension PCR and molecular modeling were used. The ORF XAC0239 is 
predicted as plasma membrane protein, and by homology may possibly be part 
of a zinc transporter protein, moreover, there are indications that it is regulated 
by a sigma factor. The mutation had a negative effect at the cellulases action and 
swimming motility and a positive effect on biofilm formation and in vivo 
multiplication. Here it is suggested that in the absence of this protein, there was 
little absorption of zinc, necessary for biofilm formation and consequently for 
pathogenicity. In addition, it is suggested that, as a subterfuge, the bacteria 
overexpressed genes for production and / or cellulases action, trying to attack the 
host on alternative way. 
Keywords: Cellulose, sigma factor, hypothetical protein, membrane protein, gene 

regulation. 
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1. INTRODUÇÃO

O cancro cítrico está entre as mais preocupantes doenças na produção 

citrícola, e é causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (FERENCE et 

al., 2017; JALAN et al., 2014). Em decorrência do aumento desta doença 

abordagens e ferramentas biotecnológicas têm sido desenvolvidas com o intuito 

de compreender os mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade e 

virulência. Com isso, é permitido o desenvolvimento de estratégias mais efetivas 

para o combate desse fitopatógeno. 

Nesse contexto, muitas pesquisas têm sido feitas para elucidar os 

mecanismos de interação planta-patógeno, entre elas o sequenciamento do 

genoma da X. citri subsp. citri 306 realizado por da Silva e colaboradores (2002), 

o qual abriu portas para muitos estudos. Neste trabalho, foi revelada a presença

de um cromossomo circular com 5.175.554 pares de bases (pb), e dois 

plasmídeos: pXac33 (33.699 pb) e pXac64 (64.920 pb). A anotação do referido 

genoma, pelo banco de dados UniProt, revelou 4.355 genes que codificam 

proteínas, entre eles, 1.603 (37,16%) não apresentam função predita, ou seja, 

são quadros abertos de leitura (Open Reading Frames – ORFs) que codificam 

proteínas hipotéticas (Taxon identifier: 190486, acesso em 30/05/2018) 

(UNIPROT CONSORTIUM, 2018). 

Com base nas informações contidas no genoma da Xac e no banco de 

dados (XanthostKB - HERAI, dados não publicados), o qual apresenta o perfil 

transcricional de genes deste organismo, foi selecionada para estudos funcionais 

a ORF XAC0239. Com alta expressão gênica em todas as variedades cítricas 

analisadas, esta ORF possui 52 aminoácidos, é caracterizada como hipotética, 

pertencente à família DUF (Domain of Unknown Function) 1328 e é classificada 

como componente celular de membrana plasmática, de acordo com a ferramenta 

InterProScan (FINN et al., 2016). 
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Quando se trata da interação patógeno-hospedeiro, há ainda muita 

informação a ser desvendada e uma forma de aumentar os conhecimentos sobre 

genes alvo nesse processo é através do estudo de proteínas hipotéticas. 

Pesquisas sobre domínios proteicos e famílias permitem sugerir uma função 

específica, entretanto essas predições são, geralmente, feitas in silico, devido à 

grande quantidade de informações contidas em bancos de dados. Para 

complementá-las, são necessárias evidências experimentais que comprovem 

suas funções (BASHIR et al., 2017), bem como seu papel na patogenicidade. 

Devido ao déficit de pesquisas sobre a ORF XAC0239 da X. citri subsp. 

citri, o presente trabalho visou avaliá-la, permitindo inferir o papel deste gene no 

processo de infecção bacteriana. Dentre as abordagens utilizadas para esta 

finalidade, a mutação pela técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) por 

sobreposição e extensão seguida de recombinação homóloga (LEE et al., 2004) 

foi a escolhida por se tratar de uma estratégia eficiente em estudos sobre função 

gênica, uma vez que torna exequível a deleção da ORF que codifica a proteína. 

Uma vez obtido o mutante de Xac para a ORF XAC0239, foram feitos 

experimentos in vivo e in vitro, de modo a tentar classificá-la e/ou inferir o seu 

papel no desenvolvimento da doença. 
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7. CONCLUSÕES

O produto proteico da ORF XAC0239 possui relação direta ou indireta no 

processo de patogenicidade de Xanthomonas citri subsp. citri em citros, uma vez 

que: 

O gene XAC0239 está altamente expresso nos processos de infecção 

iniciais de Xac 306 nas variedades ‘Kumquat’ (Fortunella spp.) e ‘Pera-Rio’ (C. 

sinensis); 

A mutação do gene Xac0239 afeta a multiplicação celular da Xac 306 e 

produção dos sintomas de cancro cítrico em laranja doce ‘Pera Rio’ e lima ácida 

‘Galego’ (C. aurantifolia); 

O gene Xac0239 atua na formação de biofilme, visto que, em sua 

ausência, foi reduzida sua produção em meio de cultura XVM2 e NB; 

O gene Xac0239 pode ter relação com a motilidade tipo swimming, dado 

que o mutante ΔXac0239 apresentou um aumento nessa movimentação; 

Na carência de colonizar a superfície do hospedeiro via formação de 

biofilme, a bactéria pode ter tentando, de maneira alternativa, infectar o 

hospedeiro por meio do aumento da degradação de celulose; 

A proteína XAC0239 está ancorada na membrana plasmática e seu gene 

é regulado por um fator sigma, o qual possui ação diretamente relacionada a 

respostas de estresse, como condições infectantes. 
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