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RESUMO

O gene “LONELY GUY” (LOG) de Arabidopsis thaliana codifica uma das enzimas
associadas a biossintese de citocininas. As citocininas séo fito-horménios
reguladores do crescimento e desenvolvimentos de plantas. Por meio de
ferramentas de bioinformatica foram encontrados dois genes homodlogos a LOG de
Arabidopsis thaliana no genoma de Azospirillum brasilense FP2. A. brasilense &
uma bactéria associativa de plantas, fixadora de nitrogénio e promotora de
crescimento vegetal. A producéo de fito-hormonios, entre eles as citocininas, esta
ligada a capacidade de promover o crescimento vegetal através da inoculagdo com
bactérias. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi caracterizar as proteinas Logl
e Log2 de A. brasilense. Os genes logl e log2 foram amplificados através de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Os produtos de PCR foram clonados no plasmideo
pBlueScript 1l KS, sequenciados para confirmar a integridade da sequéncia de
bases e subclonados nos plasmideos pET28a e pET29a para expressao em E. coli
BL21(DE3). As enzimas superexpressas com cauda de histidinas N-terminal ou C-
terminal foram purificadas por cromatografia de afinidade a Ni?*. Os ensaios de
atividade enzimatica revelaram que ambas as enzimas possuem atividade
fosforribohidrolase, ou seja, clivam a ligacdo N-glicosidica entre a adenina e a
fosforribose quando o AMP foi utilizado como substrato. Outros ensaios revelaram
que a presencga de fosfato ligado a posicdo 5’ da ribose foi importante para a
atividade das enzimas Logl e Log2, jA que nao foi detectada atividade contra
adenosina. A descoberta de enzimas homélogas as LOGs anteriormente descritas
em plantas, tais como A. thaliana, contribuird para o desenvolvimento de linhagens
de bactérias que produzam quantidades elevadas de citocininas. Especificamente
no caso de A. brasilense tal caracteristica poderia ser utilizada para gerar estirpes

mais eficientes no processo de promocao do crescimento vegetal.

Palavra-chave: Citocininas, Azospirillum brasilense, fosforribohidrolases.



ABSTRACT

The LONELY GUY gene (LOG) of Arabidopsis thaliana codes one of the enzymes
associated with cytokinin biosynthesis. Cytokinins are phytohormones that regulate
growth and development of plants. Azospirillum brasilense FP2 has two genes
homologous to LOG of A. thaliana as revealed by genome searching through
computational analysis with amino acid sequences of LOGs previously described.
A. brasilense is a plant associate bacterium, nitrogen-fixing and plant growth
promoter. The production of phytohormones, among them cytokinins, is linked to the
ability to promote plant growth through inoculation with bacteria. Thus, the objective
of this work was to characterise the A. brasilense Logl and Log2 enzymes. The logl
and log2 genes were amplified by polymerase chain reaction (PCR). The PCR
products were cloned into the plasmid pBlueScript Il KS, sequenced to confirm their
integrities and subcloned into plasmids pET28a and pET29a for expression in E. coli
BL21 (DE3). The enzymes were over-expressed with an N-terminal or C-terminal six
histidines-tag and were purified by Ni?* affinity chromatography. Enzyme activity
assays revealed that both enzymes have phosphoribohydrolase activity since they
cleave the N-glycosidic bond between adenine and phosphoribose when AMP was
used as the substrate. Other assays showed that the presence of a phosphate group
bound to the 5'-carbon of ribose was essential for the activity of Logl and Log2
enzymes since they did not cleave adenosine. The discovery of homologous
enzymes to the LOGs previously described in plants, such as A. thaliana, will
contribute to the development of lineages of bacteria that produce high amounts of
cytokinins. Specifically, in the case of A. brasilense, this characteristic could be used

to generate more efficient strains in the process of promoting plant growth.

Keywords: Cytokinin, Azospirillum brasilense, phytohormones
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1. INTRODUCAO

Atualmente, em todo o mundo ha o desejo de se avancar na producao
sustentavel de energia, combustiveis, materiais e produtos quimicos (Almquist et
al., 2014; Barton et al., 2015). Além disso, € necessario considerar que para a
sustentabilidade ser atingida, a atividade agricola precisa igualmente se adequar a
novas tecnologias menos poluentes. Esta tendéncia tem resultado no avanco de
estudos e na aplicacéao de bactérias promotoras de crescimento vegetal, que podem
em muitos casos reduzir eficientemente a carga de fertilizantes quimicos
adicionados no solo e promover o crescimento vegetal de forma satisfatéria (Palmer
and Wingfield, 2004). A producéo de alguns fito-hormonios € considerada uma das
propriedades chave para o sucesso das bactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPRs, do inglés plant growth promoting rhizobacteria) (Ahmed and
Hasnain, 2014; Hauf et al., 2013). De fato, algumas bactérias produzem citocininas
e as utilizam principalmente como um sinal quimico de comunicac¢do com a planta
ou como uma ferramenta para invadir a planta hospedeira. O primeiro gene
biossintético de citocinina, tmr, foi identificado na bactéria patogénica indutora de
tumor em plantas, Agrobacterium tumefaciens (Tribelli et al.,, 2013). A estrutura
molecular de outra proteina IPT (isopentenil transferase) desta bactéria, codificada
pelo gene tzs, foi recentemente determinada (Tribelli et al., 2012). Apesar de varios
exemplos mostrarem que a sintese de citocininas esta associada a patogenicidade
em bactérias associadas a plantas (Kakimoto, 2003), ha também varios exemplos
de interacfes benéficas entre plantas e bactérias produtoras de citocininas (Cassan
et al.,, 2014; Conrad et al.,, 1992; Cortes-Jimenez et al., 2014; Costacurta and
Vanderleyden, 1995; Esquivel-Cote et al., 2010; Hussain and Hasnain, 2011; Liu et
al., 2013; Sahoo et al.,, 2014a; Spaepen et al., 2009; Timmusk et al., 1999). A
bactéria Azospirillum brasilense, uma bactéria com reconhecida capacidade de
promocdo de crescimento vegetal (Kamnev et al., 1996), produz citocininas em
diversas condi¢Oes de cultivo (Kansiz et al., 2000). Sugere-se que boa parte do
efeito promotor de crescimento desta bactéria seja causada pela producéo de fito-

horménios, como a trans-zeatina, ja que o efeito promotor ainda € observado em
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mutantes nif- que sao incapazes de fixar nitrogénio e de transferi-lo para a planta. A
fixacdo de nitrogénio gasoso em amonio via nitrogenase também é uma das
caracteristicas biofertilizantes de A. brasilense. Entretanto, os niveis gerais de
producdo endogena de citocininas em bactérias oscilam entre concentracdes de
pg/mL para pg/mL, que ndo sao suficientes para se desenvolver um processo de

obtencdao e purificagdo em larga escala.

Uma solucdo possivel para se aumentar a producéo de citocininas em A.
brasilense é caracterizar os genes envolvidos na biossintese de citocininas e
posteriormente modificar a bactéria para superexpressa-los ou ainda os transferir
para outros organismos. Nesse contexto, esse trabalho de mestrado tratou da
caracterizagdo de duas fosforribohidrolases de A. brasilense (Logl e Log2)
homélogas as enzimas LOG (Lonely guy) de Arabidopsis thaliana j& caracterizadas

experimentalmente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR) compreendem um
grupo de bactérias da rizosfera de plantas que favorecem o crescimento e o
desenvolvimento da planta hospedeira (Timmusk et al., 2017). Muitas bactérias
PGPR também estimulam o desenvolvimento vegetal através da fixacdo de

nitrogénio e transferéncia de moléculas para o hospedeiro (Geddes et al., 2015).

Dentre as PGPR descritas, encontram-se espécies dos géneros Azospirillum,
Bacillus, Burkholderia, Herbaspirillum, Pseudomonas e Rhizobium, entre outros
(Weller e Tomashow 1994; Glick 1995). O uso de fertilizantes nitrogenados €
empregado mundialmente, englobando grandes areas de plantio (Bhardwaj et al.,
2014). Entretanto a fertilizacdo quimica esta associada ha um alto custo econémico
e risco ambiental, devido a contaminagéo de recursos aquiferos, elevando o teor de

nitrogénio, e a propagacgao de gases de efeito estufa, por exemplo, pela producéo
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de oxido nitroso (N20) (Thomson et al.,, 2012). O emprego de biofertilizantes
baseados em PGPR torna-se uma alternativa viavel e sustentavel frente a

fertilizagdo quimica com vantagens econdmicas e ambientais (Mus et al., 2016).
2.2. Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense é uma a-proteobactéria de vida livre, gram-negativa,
encontrada na rizosfera de plantas entre elas gramineas de interesse comercial, tais
como milho e arroz (de Souza et al., 2015). Vem sido relatado diversas melhorias
fisioldégicas das plantas quando inoculadas com Azospirillum, como aumento no

tamanho das plantas (Cassan et. al. 2008).

Azospirillum brasilense pode estimular o crescimento vegetal através da
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico e também pela producdo de fito-
horménios (Cassan et al., 2011; Pankievicz et al.,, 2015). Em culturas de A.
brasilense foram detectadas a producdo de varios fito-horménios entre eles,
citocininas (Tien et al., 1979), giberelinas (Bottini et al., 1989), acido salicilico (Sahoo
et al., 2014b) e auxinas (Spaepen et al., 2007) que sdo importantes para o
desenvolvimento da planta. Diversos estudos revelam o aumento cerca de 30% na
produtividade de gramineas de interesse comercial e também (Dobbelaere et al.
2001). O uso de bactérias como A. brasilense pode garantir aumento na
produtividade, além de ter um baixo custo e pode diminuir o uso de fertilizacao

quimica.
2.3. FITO-HORMONIOS

Os fito-horménios sdo moléculas que controlam o crescimento vegetal. Por
isso, também podem ser denominadas de substéncias de crescimento vegetal. Os
fito-horménios séo produzidos em baixas concentragfes e podem agir localmente
ou sistemicamente em um vegetal (Trewavas e Cleland, 1983). Essas moléculas
dao forma as plantas, afetam o crescimento das sementes, o tempo de floracdo, o
sexo das flores, a senescéncia das folhas e o amadurecimento dos frutos. Além

disso, direcionam o crescimento dos tecidos no sentido para cima e para baixo, a
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formacéo de folhas, o crescimento do caule, a longevidade das plantas e também
sua morte. Em suma, os fito-hormdnios s&o vitails para o0 crescimento e
desenvolvimento adequado das plantas e, sem a producdo dessas moléculas, as
plantas seriam massas de células indiferenciadas sem a capacidade de cumprir

diversos processos bioldgicos como conhecemos atualmente.

Os principais fito-hormdnios séo: auxinas, giberelinas, acido abscisico (ABA),
citocininas e etileno. Além dessas classes principais existem outros fito-hormonios
tais como, brassinoesteroéides, acido salicilico, jasmonatos, peptideos, poliaminas,
oxido nitrico e estrigolactonas. Na sequéncia, sera dada énfase as citocininas por

serem objeto desse estudo.

