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RESUMO

lenne, S. Phytomonas serpens: Caracterizacdo da piruvato/indolpiruvato
descarboxilase e funcionalidade da auxina produzida. [Tese (Doutorado em
Parasitologia)] Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, 2012.

Entre os tripanossomatideos, o género Phytomonas estd especificamente
adaptado a infectar plantas. Evidéncias indicam que a producdo de ATP de
Phytomonas spp deriva principalmente da glicélise (fosforilagdo no nivel do
substrato), tendo em vista que o ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria ndo séo
funcionais neste género. A sequéncia-consenso de um agrupamento de Etiquetas de
Sequéncias Transcritas (ESTs) de P. serpens apresentou altos indices de
similaridade com sequéncias proteicas de indolpiruvato descarboxilases (IPDCs) de
fitobactérias, piruvato descarboxilases (PDCs) de fungos e PDC/IPDCs putativas de
Leishmania spp. A PDC converte piruvato a acetaldeido, passo chave que conecta a
glicolise a fermentacéo alcodlica, enquanto que a IPDC participa da biossintese de
um dos principais hormoénios vegetais, o acido indol-3-acético (AlA), convertendo
indolpiruvato a indol-3-acetaldeido. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar
o gene PDC/IPDC de P. serpens, investigar sua possivel origem e avaliar as
atividades PDC e IPDC neste organismo. A conservacdo da sequéncia do gene
PDC/IPDC foi verificada em 14 isolados de Phytomonas analisados. Em P. serpens,
0 gene esta presente em pelo menos seis cépias em tandem. Analises filogenéticas
mostram que a proteina de P. serpens é robustamente monofilética com as enzimas
de Leishmania spp. e Crithidia fasciculata, clado grupo-irméao de IPDCs de gama-
proteobactérias, sugerindo um evento de transferéncia horizontal génica de uma
fitobactéria doadora para um tripanossomatideo ancestral ndo-Trypanosoma. N&o
foram encontrados genes ortdlogos nos genomas de Trypanosoma cruzi e T. brucei,
enquanto que possiveis ortdlogos estariam presentes nos géneros Leishmania,
Herpetomonas e Crithidia. A andlise de meios de cultura condicionados de P.
serpens permitiu correlacionar a adicdo de glicose com o aumento no teor do
principal produto da fermentacdo alcodlica, etanol. A quantificacdo de AIA e
precursores também mostrou uma correlacdo direta entre a adicdo de triptofano,
precursor da biossintese de AIA, e o aumento na quantidade do fitormdnio e seu
intermediario, triptofol. A funcionalidade do AIA presente no meio condicionado foi
confirmada em ensaios de alongamento de hipocétilos de tomates Micro-Tom. A
quantificacdo de AIA no pericarpo de tomates inoculados com P. serpens mostrou
um aumento significativo na quantidade de AIA conjugado (amida e éster) nos frutos,
sugerindo que o tripanossomatideo esteja contribuindo com o pool do fitorménio, e
gue o0 excesso de auxina seria conjugado possivelmente para evitar o
comprometimento da viabilidade do fruto. A atividade PDC foi avaliada em extratos
de P. serpens e na enzima PDC/IPDC recombinante, revelando uma Ky para
piruvato de 1,4 mM (extratos) e 2,4 mM (enzima recombinante). Indolpiruvato age
como inibidor competitivo da atividade PDC, elevando a Ky tanto nos extratos
quanto na enzima recombinante. Dados preliminares indicam atividade IPDC em
extratos e bactérias recombinantes, com a formacdo de indol-3-acetaldeido.
Concluimos que a PDC/IPDC seria uma 2-cetoacido descaboxilase, com atividade
catalitica variavel para diferentes substratos, por exemplo, piruvato e indolpiruvato. A
atividade PDC parece ser predominante em P. serpens, permitindo sua



sobrevivéncia no meio rico em carboidratos do hospedeiro vegetal, conferindo ao

flagelado uma rota alternativa e necesséria para a re-oxidacdo de parte do NADH
produzido na via glicolitica.

Palavras-chave: Phytomonas. Piruvato/indolpiruvato descarboxilase. Transferéncia
Horizontal Génica. Acido indol-3-acético.



ABSTRACT

lenne, S. Phytomonas serpens: Characterization of the pyruvate/indolepyruvate
decarboxylase and functionality of the auxin produced. [PhD thesis (Parasitology)]
S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, 2012.

