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resumo

No presente artigo, são descritos aspectos da utilização 
de ferramentas da genômica funcional e abordagens úteis na 
análise da bactéria causadora do cancro cítrico, Xanthomonas 
axonopodis pv. citri, responsável por danos econômicos conside-
ráveis para a citricultura brasileira. Com a disponibilização dos 
dados do genoma completo da bactéria, uma série de recursos 
de análise tem sido proposta para investigar fatores de sua pa-
togenicidade e virulência, através de estratégias que englobam 
o estudo da expressão de seus genes e proteínas. As principais 
ferramentas utilizadas para o estudo dos genes da bactéria 
têm sido a mutagênese, a análise de expressão em tempo real 
(RT-qPCR), os arranjos de cDNA e a eletroforese bidimensional 
(2-D), algumas delas, muitas vezes, usadas em conjunto. Com 
isso, vários aspectos ligados à capacidade de a bactéria causar o 
cancro têm sido identificados, permitindo conhecer melhor como 
o seu material genético orienta a sua habilidade em infectar os 
tecidos de citros.

termos de indexação: Xanthomonas axonopodis pv. citri, 
genoma, proteoma, transcriptoma
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summarY

technological Platforms for the studY 
of the causal agent of citrus canker: genomics, 

transcriPtomics, and Proteomics

This report describes aspects of using a number of tools 
from the functional genomics as well as approachs useful for 
the analysis of the causal agent of the citrus canker, the bacte-
rium Xanthomonas axonopodis pv. citri, responsible for severe 
economical damages against the Brazilian citrus industry. As 
genomic data of this bacterium become available, various 
resources to analyze its biology have been used to investigate 
aspects of its pathogenicity and virulence, by using strategies 
regarding the study of gene expression and the resulting proteins 
themselves. The main resources used to study its genes are the 
mutagenesis, real-time quantitative PCR (RT-qPCR), cDNA 
arrays and bidimensional electrophoresis (2-D), which can be 
used simultaneously. Thus, a number of aspects related to its 
capacity to cause the disease have been identified and allowed 
to better characterize the ability of the bacterium to use its genes 
during the infection of citrus tissues.

index terms: Xanthomonas axonopodis pv. citri, genome, 
proteome, transcriptome

1. introdução

o aumento considerável do volume de informações relativas aos ge-
nes e proteínas de bactérias, nos últimos anos, tem permitido a investigação 
global do efeito de vários fatores no comportamento do organismo causador 
do cancro cítrico: a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri. Além disso, 
em 2002, a própria bactéria teve o conjunto de seus genes (i.e., genoma) 
completamente identificado (DA SIlvA et al., 2002), formando um catálogo 
de todo o seu material genético e tornando a informação disponível para que 
cientistas de todo o mundo pudessem investigá-lo. o principal objetivo  de 
tal estudo foi determinar que genes são responsáveis pela capacidade de a 
bactéria causar a doença em citros; afinal estima-se que essa moléstia no 
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Brasil seja responsável pelo investimento anual de cerca de 50 milhões de 
reais em medidas de controle, inclusive na prevenção.

Com base nesse conjunto de genes, pode-se inferir, teoricamente, os 
recursos que a bactéria tem utilizado durante a infecção dos tecidos de ci-
tros. Tais informações poderiam revelar que toxinas a bactéria produz, a que 
tipo de antibióticos ela é suscetível ou resistente, entre outras. Enfim, dados 
que podem melhorar o entendimento da biologia do patógeno e, com isso, 
orientar a formulação de estratégias de controle. No entanto, a simples deter-
minação das seqüências dos genes, embora de extremo valor científico, não 
é suficiente para afirmar-se que há a real contribuição dos mesmos genes no 
comportamento da bactéria. É necessário haver a comprovação experimen-
tal da sua função, enfim, como e quando a expressão dessas seqüências se 
manifesta.