2.4. CITOCININAS

Citocininas formam uma classe de fitohorménios que estimulam a divisédo
celular e atuam na regulacao de diversos processos da planta como a senescéncia
das folhas, dominancia apical, proliferacdo da raiz, filotaxia, competéncia
reprodutiva, sinalizacdo nutricional, manutencdo do meristema, modulacdo do
metabolismo, diferenciacdo celular, tolerdncia ao stress e a patdgenos e
morfogénese em resposta a estimulos do ambiente (Hirose et al., 2008; Kuroha et
al., 2009; Zurcher et al., 2016). As citocininas podem ser produzidas por sintese
quimica, por muitas bactérias da rizosfera incluindo Azospirillum e por plantas
(Barea et. al., 1976; Tien et.al., 1979; Horemans et. al. 1986). Em uma cultura
contendo Azospirillum brasilense foi encontrado 0,001 pg/mL de citocinina (Tien et.
al 1979), as formas de citocininas detectadas foram Zeatina e isopentenil adenina
(Strzelczyk et. al 1993).

Citocininas séo derivados da adenina modificada na posi¢cado N6, cuja cadeia
lateral nessa posicdo pode ser isoprendide ou aromatica, sendo a primeira muito
mais abundante do que a segunda. As citocininas isoprendides mais comuns sao
isopentenil-adenina (iP), trans-zeatina (tZ), cis-zeatina (cZ) e dihidrozeatina (DZ), e
sua ocorréncia, distribuicdo e abundancia depende da espécie, tipo de tecido celular
e estagio de desenvolvimento da planta (Zurcher et al., 2016). Dentre esses
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compostos, iP e tZ sdo as citocininas mais presentes em diversas espécies de
plantas (Ha et al., 2012; Seo et al., 2016; Sugawara et al., 2008).

Citocininas existem na forma de bases livres (nucleobases), nucleosideos
(ribosideos), nucleotideos (ribotideos) e glicosideos (O- e N-glicosideos) (Miyawaki
et al., 2006; Zurcher et al., 2016). As nucleobases sédo as formas mais ativas das
citocininas, sendo que as formas ribosideos e ribotideos sdo menos ativas ou até
mesmo inativas dependendo do receptor de citocininas expresso no tecido
(Miyawaki et al., 2006; Seo et al., 2016). Em geral, a conjugacado das nucleobases
com um ribosideo ou ribotideo as confere estabilidade quimica, o que permite que
essas formas sejam estocadas e usadas como sinalizadores paracrinos e de longa-
distancia (Kuroha et al., 2009; Zurcher et al., 2016). De fato, as formas pouco ativas
ou inativas das citocininas sdo muito mais abundantes do que suas formas ativas.
Isso traz uma vantagem para a regulacdo hormonal via citocininas ja que as formas
conjugadas podem ser rapidamente ativadas através de reacdes enzimaticas,
contribuindo para a liberacao rapida de citocininas ativas quando necessario.

2.5. BIOSSINTESE DE CITOCININAS

Além de serem produzidas em plantas, citocininas também podem ser
produzidas por bactérias associadas a plantas, sejam essas patogénicas ou néo.
De fato, a biossintese de citocinina € um aspecto determinante para a viruléncia de
bactérias fitopatogénicas, como Agrobacterium tumefaciens, Rhodoccosu fascians
e Streptomyces turgidiscabies (Joshi and Loria, 2007; Pertry et al., 2010; Sakakibara
et al., 2005).

A via de biossintese de citocininas se inicia com a N-prenilacdo de AMP, ADP
ou ATP a partir da transferéncia de um grupo isoprenil do DMAPP (dimetilalil-
pirofosfato), formando os nucleotideos IPRMP (isopentenil-adenina-ribosideo-
monofosfato), iIPRDP (isopentenil-adenina-ribosideo-difosfato) ou iIPRTP
(isopentenil-adenina-ribosideo-trifosfato), respectivamente (FIGURA 1). Essa
reacao é catalisada pela enzima IPT (isopentenil transferase) (Jiskrova et al., 2015).

Esses nucleotideos podem ser hidroxilados na cadeia isoprenil por uma mono-
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oxigenase do tipo citocromo P450 (CYP735A) para formar os derivados da trans-
zeatina (tZ) tZRMP, tZRDP ou tZRTP, respectivamente (Jiskrova et al., 2015).
Alternativamente, a enzima isopentenil transferase Tmr, expressa por A.
tumefaciens a partir do gene tmr localizado no plasmideo Ti, pode produzir tZ
através da transferéncia de um grupo isoprenil oriundo de uma molécula de
hidroximetilbutenil-difosfato (HMBDP) a uma molécula de AMP, ADP ou ATP
(Sakakibara et al., 2005). Em plantas, a enzima IPT possui preferéncia por DMAPP,
ADP e ATP como substratos, enquanto a enzima Tmr de A. tumefaciens reconhece
tanto DMAPP quanto HMBDP, e AMP como substratos principais (Ueda et al.,
2012).

FIGURA 1. VIAS DE BIOSSINTESE DE CITOCININAS.
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Outra forma de producdo de citocininas por microorganismos € a partir de um tRNA,
formando o nucleotideo de cZRMP. Adaptado de (Sakakibara et al., 2007). Na figura B a
via destacada em laranja e vermelho refere-se a via descrita para A. thaliana, enquanto a
via em azul é a descrita para A. tumefaciens. HMBDP: Hidroximetilbutenil-difosfato;
DMAPP: Dimetilalil-pirofosfato; IPT, Tmr e LOG: enzimas responsaveis pela via de sintese
de citocininas; CYP735A1 e CYP735A2: mono-oxigenases do tipo citocromo P450
responsaveis pela hidroxilagdo da cadeia isoprenil. Adaptado de (Sakakibara et al., 2005).

Para se tornarem biologicamente ativos, os nucleotideos de citocininas
gerados pela atividade IPT/Tmr e CYP735 devem ser convertidos para uma forma
de base livre. Uma enzima de ativagdo denominada LONELY GUY (LOG) converte
0s nucleotideos de citocininas para nucleobases ativas, formando as citocininas
ativas encontradas em plantas: isopentenil adenina (iP) e trans-zeatina (tZ)
(Kurakawa et al., 2007). Todos os quatro nucleotideos, iIPRMP, tZRMP, DZRMP e
CZRMP, séo utilizados como substrato pela enzima LOG (Mortier et al., 2014). As
proteinas LOG séo expressas em locais e em tempos especificos, especialmente
em tecidos vegetais com alta atividade de crescimento durante o desenvolvimento
da planta (Kuroha et al., 2009; Werner and Schmulling, 2009).

A producdo de citocininas em plantas pode ocorrer a partir de duas
possiveis vias para a sintese de isopreno: a via citosolica do mevalonato (MVA) e a
via plastidial do fosfato metileritritol (MEP). Ambas as vias geram DMAPP. Em

bactérias, a sintese de DMAPP ocorre através da via MEP.

Além da via de biossintese descrita na Figura 1, citocininas podem ser
sintetizadas a partir da N-prenilacdo de adeninas de tRNA. A enzima MiaA uma
tRNA-IPT (isopentenil transferase de tRNA) é a responsavel pela N-prenilacdo de
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tRNAs. O tRNA prenilado € hidroxilado e na ultima etapa a LOG hidrolisa a ligacao
N-glicosidica entre a base e a ribose liberando a citocinina cis-zeatina. Esse é o
mecanismo pelo qual a maioria das bactérias produz citocininas e provavelmente

seja 0 mecanismo presente em A. brasilense.
2.5.1. ENZIMAS LONELY GUY (LOG)

As enzimas da familia LOG foram primeiramente identificadas e
caracterizadas em Oryza sativa (arroz) (Kurakawa et al., 2007). As LOGs
apresentam atividade fosforribohidrolase, hidrolisando a ligacdo N-glicosidica entre
a ribose e a base nitrogenada. As LOGs sao expressas em diferentes tecidos e em
diferentes fases de desenvolvimento das plantas. Mutantes das enzimas LOG em
O. sativa e A. thaliana tem baixo desenvolvimento em comparacéo a planta parental,
indicando que as LOGs sao enzimas importantes para a liberacdo de citocininas
ativas e o desenvolvimento vegetal adequado (Kurakawa et al., 2007; Kuroha et al.,
2009).

Diversas sequéncias de genes homodlogas as LOG de plantas sao
encontradas em microrganismos. Recentemente, enzimas de varios organismos,
tais como Claviceps purpurea, Mycobacterium tuberculosis e Corynebacterium
glutamicum foram identificados como LOGs por estudos bioguimicos e funcionais
(Hinsch et al., 2015; Samanovic et al., 2015; Seo et al., 2016). A caracterizacéo
estrutural das enzimas LOG de C. glutamicum (CgLOG) revelou detalhes do
mecanismo catalitico e de regifes importantes para o reconhecimento do substrato
(Seo e Kim, 2017; Seo et al.,, 2016). Os detalhes da estrutura da CgLOG séo
apresentados na Figura 2.

A estrutura monomérica de CgLOG possui um dobramento a/B do tipo
Rossmann (Figura 2B e C). A folha B central é formada por sete fitas- paralelas e
cercada por oito a-hélices (Fig. 2B). A dimerizacdo da CgLOG exibe um dominio de
dobramento compacto. A interface de dimerizacdo da CgLOG é composta
principalmente das hélices a5 e a6, sendo que a hélice a4 ajuda parcialmente na

dimerizacdo. A dimerizacdo dos dois polipeptidios constitui um bolso que serve
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como sitio ativo. Na superficie desse bolso localiza-se o motivo conservado
"PGGXGTXXE".

Para comparar CgLOG com outras LOGs, SEO et al. (2016) sobrepuseram
as estruturas de CgLOG, AtLOG3, CpLOG e MMLOG (FIGURA 3). Apesar do
dobramento das quatro estruturas serem bastante similares entre si, a CpLOG
exibiu caracteristicas estruturais Unicas. A CpLOG possui uma hélice extra na regido
C-terminal e contém voltas de conexdo estendidas de a3 a B4 e a4 a 35 (FIGURA
3A). A volta de conexao estendida entre a3 a 4 esta localizada perto do sitio de
ligacdo ao AMP (FIGURA 3A). Na AtLOG3 esta regido esta distorcida, na CgLOG
esta regido mostrou um alto fator B, ou seja, uma grande mobilidade. Na MmLOG,
esta regido contém o residuo Glu80 que forma uma ligacdo de hidrogénio com uma
das hidroxilas do anel da ribose (FIGURA 3B). Tais observac¢des indicam que esta
regido € bastante diversificada em varias LOGs e a estabilizacdo do anel da ribose
parece ser diferente em cada proteina. Os residuos conservados nos motivos
"PGGXGTXXE" juntamente com outros residuos conservados contribuem para a
estabilizacdo do AMP (FIGURA 3B).