Among trypanosomatids, the genus Phytomonas is specifically adapted to
infect plants. Evidence indicates that ATP production in Phytomonas spp. derives
mainly from glycolysis (substrate level phosphorylation), since the Krebs cycle and
the cytochrome-mediated respiratory chain are non-functional in this genus. The
consensus sequence of one Expressed Sequence Tag (EST) cluster of P. serpens
showed high similarity with protein sequences of indolepyruvate decarboxylases
(IPDCs) of phytobacteria, pyruvate decarboxylases (PDCs) of fungi and putative
PDC/IPDCs of Leishmania spp. PDC converts pyruvate to acetaldehyde, a key step
that connects glycolysis to fermentation, whereas IPDC participates in the
biosynthesis of the major plant hormone, indol-3-acetic acid (IAA), converting
indolepyruvate to indol-3-acetaldehyde. The goals of this study were to characterize
P. serpens PDC/IPDC gene, investigate the possible origin of the gene and evaluate
PDC and IPDC activities in this organism. The conservation of the PDC/IPDC gene
seguence was observed in 14 analysed Phytomonas isolates. In P. serpens the gene
is present in at least six copies in tandem. Phylogenetic analyses showed that P.
serpens protein is robustly monophyletic with Leishmania spp. and Crithidia
fasciculata enzymes, a sister-group clade of gamma-proteobacteria IPDCs,
suggesting a horizontal gene transfer event from a donor phytobacteria to a non-
Trypanosoma trypanosomatid ancestor. No orthologous genes were found in
Trypanosoma cruzi and T. brucei genomes, whereas potential orthologs are present
in the genera Leishmania, Herpetomonas and Crithidia. Analysis of P. serpens
conditioned culture media allowed us to correlate glucose addition to increased
amounts of the fermentation main product, ethanol. Quantification of IAA and its
precursors also showed a direct correlation between the concentration of tryptophan,
precursor of IAA biosynthesis, and the levels of the phytohormone and its
intermediary, tryptophol. The functionality of IAA produced in vitro was confirmed in
bioassays of Micro-Tom hypocotyl elongation response. In the pericarp of tomatoes
inoculated with P. serpens we verified an increase of conjugated IAA (ester and
amide), suggesting that the trypanosomatid contributes to the fruit phytohormone
pool, and that the excess of auxin is conjugated to avoid compromising the fruit
viability. PDC activity was measured in P. serpens extracts and in the PDC/IPDC
recombinant enzyme, showing a Ky for pyruvate of 1.4 mM (extracts) and 2.4 mM
(recombinant enzyme). Indolepyruvate acts as a competitive inhibitor of the PDC
activity, increasing the Ky both in the extracts and recombinant enzyme. Preliminary
data indicate IPDC activity in extracts and recombinant bacteria with the formation of
indol-3-acetaldehyde. We concluded that P. serpens PDC/IPDC could be a 2-
ketoacid decaboxylase with variable catalytic activity for different substrates, such as
pyruvate and indolepyruvate. PDC activity seems to be prevalent in P. serpens,
allowing the flagellate survival in the carbohydrate-rich medium of the host plant by
providing an alternative and necessary route to re-oxidate part of the NADH
produced in the glycolytic pathway.



Key words : Phytomonas. Pyruvate/indolepyruvate decarboxylase. Horizontal Gene
Transfer. Indole-3-acetic acid
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1 INTRODUCAO

1. 1 Phytomonas

1. 1. 1 O Género Phytomonas

O género Phytomonas pertence a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. Esta ordem abrange organismos que apresentam um ou dois flagelos
gue se originam da bolsa flagelar, e uma estrutura bastante peculiar, o cinetoplasto,
gue corresponde a uma regido de DNA condensado localizada no interior de uma
mitocondria Unica que se ramifica por toda a célula (Camargo, 1999). A ordem
Kinetoplastida inclui patégenos de diferentes grupos de invertebrados, vertebrados e
plantas, e a adaptagcéo ao hospedeiro pode ter sido o principal mecanismo para sua
evolugéo (Hamilton et al., 2007).

A descoberta de tripanossomatideos em vegetais ocorreu em 1909, com a
identificacdo de flagelados no latex de Euphorbia pilulifera denominados
Leptomonas davidi por Lafont (Jankevicius et al., 1988). No mesmo ano, Donovan
propdés o género Phytomonas para agrupar tripanossomatideos parasitas de
vegetais (Jankevicius et al., 1988). No entanto, esta denominagdo passou a ser
aceita cerca de 70 anos mais tarde. Até entdo os flagelados de plantas eram
referidos como Leptomonas, Herpetomonas e até mesmo Trypanosoma (Camargo,
1999).