Para que tais características possam ser investigadas, vários métodos 
de estudo da informação genômica são utilizados, os quais têm como base as 
três principais moléculas dos organismos vivos: o DNA, o RNA e a proteína, 
e que, por usa vez, apresentam as respectivas áreas de estudo denominadas 
genômica, transcriptômica e proteômica. Em verdade, estes termos recentes  
representam neologismos com o emprego do sufixo "oma" ou "ômica", que 
vêm do grego e significam "todo", "completo" ou "inteiro". Basicamente, es-
sas áreas de estudo verificam o perfil global de expressão dos genes, combi-
nado com o auxílio da bioinformática, para entender como "funciona" a célu-
la viva, em suas diferentes condições. Enquanto a genômica visa estabelecer 
que genes estão presentes no repertório de recursos que o organismo pos-
sui, a transcriptômica estuda a atividade dos mesmos genes em determinado 
tempo ou local ou condição ambiental. Já a proteômica avalia a estrutura e 
a função das proteínas resultantes da expressão gênica. De fato, todas as es-
pecialidades surgidas a partir da determinação da seqüência de nucleotídeos 
têm sido consideradas como pertencentes à "era pós-genômica".

A partir dessas três abordagens, diversos campos de estudo têm sido 
formados, como a metabolômica (análise global de todos os metabólitos ce-
lulares), nutrigenômica (uso da informação gerada por todas as plataformas 
citadas para o entendimento da nutrição humana), fisioma (interação de to-
dos os processos fisiológicos), neurogenômica (estudo dos genes associados 
ao sistema nervoso central), farmacogenômica (estudo de como os genes 
respondem às drogas), metagenômica (estudo dos genes de organismos não 



alexandre Morais do aMaral et al.358

laranJa, cordeirópolis, v.27, n.2, p355-372, 2006

cultiváveis), entre outros. A investigação dos fatores que atuam na biologia 
do organismo causador do cancro cítrico pode ser auxiliada por tais especi-
ficidades, sobretudo no que se refere às ferramentas da genômica, da trans-
criptômica e da proteômica, e serão discutidas neste artigo com ênfase na 
aplicabilidade da informação gerada para o entendimento da patogenicidade 
e virulência da bactéria X. axonopodis pv. citri.       

2. genômica

É um desenvolvimento recente da genética que estuda os padrões ge-
néticos de larga escala que possam existir no genoma (e em todo o DNA) 
de uma espécie em particular. Esse ramo da genética depende da existência 
de genomas completamente seqüenciados e de ferramentas computacionais 
desenvolvidas pela bioinformática que permitam a análise de grande quan-
tidade de dados. 

De forma geral, a genômica pode ser dividida em diferentes aborda-
gens, a saber, genômica estrutural, funcional e comparativa. Essa última es-
tuda a relação entre os genomas de diferentes espécies, patovares, linhagens 
etc., e sua função é permitir inferências quanto à função de genes ou origem 
de determinadas características a partir de similaridades ou diferenças entre 
organismos e suas seqüências genéticas. A expressão "genômica estrutural" 
apresenta diferentes conceitos: enquanto alguns a definem como a técnica 
de determinação da seqüência de nucleotídeos de determinado organismo (o 
que seria  o "seqüenciamento" propriamente dito), outros a definem como o 
estudo da estrutura tridimensional de proteínas a partir de dados do genoma. 
Por sua vez, a genômica "funcional" é um termo ainda mais amplo e que 
muitos qualificam como aqueles estudos (e que incluem a transcriptômica e a 
proteômica) que se utilizam da informação genômica para analisar a função 
gênica, independente da abordagem. 