FIGURA 2. ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA ENZIMA CgLOG
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Na parte A da figura € apresentado um alinhamento da sequéncia de aminoacidos de LOGs
bacterianas e de plantas. Os elementos de estrutura secundaria foram desenhados com
base na estrutura da CgLOG. Os residuos envolvidos na catalise, na ligacdo do AMP e na

ligacdo ao grupo prenil sdo indicados por tridngulos vermelhos, azuis e laranjas,

respectivamente. O motivo PGGXGTXXE € indicado com um retangulo pontilhado na cor
purpura. As sequéncias de aminoacidos CgLOG, MtLOG, AtLOG, OsLOG e CpLOG séao
abreviaturas de LOGs de Corynebacterium glutamicum, Mycobacterium tuberculosis,
Arabidopsis thaliana, Oryza sativa e Claviceps purpurea, respectivamente. Na parte B é
apresentada a visdo lateral da estrutura monomérica de CgLOG. Moléculas de glicerol e
fosfato co-cristalizadas com a proteina sdo mostrados como modelos de bastdo. As a-
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hélices foram rotuladas com a letra grega a e as fitas-3 com B. Os numeros sao sequéncias
e de acordo com o aparecimento da estrutura secundaria na proteina, da extremidade N-
terminal para C-terminal. Na parte C € apresentada a estrutura dimérica de CgLOG. As
moléculas de glicerol e fosfato ligadas a ambas as subunidades sdo mostradas como em
B. A parte inferior é a parte superior girada horizontalmente em 90°. Adaptado de (Seo et
al., 2016).

FIGURA 3. SOBREPOSICAO DE VARIAS ESTRUTURAS DE LOGs

A

M58
M70
M5

Na parte A, apresenta-se a comparagdo da estrutura geral monomérica de CgLOG (em preto),
AtLOG (em azul), CpLOG (em laranja) e MMLOG (em verde) superpostas. A molécula de AMP ligada
na estrutura MmLOG é mostrado em magenta como um modelo de bastdo. As extremidades N- e C-
terminais estdo indicadas. As principais diferencas encontradas em CpLOG estdo destacadas com
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circulos pontilhados vermelhos. A volta de conexao distorcida entre a3-f4 na AtLOG3 é mostrada
com uma linha pontilhada azul. Na parte B, apresenta-se a comparacédo estrutural focalizada nos
locais de ligacdo ao AMP. As estruturas monoméricas de CgLOG, AtLOG, CpLOG e MmLOG estéo
superpostas e apresentadas com no esquema de cores semelhante ao da parte A. Os residuos
envolvidos na ligacdo ao AMP sao mostrados como modelos de linha. Os motivos "PGGXGTXXE"
das LOGs foram destacados em vermelho. Na parte C, apresenta-se a comparacao estrutural
focalizada nos locais de ligagdo ao grupo prenil do substrato. As estruturas diméricas de CgLOG,
AtLOG, CpLOG e MMLOG estéo superpostas e apresentam um esquema de cores semelhante ao
da parte A. Fonte: SEO et al. (2016).

Na MmLOG os residuos Alal9 e Asp120 estdo envolvidos na estabilizacao
de AMP, enquanto residuos de serina e glutamato estédo localizados nas posi¢cdes
correspondentes em outras LOGs (FIGURA 4B). Além disso, todos as quatro LOGs
tém os dois residuos cataliticos, Arg99 e Glul22 no caso da CgLOG, localizados
nas mesmas posic¢des, indicando que essas enzimas catalisam a reagéo através do

mesmo mecanismo catalitico.

A comparacdo entre os locais de ligacdo do grupo prenil podem fornecer
informacBes sobre a especificidade da LOG frente a diferentes substratos. As
enzimas CgLOG, AtLOG3 e CpLOG contém os residuos Met96, His97, Lys100,
Glul25 e Trp129 no local de ligagdo do grupo prenil (FIGURA 3C). A MMLOG
apresenta maior diferenca em relacéo ao sitio de ligacédo ao grupo prenil, pois possui
os residuos Aspl24, Glul28 e Trp96 em posicOes correspondentes aos residuos
de glutamato, triptofano e histidina, respectivamente, nas outras trés LOGs
(FIGURA 4C). SEO et al. (2016) sugeriram baseados nessa comparacgao estrutural
que a CgLOG possa produzir citocininas semelhantes as produzidas por LOGs de
plantas e fungos. Ainda ndo ha na literatura estudos de relacdo estrutura e funcao
nas LOGs. Avancos nesses estudos poderdo demonstrar claramente quais residuos

sdo de fato importantes para o reconhecimento de substrato e catélise.

3. OBJETIVOS
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3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as enzimas LOG de Azospirillum brasilense FP2.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Clonar os genes logl e log2 de A. brasilense FP2 em vetores de
superexpressao génica
Superexpressar 0s genes logl e log2 de A. brasilense FP2 em Escherichia
coli
Purificar as enzimas recombinantes Logl e Log2
Caracterizar a atividade enzimética das enzimas recombinantes Logl e Log2



4. MATERIAL E METODOS

4.1.

BACTERIAS E PLASMIDEOS
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As bactérias e os plasmideos utilizados para clonagem e superexpressao

estao listados na Tabela 1.

TABELA 1. BACTERIAS E PLASMIDEOS UTILIZADOS DURANTE ESSE

TRABALHO

Bactérias

Estirpes

Caracteristicas/Proposito

Referéncia ou

fonte

A. brasilense
FP2

Estirpe derivada da estirpe Sp7, porém resistente
a acido nalidixico e estreptomicina. Utilizada
como fonte de DNA gendmico para amplificacao
dos genes logl e log2.

Genétipo e/ou fendtipo: Nalr Smr Estirpe
selvagem SP7 Nif+

(Pedrosa and
Yates, 1984)

E. coli TOP10

Estirpe utilizada para transformacdo de
plasmideos, preparagao plasmidial e
transformacao de reacdes de ligacdo de DNA em
etapas de clonagem.

Gendtipo elou fendtipo: F-mcrA  A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)  lacZAM15 AlacX74 nupG
recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16
rpsL(StrR) endA1 A- ( SmR)

Invitrogen

E. coli
BL21(DE3)

Estirpe utilizada para a superexpressao de Logl

e Log2 utilizando o sistema pET.

(Studier and
Moffatt, 1986)
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Genotipo e/ou fenétipo: F- ompT gal dem lon
hsdSB (rB- mB) A(DE3)

Continuacado da Tabela 1

Plasmideos
pBlueScript | Vetor para clonagem dos produtos de PCR. Stratagene
[I-KS Confere resisténcia a ampicilina, promotor T7
(AmpR).
pBSlogl pBlueScript 1I-KS contendo o gene logl de A. Este trabalho
brasilense FP2 inserido no sitio ECORV
pBSlog2 pBlueScript 1I-KS contendo o gene log2 de A. Este trabalho
brasilense FP2 inserido no sitio ECORV
pET2l1la(+) | Expressao controlada pelo promotor T7. Cauda Novagen
de 6 histidinas na porgdo C-terminal. Confere
resisténcia a ampicilina.
pET28a(+) | Expresséo controlada pelo promotor T7. Cauda Novagen
de 6 histidinas na porcdo N-terminal. Confere
resisténcia a canamicina.
pET29a(+) | Expressao controlada pelo promotor T7. Cauda Novagen
de 6 histidinas na porgcdo C-terminal. Confere
resisténcia a canamicina.
pET28logl | pET28a(+) contendo o gene logl de A. Este trabalho
brasilense FP2 a jusante do promotor T7. A
proteina expressa a partir desse plasmideo
contém cauda de 6 His N-terminal.
pET28log2 | pET28a(+) contendo o gene log2 de A. Este trabalho

brasilense FP2 a jusante do promotor T7. A
proteina expressa a partir desse plasmideo

contém cauda de 6 His N-terminal.
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pET29logl | pET29a(+) contendo o gene log2 de A. Este trabalho

brasilense FP2 a jusante do promotor T7. A
proteina expressa a partir desse plasmideo

contém cauda de 6 His C-terminal.

4.2. MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

Para cultivar A. brasilense FP2 utilizou-se o meio NFb-lactato (Machado et

al., 1995), contendo os antibioticos estreptomicina (20 pg/mL) e acido nalidixico (5

pg/mL) e adicionando uma mistura de 50 mM de fosfatos e 20 mM de NH4Cl. A

composicdo do meio é apresentada na Tabela 2. Os cultivos em placas de agar

foram incubados a 30°C em estufa microbiolégica. Os cultivos em meio liquido

foram realizados em frascos de 60 mL de capacidade contendo 10 mL de meio e

incubados a 30°C com agitacéo orbital de 120 rpm em agitador rotatoério.

TABELA 2. COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO UTILIZADO PARA A.

brasilense FP2

Componente do meio

Composicéao

Meio NFb-lactato

MgS04.7H20: 0,2 g/L

NaCl: 0,1 g/L

CaCl,: 0,02 g/L

Acido nitrilo-triacético: 0,056 g/L
FeS0O..7H,0: 0,02 g/L

Biotina: 1,0x10* g/L

Solucdo de Microelementos: 10 mL para 1 L
de meio.

Lactato de soédio: 5,0 g/L

Mistura de fosfatos: 100 mL para 1L de meio.
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Agar bacteriolégico: 15 g/L

Solucéo de microelementos Na:Mo00O4.2 H,0: 2,0x10° g/L
MnS04.H0: 2,35% 103 g/L
H3BO3: 2,8 X103 g/L

CuSO0.. 5H,0: 8,0X10° g/L
ZnS04.7H,0: 2,4X10* g/L

Mistura de fosfatos KH2PO,: 80 g/L
KoHPO,: 120 g/L

Para o cultivo de E. coli utilizou-se o meio LB (Sambrook and Russell, 2001),
acrescidos dos antibiéticos ampicilina a 250 pg/mL ou canamicina a 50 pg/mL. O
meio LB teve a seguinte composicao: extrato de levedura: 5,0 g/L; NaCl 10,0 g/L e
triptona 10,0 g/L. Para triar possiveis clones pelo método de colbnias azuis e
brancas pela atividade beta-galactosidase adicionou-se X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosideo) para 40 ug/mL concentracéo final. As estirpes de E.
coli foram cultivadas a 37°C com agitacao orbital a 160 rpm. As estirpes foram

preservadas em glicerol 50% a -20°C.

4.3. MANIPULACAO DNA

4.3.1. Desenho do primer
Os primers foram desenhados utilizando como referéncia o genoma de
Azospirillum brasilense Sp7, os sitios de restricdo colocadas no primer foi utilizado
para facilitar a subclonagem nos vetores de expressdo. Em vermelho refere-se a
regido do primer que anela no gene, sublinhado refere-se ao sitio das enzimas de
restricdo (BamHI/ Ndel/ Nhel).