A definicdo de Phytomonas de Donovan era artificial, uma vez que outros
tripanossomatideos de insetos, tais como Crithidia, Herpetomonas e Leptomonas,
também haviam sido isolados de plantas (Conchon et al., 1989). Desta forma, a
classificacdo de organismos baseada apenas no hospedeiro de origem é falha
(Conchon et al.,, 1989; Dollet et al., 2011). Embora os isolados de Phytomonas
apresentem caracteristicas verificadas ao microscopio de transmissao eletronica,
tais como arranjo peculiar dos ribossomos, cisternas endoplasmaticas e presenca de
corpos elétron-densos no citoplasma, essas caracteristicas ndo sao suficientes para
diagnosticar um parasita como pertencente ao género Phytomonas (Camargo,
1999). Logo, o tipo de hospedeiro e os caracteres de morfo-desenvolvimento nao
permitem a correta distincdo do género Phytomonas de outros tripanossomatideos
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(Camargo, 1999). Mais recentemente marcadores moleculares vém se

popularizando na identificacdo do género (ver abaixo).

1. 1. 2 Transmisséo e Patogenicidade

O ciclo de vida de Phytomonas € dixénico, envolvendo insetos fitofagos que
agem como vetores na transmissdo mecanica das formas promastigotas para os
diferentes hospedeiros vegetais (Jankevicius et al., 1989; Canepa et al., 2007). Os
vetores descritos pertencem a ordem Hemiptera, sendo os insetos das familias
Coreidae, Pentatomidae e Lygaeidae os principais candidatos (Dollet, 1984;
Sbravate et al., 1989).

A comunidade cientifica comecou a ter um interesse especial no género
Phytomonas ao constatar que estes organismos causavam enfermidades
devastadoras em plantacbes de interesse econdmico, tais como mandioca
(“‘chochamento das raizes”), café (necrose do floema), coco (“hartrot”) e palmeiras
produtoras de 6leo (“marchitez sorpressiva”), principalmente na América Latina
(Dollet, 1984). Por outro lado, foi verificado que outros vegetais infectados por
Phytomonas, tais como tomate e batata, ndo apresentavam nenhum dano aparente
(Mcghee e Cosgrove, 1980; Camargo et al., 1990; Sanchez-Moreno et al., 1995;
Camargo, 1999). Esta diferenca intrigante foi relacionada com o tipo de tecido do
hospedeiro onde os flagelados se concentravam. Desta forma, o0s
tripanossomatideos que infectam plantas sao classificados em:

 lacticolas: presentes no latex de varias plantas, especialmente de
Euphorbiaceae e Asclepiadaceae (Dollet, 1984; Camargo et al., 1990).
Nestes vegetais, os isolados ndo sdo patogénicos, com excecao de P.
francai, encontrada em mandioca (Manihot esculenta) (Kitajima et al., 1986;
Vainstein e Roitman, 1986; Miranda et al., 2004);

« fruticolas: encontrados na polpa e nas sementes de frutos de diversas
familias. Nao se sabe se sdo parasitas dos frutos ou apenas invasores
oportunistas, pois, na maioria dos frutos, poucos flagelados sdo detectados
(Jankevicius et al.,, 1989; Camargo et al.,, 1990; Vickerman, 1994). Uma
excecao é P. serpens, extremamente abundante na polpa de tomates, sem,
no entanto, promover patogénese (Jankevicius et al., 1989; Camargo et al.,
1990);
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« floemicolas: presentes no floema de plantas nédo lactiferas; como coco, café e
palmeiras produtoras de 6leo. Os isolados sdo patogénicos, causando
murchamento/definhamento (necrose do floema; Figura 1) (Dollet, 1984;
Vickerman, 1994; Camargo, 1999);

« floricolas: presentes em flores e inflorescéncias. Foram descritos em poucas
espécies vegetais (Camargo, 1999) e aparentemente ndo causam

patogénese.

Figura 1 - Necrose do floema, causada por P. staheli, em coqueiral.

A: primeiros sintomas de um coqueiro atacado por Phytomonas: empardecimento e
ressecamento da folhagem. B: doenca disseminada em coqueiral: sintoma conhecido como
“poste-de-telefone”. C: P. staheli no floema de coqueiro (x 3.500 - fotografia de Flavio C.
Miguens - Universidade Estadual do Norte Fluminense, UENF). D: percevejo vetor adulto,
Lincus lobuliger.

FONTE: A e B: Reproduc&o de Warwick (2005); C e D: Reproducéo de CEPLAC! e Sgrillo et
al. (2005).