A pesquisa em genômica no País teve incentivo marcante em maio 
de 1997, quando a Fundação de Apoio à Pesquisa no Estado de São Paulo 
(Fapesp) organizou a rede oNSA, sigla em inglês para o Instituto virtual de 
Genômica, formada inicialmente por 30 laboratórios ligados a instituições 
de pesquisa do Estado de São Paulo. Em parceria com o Fundo de Defesa da 
Citricultura (Fundecitrus), o primeiro projeto brasileiro decifrou o material 
genético da bactéria Xylella fastidiosa, causadora da clorose variegada dos 
citros, que causa prejuízos da ordem de 150 milhões de reais por ano aos 
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produtores de laranja no Estado. A escolha do organismo se deu não só por 
sua importância socioeconômica, mas pelo tamanho de seu genoma, peque-
no o bastante para viabilizar um primeiro projeto e suficientemente grande 
para envolver e formar muitos pesquisadores numa área situada na fronteira 
do conhecimento. O projeto foi concluído em novembro de 1999, e o País 
entrou para a história pelo primeiro seqüenciamento de um fitopatógeno de 
importância econômica. Com isso, vários grupos de pequisa se formaram 
pelo País e hoje existem equipes em todas as regiões aptas a fazer seqüencia-
mento e analisar seqüências genéticas.

Dessa forma, o seqüenciamento completo de várias bactérias fitopa-
togênicas, incluindo X. axonopodis pv. citri, tem ampliado as possibilidades 
de estudos sobre genoma funcional. Já a grande diversidade de bactérias que 
causam doenças em plantas, incluindo espécies Gram-positivas e negativas e 
o elevado número de patovares e raças, tornam árdua a tarefa de descrever os 
mecanismos de patogenicidade e virulência nas bactérias fitopatogênicas. A 
identificação de genes direta ou indiretamente relacionados com o processo 
de patogênese é de suma importância para o entendimento de uma doen-
ça. Com o uso de recursos da genômica, tais genes têm sido caracterizados 
e auxiliado no estudo da colonização do hospedeiro (BRUMBLEY et al., 
2002 e 2004; CHO et al., 2006). No caso de bactérias fitopatogênicas, genes 
que de alguma forma auxiliam na interação da bactéria com a planta estão 
fortemente relacionados com o sucesso da infecção (DEBROY et al., 2004; 
MINSAvAGE et al., 2004). 

A análise genômica associada à análise da repercussão no compor-
tamento do organismo de potenciais genes envolvidos com a infecção bac-
teriana, como aqueles que provocam a adaptação da bactéria na superfície 
foliar e a secreção de proteínas que causam diretamente a lesão, têm auxi-
liado o entendimento da virulência de vários fitopatógenos (GAURIVAUD 
et al., 2002; okINAkA et al., 2002). Sem dúvida, uma das principais ferra-
mentas úteis na análise de dados genômicos é a mutação genética através da 
transformação genética, o que é possível também em X. axonopodis pv. citri 
(AMARAl et al., 2005), e que visa “anular” a atividade de determinado gene 
e avaliar esse efeito no organismo, enfim, é a análise pela “perda de função” 
(THANASSI et al., 2002; YOUNG & DONG, 2003). 

No caso de X. axonopodis pv. citri, embora durante a anotação do ge-
noma (i.e., atribuição de função à uma seqüência genética, sem informação 
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experimental) tenham sido encontradas várias seqüências homólogas a genes 
envolvidos no processo de patogenicidade, o que sugere alguma função na 
bactéria, há poucas informações da relevância ou funcionalidade de tais pro-
teínas na colonização, embora cada vez mais seja indicada a possibilidade de 
tais enzimas funcionarem no processo de virulência (JhA et al., 2005; lIU 
et al., 2005).

Entre as seqüências identificadas no genoma da bactéria causadora do 
cancro cítrico, cerca de 1/3 não apresenta função determinada, o que pode 
também significar novas perspectivas de maior número de genes relaciona-
dos a tal função. Adicionalmente, localizaram-se seqüências que codifica-
riam para proteínas envolvidas no transporte de macromoléculas em várias 
bactérias Gram-negativas e que são classificadas com base em sua função 
e homologia, o que inclui os sistemas de secreção do tipo I, II, III e IV. 
o sistema de secreção do tipo III é responsável, entre outros mecanismos, 
pela “injeção” no hospedeiro de grande parte das proteínas associadas ao 
processo de infecção, incluindo proteínas de avirulência e, por isso, está in-
timamente ligado à doença em plantas suscetíveis ou ao “disparo” do me-
canismo de resistência em plantas resistentes, normalmente denominado de 
“hipersensibilidade” (LIM & KUNKEL, 2004; MINSAVAGE et al., 2004). 
Em recente estudo em X. oryzae pv. oryzae sobre o papel de um regulador 
gênico (hrpxo) no sistema de secreção do tipo III, detectou-se também a 
regulação, pelo mesmo fator, da secreção da enzima cisteína de protease, que 
é secretada pelo sistema de secreção do tipo II, o que indica uma interação 
entre ambos os sistemas (FURUTANI et al., 2004). 