TABELA 3. LISTA DOS PRIMERS UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Identificacao Sequéncia Sitio de restricao

(5 — 3) adicionado
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log1F-N28 GCACATATGCGGATTTGCGTCTATGCC Ndel
log1R-N28 | TATGGATCCTCAGGTGCGGGCCTC BamHI
l0g1R-C29 | TATGGATCCGGTGCGGGCCTCG BamHI
log2F-N28 ATAGCTAGCGCGATGAAAGCCCTG Nhel
log2R-N28 | TACGGATCCTCAGAGCTTTTGTGTGGG BamHI
log2R-C21 | TACGGATCCAAGGAGCTTTTGTGTGGG BamHI

4.3.2. Amplificacao pelareacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os genes logl e log2 foram amplificados por PCR usando como DNA molde
uma cultura de A. brasilense FP2 diluida em agua ultra-pura e aquecida a 95°C por
5 minutos. A reacéo foi realizada com a enzima PfuX7, 10x tampéo XF, 2.5 mM de
MgClz, 5 mM de dNTP, 10 pmol de cada primer em um volume final de 20 pL
segundo protocolo descrito anteriormente (Norholm, 2010). As condi¢Oes para a
reacao foram: 98°C por 1 minuto, 25 ciclos repetidos de (98°C por 20 segundos,
60°C por 10 segundos, 72°C por 20 segundos) e extensédo final de 72°C por 10
minutos. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram sintetizados pela
empresa Exxtend (Campinas, SP). As sequéncias dos iniciadores estdo na Tabela
3 noitem 4.3.1.

4.3.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A eletroforese de moléculas de DNA foi realizada em géis de agarose a 1%
(m/v) em tampéo TAE (40 mM de Tris base; 20 mM de acido acético e 1 mM de
EDTA a pH 8,0). As amostras foram misturadas com corante FSUDS na proporc¢ao
de 1 pL de corante para 5 pL de amostra. As corridas de eletroforese foram

realizadas entre 60-80 V por 40-90 min usando o tampé&o TAE. Apés a eletroforese
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o gel foi corado em solucao de brometo de etideo (10 pg/mL) e o excesso de corante
foi retirado com agua destilada. O DNA foi visualizado em transluminador de luz
ultravioleta (a 312 nm) EC3 System - UVP Biolmaging Systems (UVP, Inc. Upland,

CA USA) acoplado a um sistema de fotodocumentacéo.
4.3.4. Preparacao de DNA plasmidial

O isolamento e purificagdo do DNA plasmidial foi feito seguindo o método de
minipreparacéo de plasmideos por lise alcalina (Sambrook and Russell, 2001). Os
cultivos de E. coli foram realizados em 3 mL de meio LB com o antibidtico
apropriado. Apos 16h de crescimento, 1,5 mL do cultivo foi centrifugado durante 1
min a 13.000 rpm e a temperatura ambiente (Centrifuga Minispin, Eppendorf). O
sobrenadande foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 150 pL de tampéao
GET (50 mM de glucose, 10 mM de EDTA, 25 mM de TrisHCI pH 8,0). A lise foi
realizada a partir de 150 puL de uma solucéo de lise contendo 0,18 M de NaOH e
1% de SDS (m/v) e adicionada de 2 uL de RNAse a 1 mg/mL. A mistura foi realizada
por lenta inversdo manual e a suspensao de células lisadas foi neutralizada com a
adicao de 150 pL de solucdo Kcaf (3 M de acetato de potassio e 11,5% acido acético
(v/v)). A mistura neutralizada foi incubada no gelo por 15 minutos. Apos
centrifugacéo por 10 minutos a 13.000 rpm (Centrifuga Minispin, Eppendorf), o
sobrenadante foi transferido para um Eppendorf limpo e estéril. Ao sobrenadante
foram adicionados 100 pL de cloroférmio : alcool isoamilico (24 : 1), a solucéo foi
homogeneizada e centrifugada por 5 minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa superior
foi coletada, transferida para um tubo Eppendorf limpo e estéril e foram adicionados
2 volumes de etanol absoluto para precipitacdo do DNA plasmidial. A mistura foi
centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm, o sobrenadante descartado e o pellet
lavado com etanol 70 % (v/v). Apoés centrifugacdo por 5 minutos o sobrenadante foi
descartado e o restante foi seco a temperatura ambiente na bancada. O precipitado
de DNA seco foi dissolvido em agua ultra-pura.
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4.3.5. Clivagem do DNA utilizando enzimas de restri¢cao

As reacdes para a clivagem do DNA foram realizadas em um volume de 10
UL (reacdo analitica) ou 40 pL (reacao preparativa). Para clonagem dos produtos
de PCR correspondendo aos genes logl e log2, o pBlueScript Il KS foi tratado com
a enzima EcoRV (Fermentas), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Nesse caso,
os produtos foram clonados com sitios blunt gerados pela amplificacdo com a
enzima PfuX7. As endonucleases utilizadas foram Xbal e Hindlll (Fermentas) para
confirmacéo das clonagens dos genes logl e log2 em pBlueScript Il KS. Para
subclonar os genes logl e log2 nos vetores pET foram utilizadas as enzimas Ndel
e BamHI (New England Biolabs e Fermentas, respectivamente) ou Nhel e BamHI
(New England Biolabs e Fermentas, respectivamente), em concentracao de acordo
com o fabricante. O tamp&o Tango (Fermentas) na concentracao final de 1X foi
adicionado as reacdes que continham aproximadamente 100 ng de DNA purificado.

As reac0Oes foram incubadas a 37°C por 16h para a clivagem do DNA.
4.3.6. Purificacdo de DNA a partir de bandas de gel de agarose

Para extracdo do DNA a partir de bandas gel de agarose utilizou-se o kit de
purificagdo “QlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN). O protocolo usado foi o

recomendado pelo fabricante.
4.3.7. Reacao de ligagcédo de DNA

Os plasmideos e insertos foram previamente digeridos e purificados como
descrito no item 4.3.6. As reacdes de ligacdo de DNA foram realizadas na proporcéo
de 3:1 (v/v) de inserto para vetor. Na reacao de ligacdo de DNA foram adicionados
tampéo da enzima T4 DNA ligase para concentragéo 1X (Fermentas), 1U da enzima
T4 DNA ligase (Fermentas) e agua ultra-pura para volume final de 10 pL. A reacéo
foi incubada por 16h a 16°C.
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4.3.8. Preparo de E. coli quimiocompetente

Para o preparo de células quimiocompetentes de E. coli Top10 ou BL21(DE3)
foi primeiramente cultivado um pré-inéculo em 3 mL de meio LB sob agitacdo por
aproximadamente 16 horas. Passado as 16 horas, 100 mL de meio LB em
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade foram inoculados com 1 mL do pré-inoculo.
A bactéria foi cultivada até atingir um valor de densidade 6ptica a 600 nm (DOsoo)
entre 0,3 e 0,4. Os 100 mL do cultivo foram divididos em dois tubos de 50 mL e as
bactérias foram centrifugadas por 10 min a 4.000 rpm e 4°C em uma centrifuga
Eppendorf (modelo 5810R). O sobrenadante foi descartado e o precipitado de
bactérias de cada tubo foi ressuspendido em 15 mL de solugdo MgCl2.2H20 100
mM gelada e estéril mantendo as células em banho de gelo durante todo o
procedimento. As bactérias ressuspendidas foram novamente centrifugadas (10
min, 4.000 rpm a 4°C) e o sobrenadante descartado. As bactérias foram
ressuspendidas em 25 mL de solugcdo 100 mM CaClz2.2H20 gelada e estéril. Essa
suspensao foi mantida em gelo por 30 minutos antes ser centrifugada novamente
(10 min, 4.000 rpm a 4°C). O sobrenadante foi descartado e as bactérias
ressuspendidas em 1 mL de solugdo 100 mM CaClz.2H20 com 20% (v/v) de glicerol
gelada e estéril. As bactérias foram transferidas em aliquotas de 100 pL para tubos
Eppendorf e estocadas a -80°C.

4.3.9. Transformacéo de E. coli por choque térmico

A transformacéo bacteriana foi realizada a partir da adicdo de 7,5 pL das
reacOes de ligacdo a 100 uL de bactérias quimiocompetentes preparadas como
descrito acima. A mistura foi mantida em banho de gelo por 30 min. Para
transformacao das bactérias com o DNA, a mistura foi submetida ao choque térmico
por 45 segundos a 42°C em banho de agua aquecida seguido imediatamente de
banho de gelo por 2 minutos. As bactérias submetidas ao choque térmico foram
misturadas a 900 pL de meio LB e incubadas por 37°C durante 1 hora.
Posteriormente, 200 pL das bactérias recuperadas foram semeadas em placas de

agar LB contendo os antibiéticos adequados.
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4.3.10. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA para confirmacéo das clonagens de logl e log2
de A. brasilense FP2 foi realizado pelo método de terminacdo de cadeia usando
BigDye Terminator (Applied Biosystems) utilizando o protocolo indicado pelo
fabricante. O sistema de reacdo com volume final de 10 yL continha entre 0,2 ug a
0,5 pg de DNA plasmidial purificado, 10 pmol de iniciador para o promotor T7 ou T7
terminator (Novagen), 1 pL de reagente de sequenciamento BigDye e Tampé&o Save
Money na concentracdo 1X. A reacédo foi incubada em termociclador seguindo o
programa: 1 ciclo de 1 min a 96°C, 30 ciclos de 15 s a 96°C seguidos de 4 s a 60°C
e 5 min a 60°C. O produto da reacéo foi precipitado com 1/10 de acetato de amonio
a 7,5 M e 2 volumes de etanol absoluto. A mistura foi mantida em banho de gelo
durante 15 min e posteriormente centrifugada por 15 min a 13.000 rpm. O DNA
precipitado foi lavado com 500 pL de etanol a 70% (v/v) centrifugado por 5 min a

13.000 rpm e seco a vVacuo.
4.3.11. Subclonagem em vetor para expressao de proteinas

Com os clones recombinantes selecionados foi realizada uma restrigdo com
as enzimas Ndel e BamHI para o logl e Nhel e BamHI para log2. Os vetores de
expressao utilizados foram pET28a(+) para ter cauda de 6 histidinas N-terminal e
pET29a(+) para ter cauda de 6 histidinas C-terminal. A reacdo de ligacao foi

realizada de acordo com o item 4.3.6.