Em resumo, apenas Phytomonas encontradas no floema estariam associadas
com uma patogénese severa (Camargo et al., 1990; Vickerman, 1994; Uttaro et al.,

1997; Camargo, 1999; Dollet et al., 2001a). Entretanto, a classificacdo baseada

' Comissdo Executva do Plano da Lavoura Cacaueira - CEPLAC. Disponivel em:

<http://www.ceplac.gov.br/radar/FITOMONAS%20NO%20COQUEIRO.pdf>. Acesso em: 18 fev. 2012.
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apenas no tecido do hospedeiro onde o flagelado é encontrado parece insuficiente,
conforme indicam dados bioquimicos e moleculares de caracterizacdo desses

tripanossomatideos, como veremos a seguir.

1. 1. 3 Identificacdo de género e espécie

Os primeiros estudos de biologia molecular em fitoflagelados visavam a
taxonomia e o diagnostico (Hollar e Maslov, 1997; Serrano et al., 1999). Desta
forma, foram caracterizados predominantemente genes de multiplas cépias, tais
como a sequéncia do gene de mini-exon ou spliced leader (SL) gene (Teixeira et al.,
1996; Serrano et al., 1999; Dollet et al., 2001b), genes de RNA ribossémico (Dollet et
al., 2000) e os minicirculos do kDNA (Dollet et al., 2001a).

Anticorpos monoclonais foram desenvolvidos na tentativa de distinguir
espécies de Phytomonas de outros tripanossomatideos, porém, nem todas as
espécies de Phytomonas reagiam igualmente com os anticorpos utilizados (Petry et
al., 1989; Teixeira e Camargo, 1989). Em 1996, o grupo de Teixeira desenvolveu um
teste para confirmar a real existéncia do género baseado na hibridizacdo de DNA
gendmico com uma sonda especifica (SL3’) complementar a sequéncia SL (Teixeira
et al., 1996). Trés anos mais tarde, o mesmo grupo desenvolveu uma PCR baseada
em regides que flanqueiam a sequéncia SL3’, amplificando um fragmento de DNA
especifico de Phytomonas, facilitando o diagndstico do género (Camargo, 1999;
Serrano et al., 1999).

Como visto no item anterior, a identificagdo do género € insuficiente no
contexto de estudos epidemiologicos de doencas de importancia agricola, sendo
necessaria a compreensao da relacao entre o tripanossomatideo e sua localizacao
em determinado hospedeiro (Batistoti et al., 2001; Dollet et al., 2001a; Dollet et al.,
2011). Assim, ferramentas para a definicho de espécies dentro do género
Phytomonas ou para a identificacdo de populagbes comecaram a ser desenvolvidas
e avaliadas.

Diferentes marcadores moleculares permitiram a separagdo de um grupo de
isolados floemicolas patogénicos de palmeiras de grupos de isolados néao-
patogénicos de outros vegetais, permitindo uma distincdo dos organismos
causadores de doencas em palmeiras. Dentre os marcadores cita-se a analise da

sequéncia do gene da subunidade menor do RNA ribossémico (SSU rRNA) (Marché
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et al.,, 1995); o padrédo de isoenzimas (Guerrini et al., 1992; Muller et al., 1994);
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA - Polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso) (Muller et al., 1997); RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms -
Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo) (Muller et al., 1995) e
andlise da sequéncia SL (Dollet et al., 2001a) e de minicirculos de kDNA (Sturm et
al., 2007).

A classificacao por sequéncias de genes de RNA ribossémico 5S indicou que
0 espectro de Phytomonas spp. era composto por pelo menos oito grupos (grupos A
a l) (Dollet et al., 2000). Dados mais recentes, baseados na andlise das sequéncias
do gene do RNA ribossémico 5,8S e das regides ITSs (Internal Transcribed Spacers
- Espacadores internos transcritos) e de microssatélites (Dollet et al., 2011) apontam
para a existéncia de pelo menos dez grupos (grupos A a J).

Estas analises mostram que os isolados floemicolas formam um grupo
bastante homogéneo (grupo H) que se diferencia dos demais agrupamentos
heterogéneos de isolados de latex e de frutos e de tripanossomatideos de insetos
(Sturm et al., 2007). No entanto, nenhum critério objetivo foi estabelecido para a

classificacéo das espécies dentro de Phytomonas.

1. 1. 4 Biologia de Phytomonas serpens e a importancia de estudos centrados nesta

espécie

Em 1957, foram descobertos flagelados na polpa de tomates na Africa do Sul,
denominados Leptomonas serpens por Gibbs (Gibbs, 1957 apud Jankevicius et al.,
1989). Sua denominacdo foi alterada posteriormente por Podlipaev para
Phytomonas serpens (Podlipaev, 1986 apud Jankevicius et al., 1989). Devido a
possibilidade de cultivo in vitro, conseguiu-se fechar o ciclo bioldgico de P. serpens
em insetos e plantas em condicbes laboratoriais, observando-se elevado
polimorfismo (Figura 2) (Jankevicius et al., 1988, 1989).