Embora a patogenicidade e virulência de X. axonopodis pv. citri este-
jam altamente associadas com a atividade de um simples gene de avirulência 
(pthA), que codifica para proteína inserida no interior da célula da planta de 
citros através do sistema de secreção do tipo III e que induz hipertrofia, hi-
perplasia e necrose (SWARUP et al., 1991; 1992; DE FEYTER et al., 1993; 
YANG & GABRIEL, 1995a; KANAMORI  & TSUYUMU, 1998; DUAN et 
al., 1999), pouco se sabe a respeito dos demais produtos gênicos envolvidos 
nesse processo. o estudo da transcrição desses genes sob condições naturais 
seria boa alternativa para identificar todos os elementos envolvidos na pato-
genicidade e virulência desse patógeno. 

Estudos recentes para caracterizar funcionalmente genes de X. 
axonopodis pv. citri, através de ensaios in vitro e in vivo, realizaram-se com 
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a produção de mutantes a partir de inserções aleatórias de transposon e sítio-
dirigidas (BAPTISTA, 2006). Identificaram-se genes envolvidos no transporte 
(como o sistema de secreção do tipo II) e produção de proteínas relacionadas à 
degradação de celulose e possível papel  na capacidade infectiva e adaptativa 
da bactéria. os resultados obtidos nesse estudo mostram que células de X. 
axonopodis pv. citri são capazes de hidrolisar compostos celulósicos, ou seja, 
apresentam a capacidade de degradar celulose do hospedeiro, propriedade 
que pode atuar, de alguma forma, na adaptação do fitopatógeno à planta 
de citros. Estudos realizados com outros microrganismos (ChATERJEE et 
al., 1995, 2002; SPRIRIDONOV & WILSON, 2000; ZHOU & INGRAM, 
2000; ZoRREGUIETA et al., 2000; MURAShIMA et al., 2003) mostram 
que essa descoberta em X. axonopodis pv. citri é compatível com a função 
que o sistema de secreção tipo II exerce, ou seja, a secreção extracelular de 
enzimas hidrolíticas (BALL et al., 1999; HU et al., 2002).

Dessa forma, embora o genoma completo de X. axonopodis pv. citri 
tenha permitido a identificação de informações genéticas para a exploração 
de suas características biológicas, funções de seqüências importantes que 
codificam para proteínas precisam ser designadas, assim como grande núme-
ro de genes, incluindo determinantes de virulência, até então não definidos 
experimentalmente.

3. transcriPtômica

Enquanto transcriptoma é o conjunto de RNA mensageiros (mRNA) 
produzidos por um organismo, ou seja, é o resultado da expressão gênica, a 
transcriptômica é o estudo desse montante de moléculas. o princípio desse 
tipo de estudo é a associação que se faz entre a condição em que o organismo 
se encontra e o seu padrão de expressão de genes na mesma condição: genes 
que se comportam similarmente podem ser controlados da mesma forma. Em 
outras palavras, os organismos respondem às mudanças do meio modulando 
a expressão de seus genes. Esse processo permite a adaptação e sobrevivên-
cia em diferentes condições ambientais. Todos os transcritos gênicos (RNAs) 
de uma determinada célula ou tecido, em uma determinada condição, cons-
tituem o transcriptoma. 