4.4. MANIPULACAO DE PROTEINAS

4.4.1. Inducéo da expressao de proteinas Log em E. coli BL21(DE3)

A inducdo da expressado de proteinas Log foi realizada a partir de um pré-
inoculo de E. coli BL21(DE3) portando um dos plasmideos pET-logl ou pET-log2.
O pré-inoculo foi realizado em 10 mL de meio LB contendo canamicina (50 pg/mL)
e incubado a 37°C por 16h a 160 rpm. No dia seguinte 800 mL de meio LB em

Erlenmeyer de 2 L foram inoculados com 8 mL de pré-indculo. O cultivo foi incubado
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sobre agitacdo de 160 rpm e 37°C pelo tempo necessario até que a DOeoo atingisse
0,4. Ao atingir esse valor de DOsoo foi adicionado ao cultivo 1 mM de IPTG para
inducdo da expresséo da proteina. O cultivo foi incubado por mais 4 horas a 37°C.
Imediatamente ap6s as 4 h de incubacéo, as bactérias foram coletadas por
centrifugacéo (30 minutos, 5.000 rpm, 4°C, centrifuga Hitachi). O sobrenadante foi

descartado e as bactérias mantidas a -20°C para lise e obtencéo do extrato bruto.
4.4.2. Lise de E. coli BL21(DE3)

As bactérias armazenadas a -20°C foram ressuspendidas em um tampao de
lise contendo 150 mM de NaCl e 50 mM de Tris-HCI, pH 8,0. As bactérias foram
mantidas no gelo e rompidas por sonicacdo, seguindo o seguinte programa: 12
ciclos de pulsos de 20 segundos de sonicacéo e 40 segundos de repouso em banho
de gelo. Apds a sonicacdo, 100 pL desta fracdo foram coletados, denominada de
extrato bruto, para posterior analise por eletroforese em gel de poliacrilamida sob
condicao desnaturante (SDS-PAGE). O restante do lisado foi centrifugado a 10.000
rpm por 30 minutos em centrifuga Hitachi. O sobrenadante foi coletado e uma fragéo
de 100 pL foi reservada em Eppendorf (fracdo solivel) o precipitado (fracédo
insoltvel) foi coletado e ressuspendido em tampdo de lise. O restante do
sobrenadante foi mantido em banho de gelo até o inicio do procedimento de

purificacao.

4.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicéo
desnaturante (SDS-PAGE)

As analises das proteinas a partir da eletroforese em gel de poliacrilamida
em condi¢cdo desnaturante (SDS-PAGE) foram realizadas em sistema da BioRad.
As solucdes para o preparo do gel foram misturadas na ordem e nas quantidades
indicadas na TABELA 4. Para o gel de empilhamento foram utilizados os
componentes nas quantidades indicadas na TABELA 5. As amostras foram
preparadas por desnaturacdo com tampéao de amostra (4% SDS (m/v); 20% glicerol
(m/v); 0,2% azul de bromofenol (m/v); 0,1 M Tris-HCI pH 6,8 e 2% de B-
mercaptoetanol (v/v)) e aquecidas a 100°C por 5 minutos. As eletroforeses foram
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realizadas a 140 V em tampéao contendo 30 g/L Tris-base; 140 g/L glicina; 1 g/L SDS
por cerca de 1h, ou até o azul de bromofenol atingir o limite inferior do gel. O gel foi
corado com solugéo de azul de Coomassie e em seguida descorado com solucdo

descorante.
4.4.4. Purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade a Ni%*

A purificacdo das proteinas foi realizada por cromatografia de afinidade a Ni%*
empregando uma coluna HiTrap™ Chelating HP 5 mL (GE — Healthcare Life
Sciences) acoplada ao cromatografo liquido AKTA (GE — Healthcare Life Sciences).
A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de agua ultra-pura, em seguida
carregada com 0,5 volume de coluna de 0,1 M de NiClz e lavada com 2 volumes de
coluna de &gua ultrapura para retirar o excesso de NiClz. A coluna foi equilibrada
com 5 volumes de coluna de tampéao A (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 150mM de NacCl,
10 mM de imidazol) e carregada com 40 mL da fracdo soluvel da proteina. ApGs
injecdo da fracdo soluvel de proteinas, a coluna contendo proteinas ligadas foi
lavada com 5 volumes de coluna de tampdo A. Os residuos de histidinas
encontrados na cauda N- ou C-terminal permitem a ligacdo forte de proteinas
recombinantes ao niquel. Um sistema composto de dois tampdes de eluicao foi
utilizado para a purificagdo: tampéao A (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; 150 mM de NaCl e
10 mM de imidazol) e tampé&o B (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0; 150 mM de NaCle 1 M
de imidazol). O imidazol € um composto orgéanico nitrogenado com alta afinidade
pelo niquel. Portanto, quanto maior a concentracdo de imidazol no tampéao de
eluicdo menor serd a interacdo da proteina com a coluna. As proteinas fortemente
ligadas a matriz foram eluidas com gradiente crescente de imidazol, iniciando com
10 mM e finalizado com 1 M. Fracdes de 1,5 mL eluidas durante o gradiente de
imidazol foram coletadas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE. As fracdes que

apresentavam maior pureza e maior concentracado foram reunidas.
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TABELA 4. COMPOSICAO DO GEL DE SEPARACAO PARA ANALISE
ELETROFORETICA DESNATURANTE DE PROTEINAS.

Gel Separador Gel 12%
Agua 4,35 mL
Tris HCI pH 8,8 1,5M 2,5mL
SDS 10% 100 pL
Acrilamida: Bis-acrilamida 3 mL
32:8%
APS 10% 50 pL
TEMED 5puL

TABELA 5: COMPOSICAO DO GEL DE EMPILHAMENTO PARA ANALISE
ELETROFORETICA DE PROTEINAS

Gel Empilhamento

Agua 3,162 mL

Tris HCIl pH 8,8 1,5M 1,3mL

SDS 10% 50 uL
Acrilamida: Bis-acrilamida 487,5 pL

32:8%

APS 10% 25 pL

TEMED 10 pL

4.4.5. Desalting das proteinas purificadas

Para a retirada do imidazol das proteinas eluidas foi utilizada uma coluna
HiTrap desalting (GE — Healthcare Life Sciences) acoplada a um sistema de bomba

peristaltica. A coluna HiTrap Desalting foi lavada com 10 volumes de coluna de agua
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ultra-pura e depois equilibrada com Tampéao C (50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 150 mM
de NaCl, 10% de glicerol (v/v)). As fracbes com maior pureza e concentracdo de
proteinas Log foram aplicadas na coluna. Para 6 mL de fragBes de proteinas Log
foram utilizadas 4 colunas HiTrap-Desalting conectadas em série. As fracOes

eluidas foram coletadas e aliquotadas a -20°C.

4.4.6. Quantificacdo da concentracdo de proteinas pelo método de
Bradford

A concentracdo de proteinas obtida foi determinada utilizando o método
colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). A quantificacdo foi realizada por

comparacao com uma curva padrédo da proteina soro albumina bovina (BSA).
4.4.7. Ensaio de atividade fosforribohidrolase

A atividade foi determinada a partir da deteccédo da banda da adenina identificada
em placas de cromatografia de camada delgada (CCD). O ensaio foi realizado a
partir de uma reagcao contendo 20 mM de AMP (substrato), 36 mM de Tris-HCI, pH
8,0 e 30 ug de enzima purificada. As reacdes foram incubadas a 37°C overnight e
aplicadas em placas de aluminio de CCD impregnadas com silica e fluoréforo que
emite fluorescéncia quando irradiada a UV 254 nm. A fase mével utilizada continha

n-butanol : acetona : 5% de solucdo de amdnio : 4gua (11:3:3: 3).
4.4.8. Ensaio cinético de atividade fosforribohidrolase

A cinética das enzimas Log foi realizada em um periodo de 8 horas de
incubacdo em banho maria a 37°C. A reacdo continha 0s mesmos componentes
nas mesmas concentracdes que no ensaio descrito no item 4.4.7. Aliquotas da
reacao foram retiradas, inativadas a 95°C por 5 min e armazenadas a -20°C. A CCD
para determinacéo da intensidade da banda da adenina foi realizada como descrito
no item 4.4.7.
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4.4.9. Termoestabilidade das enzimas Log

A termoestabilidade das enzimas foi determinada incubando as enzimas em
trés diferentes temperaturas, 40°C, 50°C e 60°C, juntamente com Tris-HCI 36 mM,
pH 8,0, durante o periodo de 1 h. A cada 15 min aliquotas da enzima incubada foram
retiradas e incubadas na rea¢cdo como descrito no item 4.4.7 e incubada por 20 min
a 37°C. Apos o termino da reacdo as amostras foram analisadas por CCD como
descrito no item 4.4.7.

4.4.10. Efeito do pH e datemperatura na atividade Log

Para verificar o efeito do pH na atividade enzimatica, foi realizado ensaios
com tampdes em diferentes pH Na faixa de pH de 4,0 a 5,5 utilizou-se tampéao
acetato de sédio, de pH 6,0 a 7,0 utilizou-se o tampéo fosfato, de 7,0 a 8,5 o tampéao
Tris- HCl e de pH 8,5 a 11 tampéao glicina-NaOH. A concentracdo dos tampdes
utilizados foi de 36 mM e o tempo de incubacéo foi o mesmo utilizado anteriormente.
As temperaturas utilizadas para o ensaio de temperatura 6tima foram entre 30°C a
100°C.

4.4.11. Especificidade ao substrato

Para determinar a preferéncia de Log frente a diferentes substratos a
atividade foi testada contra adenosina monofosfato (AMP), adenosina difosfato
(ADP), adenosina trifosfato (ATP), trans-zeatina ribosideo (tZR) e adenosina. Todos
0s substratos foram empregados na concentragao final de 20 mM. A condicéo de
reacao foi como descrita no item 4.4.7. A fase mével utilizada nas reacdes com tZR

e adenosina foi acetato de etila: acido acético: propanol: agua (4:2:2:1).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Anaélise de sequéncias de LOGs de microrganismos e plantas.

Sabe-se que Azospirillum brasilense é produtor de citocininas, entretanto os
genes envolvidos na biossintese de citocininas nesse microrganismo ainda nao
foram caracterizados. A. brasilense FP2 possui dois genes que codificam enzimas
Lonely Guy (LOG) putativas, homologos as enzimas ja descritas em Arabidopsis
thaliana e em alguns microrganismos como Corynebacterium glutamicum, que
apresentam atividade de fosforribohidrolase. Para determinar possiveis
semelhancas estruturais entre as LOGs de A. brasilense e outras depositadas em
banco de dados, as sequéncias de fosforribohidrolase e possiveis
fosforribohidrolases foram selecionadas e alinhadas. As sequéncias foram obtidas
a partir do banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
e foram alinhadas no programa ClustalX. Todas as sequéncias analisadas
possuiam a assinatura do motivo PGGXGTXXE conservada (FIGURA 4). Esta regido
esta envolvida com a ligacdo ao substrato e sua estabilizacdo no sitio ativo, como
demonstrado anteriormente (Seo et al., 2016). Sendo assim, € possivel que todas
as sequéncias analisadas tenham uma forte afinidade pelo nucleobase da adenina.
A analise entre as duas Logs de A. brasilense FP2 revelou identidade de 49% e no
genoma do A. brasilense Sp7 foi possivel visualizar que os genes estao distantes
um do outro, FP2 é uma estirpe derivada do Sp7, o genoma do Sp7 foi utilizado
como referéncia, visto que, a andlise no genoma do FP2 néao foi possivel encontrar

logl pelo fato do genoma fechado ainda néo estar disponivel.
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FIGURA 4. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DE ENZIMAS
LOG.
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O alinhamento foi realizado a partir das sequéncias de Log, plantas e bactérias, o retangulo
em vermelho refere-se a regido conservada que esta presente em todas as sequéncias
alinhadas. Segundo Seo et. al. (2016) esta regido conservada é uma regido que estabiliza

0 AMP, a dimerizacdo da enzima forma uma espécie de bolso que estabiliza essa regiéo.

A arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das sequéncias se
encontra na FIGURA 5 e revela que a Logl de A. brasilense se encontra préxima
as LOGs de Pseudomonas aeruginosa, Cupriavidus necator e Hespaspirillum
seropedicae. Nenhuma dessas LOGs foi caracterizada funcionalmente até o
momento. Ja a Log2 se encontra proxima as LOGs de Corynebacterium glutamicum
e Thermus termofilus, ambas ja foram caracterizada e possuem atividade de

fosforribohidrolase.
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FIGURA 5. ARVORE FILOGENETICA CONSTRUIDA A PARTIR DO
ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE LOGs DE MICRORGANISMOS E
PLANTAS
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Alinhamento entre as sequéncias Log de diferentes organismos, as sequéncias utilizadas
foram encontradas no banco de dados NCBI e alinhadas, como é relatado anteriormente.