Os estudos mostraram que apenas tomates maduros eram infectados com
sucesso por P. serpens (Jankevicius et al., 1988). Os autores sugeririam que a nao
infeccdo de tomates em fase de maturacdo estaria associada a presenca de
fitoalexinas (tomatina ou tomaditina) e receptores de superficie que funcionam como
defesa contra a invasao de microorganismos. Estes componentes tém expressao

reduzida ou ausente no fruto maduro. Jankevicius et al. (1988, 1989) concluiram
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haver pelo menos dois vetores (Phthia picta e Nezara viridula) transmissores de P.
serpens em tomate, que transmitiriam os flagelados para a polpa do tomate através

da saliva.

Figura 2 - Polimorfismo de Phytomonas serpens, parasita de tomate.

1 e 2, formas de seiva do fruto; 3 e 4, flagelados de meio bifasico agar-sangue/LIT; 5 e 6,
formas alongadas de fase estacionaria de meio de cultura LIT; 7 e 8, formas néo-flageladas
de urina de vetores hemipteros; 9 e 10, flagelados do trato digestivo de vetor.

FONTE: Camargo (1999), modificado de Jankevicius et al. (1989).

A observacdo de que o soro de pacientes com doenca de Chagas
apresentava alta reatividade com antigenos de P. serpens levou o grupo do Dr. J. V.
Jankevicius a investigar a natureza dos antigenos de P. serpens que apresentavam
reatividade cruzada com T. cruzi (Bregano et al., 2003). O grupo verificou que
antigenos de superficie do fitoflagelado induzem uma imunidade protetora em
camundongos, protegendo-os parcialmente contra um desafio com T. cruzi (Bregan6
et al., 2003; Pinge-Filho et al., 2005; Graca-de Souza, et al., 2010). Com base nestes
resultados, foi sugerido que a imunizacdo oral com um tripanossomatideo de
plantas, ndo-patogénico para o homem, poderia representar uma vacina contra a
doenca de Chagas.

Foi verificado posteriormente que outros tripanossomatideos de insetos e de
plantas, incluindo Phytomonas spp., compartiham com T. cruzi, T. brucei e
Leishmania spp. a metaloprotease de superficie gp63 (Santos et al., 2006). Além
desta enzima, uma ferro superoxido dismutase de Phytomonas spp. também
apresenta epitopos de reacdo cruzada com tripanossomatideos patogénicos
(Quesada et al., 2001; Marin et al., 2004, 2006).
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1. 1. 5 Metabolismo

Adaptacbes metabdlicas profundas sdo esperadas para permitir que
Phytomonas prospere em ambientes tdo dispares como floema e latex de plantas
hospedeiras e tubos digestivos de insetos vetores. Algumas caracteristicas do
metabolismo de Phytomonas foram investigadas em maior detalhe no isolado de
tomate P. serpens, devido a facilidade de cultivo in vitro (Jankevicius et al., 1989).
Dentre estas caracteristicas, o aspecto mais marcante foi a observacdo de que
varios genes da cadeia respiratoria estdo ausentes do genoma da mitocéndria,
afetando fungbes mitocondriais como a respiracdo mediada por citocromo e a
producdo de ATP (Maslov et al., 1999; Nawathean e Maslov, 2000; Gonzalez-
Halphen e Maslov, 2004). Também foi relatado que a producdo de ATP deriva
principalmente da glicélise, tendo em vista que o ciclo de Krebs aparentemente nao
é funcional (Sanchez-Moreno et al., 1992). A excrecdo de enzimas envolvidas na
degradacdo do amido em di- e monossacarideos e de enzimas que degradam
celulose e pectina (Sanchez-Moreno et al.,, 1992), bem como a concentracéo
elevada de glicosomas, que compartimentalizam as enzimas da via glicolitica
(Sanchez-Moreno et al.,, 1992), sdo evidéncias que reforcam a adaptacdo de
Phytomonas ao meio rico em carboidratos do hospedeiro vegetal.

