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Introducgao

A bactéria gram-negativa Xanthomonas albilineans (Ashby)
Dowson €& causadora de uma das cinco principais
fitopatologias encontradas em culturas de cana-de-agucar:
a escaldadura das folhas. A doenga ocorre em todas as
regides onde ha produgéo canavieira. Os sintomas variam
desde diminuicdo da produtividade até a necessidade da
reforma precoce dos canaviais, gerando prejuizos
econdmicos e sociais significativos. No Brasil, a
importancia e impacto econémico da escaldadura das
folhas tém sido prejudicados devido a dificuldades no
diagnodstico, uma vez que os sintomas se assemelham a
outras fitopatologias (e.g., raquitismo das soqueiras).’
Assim como em outros microorganismos, a X. albilineans
produz acido félico via sintese de novo de folatos. Essa via,
essencial e exclusiva para o desenvolvimento bacteriano,
oferece oportunidade interessante para o planejamento de
novas moléculas bioativas como agentes antibacterianos.
Entre as biomoléculas da via de sintese de folatos destaca-
se a enzima diidropteroato sintase (FolP). A FolP catalisa a
formagao do diidropteroato através da ligagcao do acido 4-
aminobenzoico ao 6-hidroximetil-7,8-diidropterina.

Figura 1. Reacao bioquimica catalisada pela FolP.
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Nesse trabalho foi empregada uma estratégia combinada
de biologia molecular estrutural que inclui etapas de
clonagem, expressao, purificagcao e cristalizagédo da FolP.
Os resultados obtidos permitram a determinagcdo da
estrutura 3D inédita de um alvo molecular atrativo para o
desenvolvimento de novos agroquimicos para culturas de
cana-de-agucar.

~_____Resultados e Discusséao

O gene XalC_1165 foi clonado com sucesso em E. coli
Rosetta2(DE3) utilizando o vetor pET-Trx que contém uma
cauda de hexa-histidina no N-terminal da proteina
fusionada tiorredoxina e um sitio de clivagem da enzima
TEV protease.?2 Em seguida, a proteina recombinante foi
expressa em larga escala e purificada por métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que
incluiram: cromatografia de afinidade a metal imobilizado
(IMAC) e cromatografia de exclusdo molecular (coluna
Superdex 200 XK16/100). Apds aplicagdo das etapas
cromatograficas obteve-se enzima pura (teor >95%) e
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monodispersa apropriada para os ensaios de cristalizagao.
Ensaios de triagem para identificagdo de condi¢cbes de
cristalizacdo apropriadas para obtencdo de cristais foram
conduzidos com a FolP a 10 mg/mL. Em seguida, as
condigbes iniciais promissoras foram variadas em fungao
do pH, concentracdo de PEG, sal e agente tamponante. A
enzima FolP foi cristalizada na condigéo: Bis-Tris pH 6,5,
20% PEG 3350, 0,2 M sulfato de litio a 18 °C. Os dados da
difracdo de raios-X foram coletados na linha MX-2 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) e

processados com o programa XDS. O método de
substituicdo molecular foi empregado para a determinagao
das fases iniciais. Em seguida diversos ciclos sucessivos
de refinamento foram conduzidos para a determinagédo da
estrutura 3D inédita da FolP na forma apo e resolugdo de
1,8 A (Figura 2).

Figura 2. (A) Visdo ortogonal da estrutura 3D da enzima FolP de X.
albilineans. Os residuos cataliticos estdo indicados como bastdes
amarelos.

A anadlise estrutural da FolP de X. albilineans indica a
presenca de um barril TIM (Ba)s, no qual unidades B/a se
repetem paralelamente formando um barril-f de oito fitas
cercado por oito hélices-a (Figura 2).3 O sitio de ligagao ao
substrato é formado pelos residuos Asn120, Asp190,
Lys226, Arg261 e His263.

Conclusoes \

Estudos integrados de biologia molecular e biologia
estrutural foram empregados com sucesso na clonagem,
expressao, purificagéo, cristalizacdo e determinacao a alta
resolugdo da estrutura 3D da enzima FolP de X
albilineans. Os resultados deste trabalho permitirdo que
métodos de planejamento baseado na estrutura do alvo
receptor (SBDD) possam ser aplicados para a identificagao
e desenvolvimento de novos compostos bioativos como
candidatos a agroquimicos para cultura de cana-de-agucar.
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