No alinhamento entre as sequéncias foi possivel comparar as demais com
as Log caracterizadas nesse trabalho em relacdo a similaridade e pontuacao do
alinhamento, em relacdo a similaridade entre elas a menor encontrada foi em
relacdo a sequéncia de CgLOGII, recentemente caracterizada e que possui uma
cauda N terminal estendida. Outro fato encontrado é que Herbaspirillum, uma
bactéria também conhecida por promover o crescimento vegetal e uma das
bactérias estudada pelo grupo de fixacdo de nitrogénio, também possui uma

possivel fosforribohidrolase com uma sequéncia de 54% similar com a Logl e
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possui um score bom, sendo assim um alvo para futuros estudos de caracterizacao
dessa enzima que ainda ndo € caracterizada nesse microrganismo. Com essa

andlise partimos para a biologia molecular.
5.2.  Clonagem dos genes logl e log2 de A. brasilense FP2

Os genes logl e log2 de A. brasilense FP2 foram amplificados por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os fragmentos amplificados tinham o
tamanho esperado, aproximadamente 579 pb para logl e 585 pb para o gene log2
(FIGURA 6). A reacao de PCR foi refeita para os genes que apresentaram bandas
inespecificas como no caso do Logl-N mostrado na (FIGURA 4), o DNA molde foi

diluido e as rea¢Bes ocorreram no mesmo ciclo utilizado anteriormente.

FIGURA 6. AMPLIFICACAO DOS GENES log1 E log2 DE A. brasilense FP2

M LOG 1-C LOG 1-N LOG 2-CLOG 2- N
A e 1 SRy

10000

500

M - Marcador molecular de 1kb ladder. Log1l-C e Log1-N representam os amplificados do
gene logl para conter cauda de 6 histidinas C-terminal e N-terminal, respectivamente. O
mesmo padrdo de identificacdo foi aplicado para a amplificacdo do gene log2. As trés pistas
do gel representam as trés temperaturas distintas de anelamento utilizadas, 60, 65 e 72°C.
O tamanho do gene logl é de 579pb e o log2 585pb.
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Cada par de iniciadores foi desenhado para gerar as variantes com cauda de
6 histidinas N-terminal (Log1l-N e Log2-N) e com cauda de 6 histidinas C-terminal
(Logl-C e Log2-C), quando subclonados nos vetores de expressao pET28a e
pET29a. Essa variacdo na posicao da cauda de histidinas foi realizada para verificar
se ocorreria alguma diferenca na atividade enzimética das Log de A. brasilense. Os
produtos de PCR foram clonados no plasmideo pBlueScript Il KS, linearizado com
EcoRV. A insercao foi realizada a partir de uma reagéo contendo a enzima T4 DNA
ligase, incubada overnight e transformada em células de E. coli TOP10 competentes
a receber o plasmideo recombinante. O uso do vetor de clonagem foi para aumentar
0 numero de cépias do produto amplificado. Na FIGURA 7, é demonstrado um

esquema para visualizacao da clonagem.

FIGURA 7. ESQUEMA DO VETOR DE CLONAGEM COM OS GENES DE
INTERESSE.

A

EcoRV EcoRV
(715) (715)

Vector >
2951 bp + Insert —) Product

...ttcgat atcaag...
Sesaagcta [Eagttcits

Na figura A contém o vetor integro, pBS Il KS (+), a enzima EcoRV utilizada para
linearizacdo do vetor estd em azul. Na figura B € mostrado o vetor linearizado com a enzima
EcoRV, o inserto e produto.
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Os clones recombinantes foram selecionados tiveram os plasmideos
extraidos, apds a extracao foi realizado uma digestdo enzimética com as enzimas
Hindlll e Xbal (FIGURA 8). As reacfes positivas liberaram insertos de acordo com
0 esperado, 579 pb para logl e 585 pb para log2, ainda que a diferenga de tamanho
entre os dois insertos liberados apos restricdo ndo seja perceptivel pela imagem da
FIGURA 5. Os clones confirmados por restricdo foram sequenciados e as
sequéncias mostraram 100% de identidade com as sequéncias do genoma de A.

brasilense Sp7.

FIGURA 8. ANALISE DE RESTRICAO DOS CLONES DE logl E log2 DE A.
brasilense EM pBlueScript Il KS.

M - Marcador molecular de 1kb ladder. O tamanho do gene logl é de 579pb e o log2 585pb.
Cada pista refere-se a possiveis clones recombinantes, foram extraidos 2 possiveis clones
para cada construgao.

O unico clone que nao pdde ser obtido foi 0 log2 com cauda de histidinas na
por¢cdo C-terminal (LOG2C). Os plasmideos pBS-log1N e pBS-log1C foram tratados
com as enzimas Ndel e BamHI, e os insertos liberados foram ligados nos vetores

pET28a e pET29a tratados com as mesmas enzimas, respectivamente (FIGURA 9).
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Essa clonagem gerou os plasmideos pET28-loglN e pET29-log1lC. O plasmideo
pBS-log2N foi tratado com as enzimas Nhel e BamHI, e o inserto liberado foi ligado
ao vetor pET28a tratado com as mesmas enzimas. Essa clonagem gerou o
plasmideo pET28-log2N. Os plasmideos derivados de pET28 e pET29 foram
confirmados por PCR utilizado o primer T7 presente nos vetores e transformados

em E. coli BL21(DE3) para ensaio de superexpressao.

FIGURA 9. ESQUEMA DOS VETORES PARA EXPRESSAO GENICA COM 0OS
GENES DE INTERESSE.

o
(N ; 0 orl J ‘/0[
<7 (rumn_"o
(s
pET29a(+)
S371 bp
Bamkl Ndel
(198) (295)
|
Vector
‘ ’ + Insert —) Product

—

... tcg tatgta. ..
...agcctag KCRLa



(IO Nher :n)
.ﬂ!‘o" \’\on ’w’
] <1 """"’apo’ Y o~
far Z %
| pET28a(+) 3
: 5369 bp .
BamMl Ndel
(198) (238)
— _—
Vecka - Insert —>» { Product
.
—
sty tatggc. ..
...agcctag accg. ..
(: el (233)
avaconll 7
/ <1 \ermir,a(o’ ¢ %
& e
[ pET28a(+) 2
5369 bp -3
\ 3
BamHl1 Nhel
(198) (231)
(,,= A ———
i -+ Insert —> (x Product
— |
...tcg

ctageca. ..

...agcctag ggt...

Na figura A é a construgdo para LoglC, na figura B construgédo para Log1lN e na figura C
construcdo para Log2N. Nem cada vetor as enzimas utilizadas para linearizacdo estédo
selecionadas em azul.
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5.3. Superexpressao dos genes log de A. brasilense em E. coli

A inducdo da expressao dos genes log foi realizada com a adicédo de IPTG
na concentracao final de 1 mM. Inicialmente foi realizado um teste na escala de 10
mL de cultivo apenas para verificar se 0s genes estavam sendo expressos em E.
coli (FIGURA 10).

O tamanho aproximado das proteinas foi de 23 kDa para Log1C, 22,4 kDa
para a LoglN e 22,6 kDa para a Log2N. Os sufixos C e N ap0s a abreviatura das
proteinas determina a posi¢cao da cauda de histidinas, sendo N para N-terminal e C
para C-terminal.

Apoés determinar que as proteinas Logl e Log2 de A. brasilense puderam ser
expressas em E. coli passou-se para o teste de solubilidade. Esse teste faz-se
necessario para determinar qual a quantidade de proteina expressa permanece na
fracdo soluvel e pode ser purificada. As bactérias de 10 mL de cultivo apés inducao
foram ressuspendidas em 1,5 mL de tampé&o de lise contendo 150 mM de NaCl e
50 mM de Tris-HCI, pH 8,0. Ap6s sonicacdo a mistura lisada foi centrifugada e de
cada fracdo soluvel e insolavel 10 pL foram utilizados para andlise eletroforética
(FIGURA 11).
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FIGURA 10. EXPRESSAO DAS PROTEINAS Logl E Log2 DE A. brasilense FP2
EM E. coli BL21(DE3)

97kDa
66kDa

45kDa

30kDa

20,1kDa

14,4kDa

30kDa

20,1kDa

14 4kDa

M- marcador de peso molecular de proteinas. As pistas identificadas com pET28a e pET29a
representam os controles negativos de E.coli BL21(DE3) transformadas com os vetores
sem inserto. 1N28 — Logl com cauda de histidinas N-terminal. 1C29 — Logl com cauda de
histidinas C-terminal. 2N28 — Log2 com cauda de histidinas N-terminal. TO, T1, T2, T3 e T4
representam os tempos em horas apés a indugdo com IPTG. Na figura A inducdo 1C29 —
Logl e na figura B inducéo 1N28 — Logl e 2N28 — Log2. As bandas referentes as proteinas
Log estdo destacadas nos retangulos vermelhos.



52

FIGURA 11. TESTE DE SOLUBILIDADE DAS PROTEINAS Log1N, Log1C E Log2N
EXPRESSAS EM E. coli BL21(DE3)

M 1C29 1N28 IN28
| | |
'EB S 1V'eB s [ 'YTEB s B

14,4kD.

M- marcador de peso molecular de proteinas. EB — extrato bruto antes da centrifugagdo. S
—fracao soluvel. | —fracéo insoltvel. 1IN28 — Log1 com cauda de histidinas N-terminal. 1C29
— Logl com cauda de histidinas C-terminal. 2N28 — Log2 com cauda de histidinas N-
terminal.

Como pode ser observado na figura 9, as trés proteinas Log foram
devidamente expressas e sollveis. Embora a proteina log1lC foi menos expressa
em comparacdo as proteinas LoglN e Log2N, ainda h& quantidade suficiente de
LoglC para proceder com um ensaio de purificacdo e caracterizacao enziméatica.