Pouco se conhece sobre o metabolismo de Phytomonas nos insetos vetores,
mas postula-se que os aminoacidos seriam a principal fonte de energia (Molinas et
al.,, 2003; Gonzélez-Halphen e Maslov, 2004), dada sua disponibilidade no
hospedeiro. Entretanto, Canepa et al. (2007) mostraram que em Phytomonas sp. o
transporte de glicose e frutose € muito mais eficiente que o de aminoacidos, o que
reforca a sugestdo de que os requerimentos energéticos destes organismos seriam

dependentes da fosforilagdo em nivel do substrato que ocorre na via glicolitica.

1. 1. 5 Genbmica e a identificacdo da sequéncia objeto desta Tese

Ha uma escassez de informacdes referentes a gendmica e proteébmica de
membros do género Phytomonas. Como um primeiro passo ha definicdo do genoma
de Phytomonas, foi caracterizado o cariétipo molecular de isolados de latex e do
grupo H (floemicolas) (Marin et al., 2008; 2009). Mais recentemente, foi sequenciado

pela técnica de pirosequenciamento o genoma de Phytomonas sp. isolada de
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Jatropha macrantha (TCC 066E). No entanto os dados ainda ndo estédo disponiveis
ao publico (Alves et al., 2011).

Ha alguns anos, com o intuito de expandir o conhecimento basico sobre a
biologia e metabolismo de Phytomonas, nosso grupo, em colaboragdo com o grupo
do Dr. Antonio Gonzalez (Instituto de Parasitologia y Biomedicina, CSIC, Granada,
Espanha) e do Dr. Georgios Pappas Junior (Universidade Catolica de Brasilia, UCB,
Brasil), gerou, sequenciou e analisou 2.190 etiquetas de sequéncias transcritas
(ESTs) de uma biblioteca de cDNA de P. serpens (Pappas et al., 2005). Apés a
formacdo de agrupamentos, as categorias funcionais das sequéncias-consenso
foram designadas. A época, cerca de 36% das sequéncias ndo apresentaram
precedentes, ao passo que as restantes apresentaram similaridade com enzimas de
varias vias metabdlicas, proteinas implicadas em processos de traducéo, biogénese
e estrutura ribossémica, modificacbes pos-transducionais, turnover de proteina e
chaperonas, transporte de carboidratos, dentre outros (Pappas et al., 2005).

O agrupamento mais populoso de P. serpens continha 45 ESTs homologas a
membros da familia de transportadores de glicose (Pappas et al., 2005). Este
achado pode ser diretamente correlacionado com a adaptacdo de Phytomonas ao
ambiente rico em carboidratos das plantas hospedeiras e sua dependéncia da
producdo de ATP a partir da glicélise, conforme descrito acima.

A sequéncia-consenso (540 nucleotideos) de um dos agrupamentos de ESTs
de P. serpens, resultantes do trabalho de Pappas e colaboradores (2005),
apresentou os maiores indices de similaridade de sequéncia no nivel de aminoacido
com indolpiruvato descarboxilases (IPDCs) de fitobactérias, com enzimas
dependentes de tiamina pirofosfato (TPP) e com uma putativa piruvato/indolpiruvato
carboxilase de L. major.

A sequéncia completa do gene da putativa IPDC de P. serpens, representada
por 2.364 pb, sendo 1.647 pb correspondentes a fase aberta de leitura (ORF), foi
obtida por nés (lenne et al., 2012) e a busca pelo programa BLAST X no banco de
dados néo reduntante (nr, non redundant) do NCBI utilizando como entrada (query)
a sequéncia nucleotidica completa (2.364 pb) confirmou a elevada similaridade com

enzimas dependentes de TPP (Tabela 1) e as putativas enzimas de Leishmania.
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Tabela 1 - Lista das dez primeiras sequéncias com maior similaridade com a
sequéncia nucleotidica completa de PDC/IPDC de P. serpens obtidas
por BLAST X (translated query versus protein database) contra o banco
de dados nr de sequéncias nucleotidicas traduzidas do NCBI,
ranqueadas pelo bit-score do alinhamento.

Ndmero de
Acesso no Descricdo da sequéncia E-value Bit-score Identidade Similaridade
GenBank
pyruvate/indole-pyruvate carboxylase [Leishmania !
XP_001564563 |, iliensis MHOM/BR/75/M2904]" 6e-137 493 46 61
pyruvate/indole-pyruvate carboxylase [Leishmania major !
XP_001686429 strain Friedlin]* le-136 492 47 62
XP 001468661 pyruvate/mdole-pg/ruvate carboxylase [Leishmania 46-136 490 a7 61
- infantum JPCM5]
7P 06639356 Lnéjscgiepyruvate decarboxylase [Serratia odorifera DSM 26-130 471 24 62
7P 06191191 thlam_me pyrophosphgte binding domain-containing 26-130 471 45 64
protein [Serratia odorifera 4Rx13]
CAX60783 Indolepyruvate decarboxylase [Erwinia billingiae Eb661]  2e-128 464 46 64
YP 001479638 thlam_me pyrophosphate binding domain-containing 9e-128 262 24 63
protein [Serratia proteamaculans 568]
AAB06571 Indolepyruvate decarboxylase [Pantoea agglomerans] 2e-126 457 45 62
indole-3-pyruvate decarboxylase [Pectobacterium !
YP_051693 atrosepticum SCRI1043] 2e-126 457 45 60
YP_001005545 indole-3-pyruvate decarboxylase [Yersinia enterocolitica 8e-126 456 a4 60