Entre as principais formas de estudo da expressão gênica estão os ar-
ranjos de cDNA e análise de expressão por tempo real (“PCR quantitativo 
em tempo real” ou RT-qPCR)  e Northern Blot. o conceito dos arranjos de 
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cDNA baseia-se na habilidade de uma molécula, geralmente de mRNA, pa-
rear-se  (hibridar-se) com a molécula de DNA que lhe deu origem (codante), 
permitindo a marcação em forma de arranjo e conseqüente identificação. 

o fato de a concentração relativa dos transcritos de um gene ser di-
retamente proporcional ao seu nível de expressão permite, através da quan-
tificação dos transcritos, inferir sobre os níveis de expressão desse gene em 
condições específicas. 

Muitos métodos foram desenvolvidos com o objetivo de medir a con-
centração relativa dos transcritos gênicos. Estudos capazes de quantificar a 
expressão de genes são extremamente importantes no estudo de patógenos, 
pois permitem identificar com precisão o efeito do seu funcionamento em 
diferentes situações, tais como no processo de instalação no hospedeiro e 
na resposta a tratamentos químicos, entre outros (okINAkA et al., 2002; 
voloUDAkIS et al., 2005).

Até pouco tempo, a análise da expressão gênica era feita com méto-
dos que avaliavam poucos genes de cada vez, tais como: Northern Blotting 
(WOUTERS et al.,2003), hibridização in situ (AMANNET et al., 2001), 
“RNAse protection assays” (WIlDERMAN et al., 2001) e a transcrição re-
versa da reação da polimerase em cadeia (RT-PCR) (PIRNAY et al., 2002). 

Com o advento do RT-qPCR, técnica que permite quantificar o núme-
ro de cópias (cDNA) da seqüência alvo, é  possível a análise comparativa 
entre o número de cópias desse molde de DNA e a quantidade de mRNA que 
o gerou. Com isso, há uma relação direta entre o número de cópias avaliado 
e os níveis de expressão de determinado gene. Tal estratégia tem permitido 
análises globais da expressão de genes de interesse patológico (BENDERS 
et al., 2005; SChMID et al., 2005). 

A técnica Northern Blot é um  método que fornece informações sobre 
o tamanho do mRNA e integridade da amostra, enquanto o “RNAse pro-
tection assays” é mais usado para mapear sítios de iniciação e terminação 
dos transcritos e discriminar mRNAs relacionados de tamanhos similares, os 
quais migrariam em posições similares em um Northern Blot. hibridização 
in situ é o método mais complexo, porém é o único que permite a localização 
dos transcritos de células específicas em seus tecidos. A principal limitação 
desses três métodos é a baixa sensibilidade comparativa; já existem métodos 
que, embora ainda não empregados em X. axonopodis pv. citri, são capazes 
de identificar alterações de expressão em células individualizadas, como a 
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amplificação in situ (ou “in situ RT-PCR”) (BREHM-STECHER & JOHN-
SON, 2004; SHARKEY et al., 2004).

o grande número de novos genes descobertos nos projetos genomas 
e o desenvolvimento dos arranjos de DNA favoreceram nova abordagem no 
estudo da regulação gênica, possibilitando o estudo da expressão gênica em 
larga escala. A análise em escala genômica da expressão de genes em tem-
pos específicos ou sob determinadas circunstâncias ambientais e fisiológicas 
constitui uma abordagem de alta performance para a investigação do com-
portamento de milhares de genes ao mesmo tempo, em condições que pos-
sam permitir inferências sobre a função de grupos de genes co-regulados. 

A técnica de arranjos de DNA (DNA-array) é uma potente ferramenta 
para a análise da expressão gênica em larga escala, utilizando-se de dados da 
anotação do genoma para subsidiar a identificação de fatores de virulência 
microbianos, bem como os seus co-reguladores. 

Bactérias fitopatogênicas modulam a expressão de seu arsenal de in-
fecção, driblam os mecanismos de defesa da planta e propiciam um meio 
adequado para sua sobrevivência e multiplicação. Por sua vez, as plantas 
controlam a expressão de proteínas que procuram reconhecer os patógenos e 
restringi-los ao sítio de infecção, não permitindo a sua multiplicação e con-
seqüente manifestação da doença.