5.4. Purificagéo das proteinas Log de A. brasilense superexpressas

em E. coli

Apébs confirmagdo da alta solubilidade das proteinas Log a proxima etapa
consistiu na expressdo em escala de 800 mL para purificagdo cromatografica. A
purificacéo foi realizada através de uma coluna de afinidade carregada com niquel
(Ni**). Nas Figuras 8, 9 e 10, sdo apresentados os perfis da purificacdo das

proteinas LoglN, LoglC e Log2N, respectivamente. As fracdes eluidas no pico de
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absorcédo a 280 nm, durante o gradiente crescente de imidazol, foram aplicadas em
géis de SDS-PAGE (FIGURAS 12B, 13B e 14B). Observa-se que nas trés
purificagdes os picos de absor¢do a 280 nm corresponderam com as fragdes de
maior concentracdo das proteinas Log. As fracfes selecionadas passaram por uma
coluna de exclusao molecular para retirada do imidazol. O tampé&o utilizado continha
10% de glicerol para conservagdo das enzimas purificadas a -20°C. As proteinas
foram quantificadas pelo método de Bradford, apontando 3,8 mg/mL para a enzima
LoglN, 1,4 mg/mL para a enzima Log2N e 0,3 mg/mL para a enzima Logl1C. Apos
a retirada do imidazol das fracdes coletas as proteinas foram aplicadas em gel

desnaturante SDS-PAGE, confirmando assim o grau de pureza da proteina.
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FIGURA 12. PERFIL DE PURIFICACAO DA ENZIMA LOGIN
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Na parte A é apresentado o perfil cromatografico de eluicao da proteina Log1N. A linha em
azul refere-se a absorbancia a 280nm, a linha verde ao gradiente de imidazol. Entre as
fracbes A5 a A10 é possivel verificar um pico com alta absor¢do a 280 nm. Na parte B,
essas fracBes (A5 a A10) foram carregadas em um gel de SDS-PAGE.
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FIGURA 13. PERFIL DE PURIFICACAO DA ENZIMA LoglC
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Na parte A é apresentado o perfil cromatografico de eluicao da proteina Log1C. A linha em
azul refere-se a absorbancia a 280nm, a linha verde ao gradiente de imidazol. Entre as
fracbes A7 a A10 é possivel verificar um pico com alta absor¢cdo a 280 nm. Na parte B,
essas fragfes foram carregadas em um gel de SDS-PAGE.
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FIGURA 14. PERFIL DE PURIFICACAO DA ENZIMA Log2N
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Na parte A é apresentado o perfil cromatografico de eluicdo da proteina Logn2N. A linha
em azul refere-se a absorbancia a 280 nm, a linha verde ao gradiente de imidazol. Entre as
fracbes A7 a A10 é possivel verificar um pico com alta absor¢cdo a 280 nm. Na parte B,
essas fracOes foram carregadas em um gel de SDS-PAGE.
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5.5. Ensaio de atividade fosforribohidrolase

Inicialmente, para se determinar se as Logs de A. brasilense FP2
apresentavam atividade fosforribohidrolase contra AMP, conforme descrito
anteriormente para outras Logs ja caracterizadas (Hinsch et al., 2015; Samanovic
et al., 2015; Seo et al., 2016), a reacédo foi incubada a 37°C e 30°C por 16 h. A
enzima fosforribohidrolase hidrolisa a ligacdo N-glicosidica entre a fosforribose e a
base nitrogenada. Portanto, se as Logs de A. brasilense FP2 apresentassem
atividade fosforribohidrolase era esperado o aparecimento de uma banda
correspondente a adenina apds reacao. Na figura 15 € mostrado resultado da
cromatografia em camada delgada (CCD) das reacdes com LoglN a 30°C e 37°C.
Também foi realizado uma reacdo controle, sem a enzima, para verificar a
ocorréncia de hidrolise espontanea, foi possivel ver que a hidrolise s6 ocorre na

presenca da enzima.

FIGURA 15. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DA REACAO DE LoglN
CONTRA AMP.

A atividade de fosforribohidrolase foi determinada com 30 pg de Log1N em Tris-HCI 36 mM,
pH 8,0 e 20 mM de AMP. As reacgdes foram analisadas por CCD aplicando 5 pL da mistura
reacional em placas de silica impregnadas com indicador de fluorescéncia (Fzsanm). Os
padrées de adenina e AMP estéo indicados na primeira e segunda pistas, respectivamente.
As temperaturas de incubacéo das reac¢des estdo indicadas abaixo das pistas 3 a 6.
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Pode-se observar que apds a incubacdo nas duas temperaturas foi possivel
observar o aparecimento da banda de adenina, na parte superior da imagem.
Quando AMP foi incubado na auséncia de LoglN, ndo houve aparecimento da
banda de adenina, indicando que a reacao foi dependente de catalise enzimatica.
Com esta confirmacéo, foi realizado um ensaio cinético com as enzimas purificadas
LoglN e LoglC (FIGURA 16).

FIGURA 16. ENSAIO CINETICO DA ATIVIDADE FOSFORRIBOHIDROLASE
LogIN E LoglC FRENTE AO AMP

A

Adenina

B

Adenina

A atividade de fosforribohidrolase foi determinada com 15 pg de Log1C (parte A da figura)
e 15 ug de LoglN (parte B da figura) em Tris-HCI 36 mM, pH 8,0 e 20 mM de AMP. As
reacOes foram analisadas por CCD aplicando 5 pL da mistura reacional em placas de silica
impregnadas com indicador de fluorescéncia (Fzsanm). Os padrées de adenina e AMP estéo
indicados na primeira e segunda pistas, respectivamente. As reagfes foram incubadas a
37°C. Os tempos de retirada de amostragem estao indicados na parte de baixo de cada
pista.
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A atividade da Log1C foi superior a da Log1N ja que € possivel observar que
a Logl1C conseguiu produzir quantidade detectavel de adenina mesmo em apenas
10 min de reacgédo. A Log1N produziu quantidade detectavel de adenina apenas com
2 h de reacdo. Aléem disso, com 8 h de reacdo ha uma diferenca marcante na

guantidade de adenina produzida pela Log1C em comparacéao a Log1N.

Também foram realizados ensaios afim de verificar o comportamento das
enzimas em varias faixas de pH. O ensaio foi realizado com as enzimas LoglN e
Log2N e nao houve diferencas significativas em relacdo a atividade das enzimas
nas faixas de pH testadas, sendo que ambas néo tém atividade em tampao glicina-
NaOH com pH 8,5 e 9,0. Entretanto, ambas possuem atividade no tampé&o Tris-HCI
em pH 8,5. Possivelmente, o tipo de tampéao nessa faixa de pH esteja influenciando
a atividade enzimatica. J4 a Log1C possui atividade do pH 5,0 até o pH 11,0; sendo
gue afaixa entre o pH 7,0 - 8,5 no tampao Tris-HCI foi a de maior atividade (FIGURA
17). Esses resultados indicam que ndo somente a atividade, mas também a

estabilidade ao pH variou conforme a posi¢céo da cauda de histidinas.

FIGURA 17. ENSAIO DO pH NA ATIVIDADE DAS ENZIMAS Log DE A. brasilense
FP2 EXPRESSAS EM E. coli BL21(DE3).
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O ensaio em varias faixas de pH a fim de verificar o comportamento das enzimas. Para o
pH 4,0 - 5,5 foi utilizado tampéo acetato de sédio, para pH 6,0 - 7,0 foi utilizado tampéao
fosfato, para o pH de 7,0 - 8,5 foi utilizado tampéo Tris-HCI e para o pH de 8,5 - 11,0 foi
utilizado tampé&o glicina-NaOH. A barra em amarelo é referente a enzima Log1N, nas barras
azuis referente a enzima Log2N e em vermelho a enzima Log1C. A rea¢do ocorreu em 36
mM no tampao referente ao pH testado e 20 mM de AMP. As reagdes foram analisadas por
CCD aplicando 5 pL da mistura reacional em placas de silica impregnadas com indicador
de fluorescéncia (Fzsanm). As reagdes foram incubadas a 37°C durante 20 min. Para
representacdo em forma de gréafico foi calculada a intensidade de cada banda pelo
programa ImageJ.

Para determinar a faixa de termoestabilidade, as enzimas LoglN, LoglC e
Log2N foram incubadas de 40°C, 50°C e a 60°C por 1 h. Ap6s a incubacdo amostras
a atividade foi determinada em um tempo final de reacdo de 20 min. A figura 18
mostra o perfil de termoestabilidade para as enzimas Log na temperatura de 40°C.
Verificou-se que todas as enzimas foram termoestaveis na temperatura de 40°C,
durante um periodo de incubacéo de até 1h. Nenhuma delas foi termoestavel nas
temperaturas de 60°C ou 50°C.

FIGURA 18. TERMOESTABILIDADE DAS ENZIMAS Log DE A. brasilense FP2
EXPRESSAS EM E. coli BL21(DE3)
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O ensaio de termoestabilidade das enzimas Log foram pré-incubadas na temperatura de
40°C em tampéo Tris-HCI 36 mM, pH 8,0. A reagéo ocorreu em Tris-HCI 36 mM, pH 8,0 e
20 mM de AMP. As reactes foram analisadas por CCD aplicando 5 pL da mistura reacional
em placas de silica impregnadas com indicador de fluorescéncia (Fzsanm). As reagdes foram
incubadas a 37°C. Os tempos de retirada de amostra estéo indicados na parte de baixo de
cada pista. Para representacdo em forma de grafico foi calculada a intensidade de cada
banda de adenina pelo programa ImageJ.

Para determinar se o numero de fosfatos ligados a ribose teria algum efeito
na catalise foram também testados como substratos os nucleotideos adenosina
difosfato (ADP) e adenosina trifosfato (ATP). ApGs esse ensaio com ADP e ATP foi
possivel ver gue quanto maior o numero de fosfatos no substrato, menor a atividade
enzimatica (FIGURA 19). Log 1 tem mais atividade sobre ADP que Log 2. No caso do
ATP nao houve quebra da ligacdo N-glicosidica por nenhuma das Logs testadas,
mesmo incubando as reacfes por 16 h. Possivelmente, esse seja um mecanismo
de preservacao dos nucleotideos energéticos ATP e ADP. Sendo assim, as células
gue tiverem uma alta atividade Log ndo terdo uma deplecdo dos seus niveis
energéticos (ATP + ADP) durante a sintese de citocininas. Além disso, a via de
biossintese de citocininas também utiliza esses nucleotideos como intermediarios

de partida.

FIGURA 19. EEITO DO NUMERO DE FOSFATOS DO SUBSTRATO NA
ATIVIDADE Log
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A reacédo ocorreu em Tris-HCI 36 mM, pH 8,0 e 20 mM de cada substrato (AMP, ADP ou
ATP), conforme indicado na parte inferior das placas. As pistas 1N, 1C e 2N referem-se a
reacoes com LoglN, LoglC e Log2N, respectivamente, a pista C AMP é uma reagéo
contendo substrato e tampéo, sem a enzima. O padréo de adenina corresponde a primeira
pista do lado esquerdo da placa. As reacfes foram analisadas por CCD aplicando 5 L da
mistura reacional em placas de silica impregnadas com indicador de fluorescéncia (F2sanm).
As reag0es foram incubadas a 37°C por 16 h.