subsp. enterocolitica 8081]

% Como sera discutido no texto, a designacdo correta da enzima de Leishmania deveria ser
piruvato/indolpiruvato descarboxilase.
FONTE: Adaptado de lenne et al., 2012.

As trés primeiras entradas correspondem as putativas piruvato/indolpiruvato
carboxilases de L. braziliensis, L. major e L. infantum, ao passo que outras entradas
correspondem a descarboxilases e proteinas com dominio de TPP (ver Tabela 1).
O fato de encontrarmos acertos com carboxilases e descarboxilases nos causou
estranheza, uma vez que as carboxilases tém como cofator biotina, ao passo que a
descarboxilases tém como cofator TPP. Ao fazer a analise dos dominios das
putativas enzimas de Leishmania com o programa PFAM (Bateman et al., 2004)
(site: http://lwww.sanger.ac.uk/ Software/Pfam/search.shtml), observamos a presenca
de dominios para TPP, indicando tratarem-se de descarboxilases e ndo de
carboxilases. Desta forma, a designacdo equivocada das enzimas de Leishmania sp.

provavelmente € decorrente da anotacdo automatica, usual em projetos Genoma.
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Outro ponto que nos chamou a atencdo foi ndo termos encontrado genes
ortélogos as enzimas putativas de Leishmania spp. nos genomas de Trypanosoma
cruzi e T. brucei, ao contrario do que ocorre para muitos genes que sédo conservados
nestes tripanossomatideos (El-Sayed et al., 2005).

Na Tabela 1 nota-se que as entradas que apresentam elevada similaridade
com a sequéncia proteica de P. serpens correspondem a indolpiruvato
descarboxilases e enzimas dependentes de TPP de bactérias dos géneros Pantoea,
Erwinia e Pectobacterium. Estas bactérias, comumente encontradas na superficie de
plantas (Brandl et al., 1996; Brandl e Lindow, 1997, 1998; Brandl et al., 2001),

pertencem a classe Gammaproteobacteria - familia Enterobacteriaceae.

1. 2 Transferéncia Horizontal Génica

Multiplos eventos de transferéncia horizontal génica (THG) tém sido
implicados na aquisicdo de peculiaridades estruturais e bioguimicas dos
tripanossomatideos, o que permitiu a adaptacdo destes organismos a uma vasta
gama de hospedeiros (Opperdoes e Michels, 2007). O sucesso adaptativo destes
organismos, atestado por sua complexidade metabdlica e organizacional, sO teria
sido possivel gracas a aquisicAo de um grande numero de genes a partir de
ancestrais doadores representados por virus, bactérias, cianobactérias
endossimbiontes e bactérias nao-fototréficas, por exemplo, residentes no intestino
do inseto hospedeiro (Opperdoes e Michels, 2007).

Hannaert et al. (2003) reportam uma cole¢&o de genes de tripanossomas que
apresentam similaridade com genes de plantas e de procariotos. Muitos destes
genes estao envolvidos no metabolismo de carbono, biossintese de acidos graxos e
aminoacidos aromaticos, metabolismo do glicerol, protecdo contra espécies reativas
de oxigénio, respiracdo e bombeamento de prétons (Hannaert et al., 2003; Waller et
al., 2004). Por exemplo, dados dos projetos genoma de T. cruzi, T. brucei e L. major
indicam que estes organismos possuem muitos genes codificadores de quinases de
acucares, cujos produtos estariam localizados em glicossomas (Berriman et al.,
2005). A presenca de tantas quinases especificas para agucares diferentes da
glicose provavelmente reflete uma adaptacdo precoce voltada para fontes ricas em
carboidratos presentes nos hospedeiros vetores e em plantas (Opperdoes e Michels,

2007). Esta adaptacdo pode ter sido facilitada por multiplos eventos de THG entre
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bactérias (endo)simbiontes presentes tanto no intestino do inseto quanto no proprio
parasita (Opperdoes e Michels, 2007; Kofeny et al., 2010; Alves et al., 2011). De
fato, os tripanossomatideos parasitam uma grande variedade de insetos com
diferentes habitos alimentares. Como exemplos citam-se as espécies de Crithidia,
Leptomonas e Herpetomonas que podem ndo apenas habitar o intestino de uma
variedade de insetos, mas também sdo capazes de estabelecer infeccbes
transitérias em plantas (Catarino et al., 2001), e Phytomonas spp., que alternam o
ciclo entre insetos e plantas hospedeiras.