No gênero Xanthomonas e em muitos outros gêneros de bactérias fi-
topatogênicas Gram-negativas, esse arsenal de infecção é constituído princi-
palmente pela expressão dos genes hrp (hypersensitive reaction and patho-
genicity), avr (avirulence) e rpf (regulation of pathogenicity factors). Em um 
estudo comparativo de genes expressos em X. axonopodis pv. citri crescida 
em meio rico e meio xvM2 (que mimetiza o espaço intercelular vegetal), 
por meio da técnica de microarranjo de DNA, analisou-se o perfil de expres-
são de 279 genes provavelmente envolvidos com virulência e patogenicida-
de, constatando-se a expressão diferencial de 37 genes, sendo 30 regulados 
positivamente e 7 negativamente, quando a bactéria cresceu em meio xvM2 
(ASTUA-MoNGE et al., 2005).

4. Proteômica

Nos últimos anos, tem-se ampliado cada vez mais a idéia de que o 
conhecimento do genoma de um organismo representa apenas um primei-
ro passo para a compreensão dos complexos sistemas biológicos. As fun-
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ções biológicas não são executadas por um genoma estático, mas, sim, pelo 
conjunto de proteínas sintetizadas em resposta a influências extracelulares, 
influências essas que determinam a regulação da expressão dos genes e das 
proteínas (DE kEERSMAECkER et al., 2006). 

As potencialidades do estudo de proteínas são diversas e, talvez por 
isso, exista um aumento gradativo do interesse no estudo de proteomas. Ini-
cialmente, usou-se o termo proteoma na designação do conjunto de proteínas 
expressas em um organismo ou tecido; entretanto, diversas novas qualifica-
ções para o termo têm sido mencionadas. 

Por se tratar de um elemento altamente dinâmico, que varia de acor-
do com o estado celular e em resposta às condições externas ao organis-
mo, o conjunto de proteínas sintetizadas não somente retrata as respostas 
moleculares em determinado momento biológico, mas, também, mostra as 
sutis variações em seu próprio conjunto de proteínas, seja pela presença 
de isoformas ou, mesmo, de modificações pós-traducionais das proteínas 
(HOOG & MANN, 2004). Esses fatores tornam o estudo do proteoma rele-
vante, visto sua forma complementar a genômica e a genômica funcional, 
e suas potencialidades no reconhecimento dos principais executores de ati-
vidade biológica.

Considerando aqui o desenvolvimento das doenças causadas por 
bactérias, acredita-se que grande número de moléculas sinalizadoras exter-
nas e internas a própria célula e processos de transdução de sinais estejam 
presentes nas bactérias para ajustar sua composição protéica diante de al-
terações ambientais. Mesmo que diferentes espécies de bactérias possam 
utilizar mecanismos moleculares semelhantes e de alguma maneira con-
servados, a maioria das reações que ocorrem são específicas e dependen-
tes das preferências ambientais de cada espécie bacteriana (BRÖTZ-oES-
TERhElT et al., 2005).

As tecnologias proteômicas atualmente englobam técnicas visando ao 
estudo em larga escala de proteínas e complexos protéicos. Diversos estudos 
sobre proteoma baseiam-se em métodos de separação e detecção simultâ-
nea de proteínas utilizando técnicas como a eletroforese bidimensional ou 
cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais eficientes e sensíveis de 
identificação e quantificação de níveis de expressão de proteínas por espec-
trometria de massas (WITTMANN-lIEBolD et al., 2006). 

A eletroforese bidimensional consiste em uma técnica ainda muito uti-
lizada nas análises de proteomas que permite a separação, de acordo com o 
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ponto isoelétrico e massa molecular, de centenas a milhares de proteínas si-
multaneamente em um mesmo gel de poliacrilamida (o’ FARREll, 1975), 
permitindo, ainda, uma quantificação relativa da expressão das proteínas. As 
separadas no gel podem ser retiradas e analisadas por diversos métodos de 
espectrometria de massas, possibilitando sua identificação.

