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RESUMO

Este trabalho apresenta um estudo experimental voltado a investigagdo estrutural e
funcional da proteina hipotética XAC1330 de Xanthomonas citri, agente etiolégico do cancro
citrico, doenca de relevancia fitossanitaria e econdmica global. A partir de analises in silico,
incluindo alinhamento e superposig¢ao estrutural predita por Alphafold2, identificou-se a presenca
do motivo CYTH em XAC1330, dominio associado a proteinas que atuam na ligacdo e
processamento de substratos trifosforilados dependentes de ions metalicos (IYER; ARAVIND,
2002). A similaridade estrutural com a adenilato ciclase YpACIV de Yersinia pestis (SMITH et al.,
2006) sustenta a hipdtese de que XAC1330 atue como adenilato ciclase (AC), catalisando a
conversao de ATP em monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), segundo mensageiro associado
a regulacdo de processos celulares e viruléncia bacteriana. O objetivo central é caracterizar
XAC1330 quanto a estrutura tridimensional e potencial atividade enzimatica, por meio de
expressao heterdloga, purificagcéo, cristalografia de raios X e ensaios de atividade. O gene foi
amplificado por PCR, inserido no vetor pET28a via Gibson Assembly e expresso heterologamente
em Escherichia coli BL21(DE3), seguido de inducao e purificagdo por cromatografia de afinidade.
A remocéo da tag de 6x histidina sera realizada com protease trombina, a técnica de dicroismo
circular serda empregada para avaliar estrutura secundaria e estabilidade conformacional em
diferentes condicbes. Ensaios espectrofotométricos, adaptados de Davi et al. (2022), estao sendo
realizados a fim de quantificar a formacao de AMPc, permitindo inferir a atividade. A determinagao
da estrutura tridimensional sera conduzida por cristalizacdo e analise de difracdo de raios X em
alta resolucdo, permitindo identificar detalhes moleculares relevantes para sua atuacao.
Complementarmente, sera gerada uma linhagem de X. citri com dele¢ao do gene XAC1330,
permitindo avaliar o impacto de sua auséncia no fendtipo bacteriano. Adicionalmente, sera
estudada a expressdo nativa da proteina em X. citri, correlacionando a produgdo com
caracteristicas fisioldgicas e potencial papel na patogenicidade. Espera-se que este estudo
fornega evidéncias experimentais inéditas sobre a presenga de adenilato ciclases em X. citri, até
entdo nao identificadas, e contribua para o entendimento dos mecanismos moleculares
associados a sinalizagdo por cAMP em fitopatdogenos, ampliando o conhecimento do proteoma
bacteriano e oferecendo subsidios para o desenvolvimento de estratégias de controle do cancro
citrico.
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