A partir dos resultados apresentados na figura 14, levantou-se a hipotese se
a presenca de fosfatos era indispensavel para o reconhecimento do substrato pelas
Logs de A. brasilense FP2. Portanto, determinou-se a atividade Log contra
adenosina, que consiste de uma ribose ndo-fosforilada ligada a adenina (FIGURA
20A). Como é possivel verificar na figura 20A, n&o ocorreu hidrolise da adenosina
por nenhuma da Logs testadas. Tal resultado foi relatado recentemente para a Log
de Claviceps purpurea (Hinsch et al., 2015). Os autores concluiram nesse trabalho
que a presenca de ao menos um fosfato ligado a carbono 5’ da ribose é fundamental
para o reconhecimento e catalise pela Log de Claviceps purpurea. Os resultados
apresentados aqui indicam que as Logs de A. brasilense seguem o mesmo perfil

catalitico.

Na figura 20B também é possivel verificar que as enzimas Log de A.
brasilense FP2 também nao hidrolisaram o substrato tzR (trans-zeatina ribose).
Possivelmente, a auséncia do fosfato ligado a ribose impediu o reconhecimento de
tzR pelas Logs de A. brasilense FP2.
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FIGURA 20. ENSAIO ENZIMATICO DAS ENZIMAS Log DE A. brasilense FP2
EXPRESSAS EM E. coli BL21(DE3)
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A atividade de fosforribohidrolase foi determinada com 15 pg das enzimas Log em Tris-HCI 36 mM,
pH 8,0 e 20 mM dos substratos adenosina (A) ou trans-zeatina ribose (tzR) (B), conforme indicado
na parte inferior das placas. Na parte A, as pistas C, 1N, 1C e 2N referem-se as reac¢des controle,
com LoglN, LoglC e Log2N, respectivamente. Na parte A, a placa da esquerda foi revelada por
irradiacdo com luz UV 254 nm, enquanto a placa da direita foi revelada com 1% de orcinol para
deteccdo de agucares. Os padrBes de adenina, ribose e adenosina estéo indicados da esquerda
para a direita nas pistas 1, 2 e 3, respectivamente. Na parte B, apenas a enzima Log1C foi utilizada
em 2 reacBes com 15 (pista identificada com #1) e 30 pg (pista identificada com #2) de enzima. Os
padrbes de tzR, adenina e ribose estéo indicados nas pistas 1, 2, e 3, respectivamente. Na placa B,
apenas o orcinol foi utilizado como revelador. As reacfes foram incubadas a 37°C por 16 h. Fase
movel utilizada: acetato de etila: &cido acético: propanol: agua (4:2:2:1).

A concentracdo de 20 mM de substratos escolhida nesse trabalho para

determinar a atividade Log baseou-se no trabalho de SEO et al. (2016). Entretanto,
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esses autores ndo apresentaram uma justificativa pela escolha de tal concentracéo.
Aparentemente, 20 mM de AMP poderia ser uma concentracdo largamente
saturante e isso levaria a enzima Log a catalisar sua reacdo em estado estacionario.
Para verificar tal hipotese, um experimento com diferentes concentracdes de AMP
foi realizado com as enzimas LoglN, LoglC e Log2N de A. brasilense FP2
expressas em E. coli BL21(DE3) (FIGURA 21).

Os resultados mostram que as enzimas Log1lN e Log2N apresentaram uma
menor velocidade de reacdo quando incubadas com 20 mM de AMP (FIGURA 21A
e C). Aparentemente a presenca da cauda de histidinas na parte N -terminal das
enzimas Logl e Log2 gerou um efeito inibitério do AMP. Isso pode ser justificado
por um aumento na afinidade de ligacdo ao AMP e uma reducdo na constante
catalitica kcat. Dessa forma as enzimas LoglN e Log2N em alta concentracédo de
AMP (20 mM) terdo uma concentracdo elevada de complexo enzima-substrato
([ES]), mas o tempo para desfazer esse complexo pela liberacdo do produto é maior.
Isso leva a um efeito de inibigcdo pelo substrato.

O mesmo efeito ndo foi observado para enzima LoglC, pois a intensidade
das bandas em 2.5 para 20 mM de AMP foram similares em todos os tempos de
reacdo avaliados. Também é possivel verificar uma maior velocidade de reacao

para a enzima Log1C.

Infelizmente, durante a execucdo desses experimentos ndo foi possivel
encontrar uma maneira consistente de quantificar a intensidade das bandas
detectadas na CCD. Acredita-se que para gerar resultados cinéticos mais
consistentes sera necessario analisar os produtos da reacdo por técnicas mais
precisas de instrumentacdo, tais como espectrometria de massas e ressonancia

magnética nuclear.
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FIGURA 21. EFEITO DA CONCENTRACAO DE AMP NA ATIVIDADE DAS
ENZIMAS Log DE A. brasilense FP2 EXPRESSAS EM E. coli BL21(DE3)

A

A atividade de fosforribohidrolase foi determinada com 15 pg das enzimas LoglN (A),
Log1C (B) e Log2N (C) em Tris-HCI 36 mM, pH 8,0 e concentracdes de 20, 10,5 e 2,5 mM
de AMP. As concentracdes de substrato estdo indicadas na parte inferior de cada pista. A
banda inferior refere-se ao AMP e a banda superior ao produto adenina. As reacdes foram
incubadas a 37°C e amostras foram retiradas em diferentes tempos conforme indicado
abaixo dos colchetes laranjas.
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As enzimas caracterizadas nesse trabalho poderdo agora ser
superexpressas em A. brasilense para observarmos se a bactéria produzird maior

quantidade de citocininas e se tal efeito contribuira com o desenvolvimento vegetal.
6. CONCLUSAO

A partir deste trabalho foi possivel caracterizar funcionalmente as enzimas
Logl e Log2 de A. brasilense FP2 ap0s superexpressao em E. coli e purificacdo
cromatografica. A determinacdo da atividade enzimética revelou que ambas as
enzimas sao fosforribohidrolases. Entretanto, os dados desse trabalho mostram que
a enzima Logl € mais ativa frente ao substrato AMP do que a enzima Log2.
Também se determinou que a cauda de 6 histidinas na por¢cdo N-terminal tem um
efeito negativo na atividade da enzima Logl e provavelmente gera um efeito de

inibicdo ao substrato em altas concentracfes de AMP.
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ANEXO

Sequéncias utilizadas no alinhamento da FIGURA 19 e 20.

Log 1 de Azospirillum brasilense SP7

>gi|737707008|ref[WP_035675854.1| LOG family protein [Azospirillum brasilense]
MRICVYAGSNPGTNPAYGEAAEQLGRHMAERGIGLVYGGGRTGLMGRIADVLAA
GGTVTGIIPQFLMDKEVGHQGLQELRIVATMHERKALMAELSDGFIALPGGIGTLE
ELFEVWTWAQLGRHDKPCGLLNAAGFYDGLAGFLDHVAGERFMQPKHRDMLIV
RDTAPGILDAFAAYEPPAVRKWLDEART

Log 2 de Azospirillum brasilense SP7

>gi|737706087|ref[WP_035674933.1| lysine decarboxylase [Azospirillum
brasilense]
MKALNSVCVYCGSSSRVAAVHKEAAHMLGDGLARRGIQLVYGGGRVGLMGIAA
DAALAAGGQVVGIIPEHIQSAEIEHTGLTELHVVDSMHTRKRMMVDRADAFVVLP
GGLGTLDEAFEILTWKQLGLHDKPVVIADVDGYWRPLLGLIEHTVAQGFTQPAHR
ALYTVVDDVDDVFAALAYEPEPTLKIPTQKL

Sequéncias utilizadas para o alinhamento e construcdo da arvore.

TABELA 06: SEQUENCIAS OBTIDAS NO NCBI UTILIZADAS NO ALINHAMENTO
E NA CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA.

Referéncia Organismo Descricao aa ID ID
da sequéncia
Logl | Log2
1 75158446 Arabidopsis Citocinina &’ 213 49% 44%
thaliana monofosfato
(AtLOGI) fosforribohidrolase
2 60547739 Arabidopsis Proteina hipotética | 213 | 48% | 45%

thaliana
(AtLOG2)
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3 61742647 Arabidopsis Proteina hipotética | 215 | 50% | 44%
thaliana
(AtLOG3)

4 75174117 Arabidopsis Citocinina 5’ 215 | 49% 44%
thaliana monofosfato
(AILOG4) fosforribohidrolase

5 75154955 Arabidopsis Citocinina &’ 228 49% 43%
thaliana monofosfato
(AILOGS) fosforribohidrolase

6 332003196 Arabidopsis Lisina 229 41% 38%
thaliana descarboxilase
(AtLOG6)

7 298351838 Arabidopsis Citocinina &’ 217 50% 44%
thaliana monofosfato
(AILOG?7) fosforribohidrolase

8 30102598 Arabidopsis Proteina familia 216 45% 44%
thaliana LOG
(AtLOGS)

9 737707008 Azospirillum Proteina familia 192 | 100% | 48%
brasilense LOG
(LOG1)

10 737706087 Azospirillum Lisina 194 | 48% | 100%
brasilense descarboxilase
(LOG2)

11 1002234376 Orysa sativa Citocinina 5’ 242 51% 42%

monofosfato

fosforribohidrolase
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12 | WP_01323522 | Herbaspirillum - 198 | 54% 46%
9 seropedicae
13 | WP_01395599 | Cupriavidus - 194 | 59% 52%
necator
2
14 | WP_01769526 | Bacilus subtilis - 190 | 48% 39%
6
15 | WP_01558613 | Rhodococcus 198 | 49% 49%
6 fascians
16 | WP_00345742 | Pseudomonas - 195 | 61% 54%
1 aeruginosa
17 SGD11176 Mycobacterium - 191 | 48% 43%
tuberculosis
18 1WEK Thermus Proteina hipotética | 217 | 29% | 35%
thermophilus
19 5ITS Corynebacteriu LOG 203 | 48% 44%
m 48glutamicum
(CgLOG)
20 5WQ3 Corynebacteriu Lisina 264 | 28% 30%

m glutamicum
(CgLOGilI)

descarboxinase
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FIGURA 22. CCD DOS ENSAIOS DO EFEIO DO pH NA ATIVIDADE DAS
ENZIMAS Log.

Tampdo acetato de Tampio fosfato
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Tlk€- 1
A

Tampéo acetato de
sodio

Tampdo fosfato

Tampdo Tris- HCI

Tampido glicina-
NaOH

As imagens TLC- 1IN, TLC- 2N e TLC- 1C foram coletadas apos reagfes enziméaticas
contendo tamp&o em diferentes pH e os controles negativos que revelam que n&do ocorreu
hidrélise espontanea do substrato.