Entretanto, contrariamente ao que ocorre com o estudo de DNA e RNA, 
em que mesmo quantidades mínimas dessas moléculas podem ser multipli-
cadas (PCR) e analisadas, até o momento não existe nenhuma plataforma 
tecnológica aplicável para o estudo de proteomas que se equipare às técnicas 
usadas nos estudos de ácidos nucléicos. Uma das mais severas limitações dos 
estudos de proteoma utilizando a eletroforese bidimensional é a dificuldade 
de detecção de proteínas de baixa abundância, o que pode reduzir a chance 
da identificação de proteínas regulatórias, geralmente pouco expressas, que, 
em muitos casos, são consideradas como a parte mais interessante do estudo 
de um proteoma (HAMDAN & RIGHETTI, 2003). 

Em X. axonopodis pv. citri, ferramentas da proteômica são particular-
mente úteis na investigação de interações existentes entre as suas proteínas 
que formam complexos sistemas de sinalização e secreção, pois tais asso-
ciações são críticas na capacidade da bactéria em promover a colonização 
do hospedeiro através da secreção de componentes da patogenicidade (AN-
DRADE et al., 2006). 

outras tecnologias aplicadas para os estudos em larga escala envol-
vem o uso de microarranjos contendo anticorpos ou proteínas recombinan-
tes, e existem ainda as análises estruturais, permitindo o reconhecimento de 
estrutura e localização celular das proteínas e análises dos complexos protéi-
cos. Concomitantemente ao avanço das novas tecnologias para o estudo de 
proteomas, outras formas de quantificação relativa da expressão de proteínas 
estão sendo desenvolvidas e aplicadas, acoplando-se métodos cromatográfi-
cos e marcações isotópicas de peptídeos que podem então ser identificados 
em espectrômetros de massa capazes de reconhecer as diferentes marcações 
isotópicas, sem que haja necessidade do uso da eletroforese bidimensional. 
Dessa forma, realiza-se a quantificação relativa das proteínas de acordo com 
a intensidade dos sinais gerados por cada peptídeo analisado (HOOG & 
MANN, 2004).

Mesmo essas técnicas robustas possuem suas limitações, como as re-
lacionadas à sensibilidade para a detecção de proteínas de baixa abundância 
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celular, à correta interpretação dos dados gerados e à necessidade de progra-
mas computacionais capazes de processar o grande número de informações 
geradas (BRÖTZ-oESTERhElT et al., 2005). 

Além da identificação das proteínas como unidades biologicamente 
ativas, o reconhecimento das interações entre elas tem-se tornado alvo de 
estudos em larga escala na tentativa de identificar as vias metabólicas utili-
zadas pelos microrganismos, bem como proteínas que, possivelmente, atuem 
conjuntamente durante a patogênese. Para isto, técnicas envolvendo sistemas 
de purificação de afinidade e espectrometria de massas estão sendo utilizadas 
para a identificação dessas proteínas. O aumento da geração de dados prove-
nientes desses trabalhos em larga escala contribuem para a crescente neces-
sidade do desenvolvimento de ferramentas ou plataformas computacionais 
capazes de integrar as informações obtidas e extrair informações biologica-
mente relevantes (SMITH & FIGEYS, 2006). 

o estudo da interação entre proteínas presentes em X. axonopodis pv. 
citri pode-se realizar também com o auxílio da técnica de duplo-híbrido de 
levedura, que tem permitido identificar a associação entre proteínas com fun-
ção até então desconhecida e outras associadas à capacidade da bactéria em 
causar a doença, como rpf e aquelas dos sistemas de secreção do tipo III e Iv 
(AlEGRIA et al., 2004, 2005; ANDRADE et al., 2006).

Os resultados obtidos em estudos sobre proteoma de bactérias fitopa-
togênicas têm aumentado gradativamente a compreensão dos possíveis me-
canismos biológicos envolvidos com o processo de patogenicidade.

Efetuaram-se poucas análises da alteração da expressão de proteínas 
de alguns fitopatógenos. Estudaram-se os perfis protéicos resultantes de va-
riações da expressão de proteínas em resposta a diversos fatores, como a 
composição do meio de cultivo das bactérias ou a presença de extratos pro-
téicos do hospedeiro. Outras abordagens extraíram o próprio patógeno di-
retamente do hospedeiro infectado na busca por proteínas diferencialmente 
expressas. 

Estudos comparativos do proteoma da bactéria causadora da bacterio-
se em maracujazeiros, X. axonopodis pv. passiflorae, mostraram a expres-
são diferencial de proteínas quando o patógeno é submetido a crescimento 
em meio de cultivo contendo extrato de folhas da planta hospedeira.  Entre 
as proteínas superexpressas nessas condições, encontraram-se a proteína de 
membrana externa XadA e duas proteínas hipotéticas com funções ainda não 
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conhecidas (gb_AAM38569.1 e gb_AAM42952.1) (TAHARA et al., 2003). 
o produto do gene xadA de X. oryzae pv. oryzae parece atuar como uma 
proteína de adesão não-fimbrial potencialmente envolvida com a virulência 
(RAY et al., 2002).

Nos estudos de proteoma comparativo do agente causador do cancro 
cítrico, X. axonopodis pv. citri, cultivada em meio contendo extrato de folhas 
de citros, houve a demonstração de alteração da expressão de 12 proteínas 
das quais cinco foram identificadas como sendo superexpressas, revelando a 
presença de enzimas, proteínas relacionadas às condições de estresse e uma 
proteína de membrana, denominada MrkE, possivelmente envolvida na re-
gulação da formação de fímbria tipo III (ALLEN et al., 1991; MEHTA & 
RoSATo, 2001, 2003).

Análises do proteoma extracelular de X. campestris pv. campestris 
identificaram 68 proteínas, destacando-se enzimas de degradação de parede 
celular, enzimas proteolíticas e proteínas de membrana. De acordo com as 
análises computacionais das proteínas identificadas, mais da metade (53%) 
das proteínas apresentaram possibilidade de possuir um peptídeo sinal.  Apro-
ximadamente 22% das proteínas identificadas na fração extracelular são hi-
potéticas, com funções ainda não descritas (WATT et al., 2005). Informações 
obtidas com bactérias do mesmo gênero de X. axonopodis pv. citri podem 
auxiliar, consideravelmente, o seu entendimento, uma vez que apresentam 
alta semelhança ao nível genético, sobretudo no caso de X. campestris pv. 
campestris, pois embora infecte outro hospedeiro, apresenta acima de 80% 
de similaridade genética com a bactéria causadora do cancro cítrico (DA 
SIlvA et al., 2002).

Nos estudos de proteoma, é possível verificar a identificação de de-
zenas de proteínas ditas “hipotéticas”, que não apresentam ainda nenhuma 
função descrita. Isso mostra a necessidade de avanço nas análises para carac-
terização funcional de tais moléculas, na busca da elucidação da participação 
de tais proteínas nos fenômenos biológicos. 

visto a grande diversidade de patógenos bacterianos de interesse e o 
rápido desenvolvimento das tecnologias para o estudo de proteomas, é pos-
sível que muitos outros trabalhos de proteômica venham a ser realizados na 
tentativa de encontrar proteínas que possam ser elementos-chave no proces-
so de patogenicidade. A integração das informações geradas pelas  diferentes 
abordagens metodológicas pode certamente auxiliar nessa busca. 
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Com base no exposto, percebe-se que plataformas biotecnológicas uti-
lizadas para investigar a genética da bactéria X. axonopodis pv. citri, a partir 
das diferentes áreas do conhecimento e, sobretudo, pela análise global de 
seus genes, transcritos e proteínas, compreendem uma estratégia de consi-
derável importância no entendimento do comportamento desse organismo 
e têm permitido à ciência elucidar vários aspectos relacionados a como ela 
causa a doença e indicar alvos que podem ser eleitos para orientar alternati-
vas de manejo.
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