O fato de o gene da putativa piruvato ou indolpiruvato descarboxilase
(PDC/IPDC) de P. serpens apresentar elevada similaridade com IPDCs e enzimas
dependentes de TPP de fitobactérias sugere que este gene também poderia ter sido
adquirido por transferéncia horizontal.

A hipétese de THG ja havia sido levantada anteriormente para a aquisi¢do do
gene de Phytomonas que codifica uma isopropil alcool desidrogenase (iPDH)
(Molinas et al., 2003). A partir de analises filogenéticas, os autores verificaram que a
sequéncia do gene de iPDH de Phytomonas sp. comporta-se de forma monofilética
com o clado de alcool desidrogenases (ADH) de Mycoplasma penetrans e de varias
proteobactérias (Molinas et al., 2003). A analise da sequéncia proteica e das
propriedades cinéticas da iPDH de Phytomonas sp. e da ADH da proteobactéria
Ralstonia eutropha levou os autores a postular que a enzima iPDH apareceu no
género Phytomonas como resultado de um processo de THG entre uma bactéria
estritamente aerdbica atuando como doadora e um tripanossomatideo ancestral
atuando como receptor. O fato de a IPDH nao ter sido encontrada nos géneros
Trypanosoma, Leishmania, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia e Herpetomonas
(Uttaro et al., 1997) sugere que a aquisicdo deste gene teria conferido uma
vantagem seletiva para um tripanossomatideo que vive em floema e latex de plantas
(Molinas et al., 2003).

Em resumo, o fato de termos encontrado no fitoflagelado P. serpens uma
sequéncia que apresenta elevada similaridade com enzimas dependentes de TPP
de bactérias associadas a plantas sugere um processo de transmissao horizontal
génica, como proposto para o gene de iPDH comentado acima.
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1. 3 Enzimas dependentes de TPP

A coenzima TPP (Figura 3), forma biologicamente ativa da vitamina B, € um
cofator essencial em diversas reacfes enzimaticas metabolicamente criticas que
envolvem a quebra de pontes C-C (carbono-carbono) adjacentes a um grupo
carbonila. A primeira estrutura tridimensional determinada para uma enzima
dependente de TPP foi a da transcetolase (Lindqvist et al., 1992).
Subsequentemente, foram obtidas as estruturas da piruvato oxidase (Muller e
Schulz, 1993), piruvato descarboxilase (Dyda et al., 1993), e de outras enzimas
dependentes de TPP (Duggleby, 2006).

Figura 3 - Estrutura quimica da Tiamina Pirofosfato (TPP).

FONTE: lenne (2012).

Estas enzimas incluem uma vasta classe de a-cetoacido descarboxilases,
tanto ndo-oxidativas (como as PDCs e IPDCs), quanto oxidativas (as piruvato
desidrogenases e piruvato oxidases), assim como as transcetolases. O
conhecimento da estrutura tridimensional, aliado a analise de sequéncias, permitiu
classificar as enzimas dependentes de TPP em cinco familias: DC (descarboxilases),
TK (transcetolases), OR (oxidoredutases), e K1 e K2 (desidrogenases). Todas estas
enzimas possuem uma regido conservada, conhecida como assinatura das enzimas
dependentes de TPP, que comeca com os residuos -GDG- e termina com -NN- e
que corresponde a um sitio de ligacdo de Mg?* e da porcdo difosfato da TPP
(Hawkins et al., 1989; Koga et al., 1992; Koga, 1995; Schitz et al., 2003a).

Duggleby (2006) verificou que os dominios N- e C-terminal estdo presentes
nas cinco familias de enzimas dependentes de TPP, e que o terceiro dominio
(Central) estd presente somente nas familias DC (descarboxilases) e TK

(transcetolases), embora a ordem dos dominios na sequéncia proteica ndo seja
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similar nas duas familias. Para assumir sua atividade, as descarboxilases precisam
estar ligadas aos cofatores TPP e Mg?*, uma interacdo altamente conservada entre
as enzimas dependentes de TPP (Schiitz et al., 2003b).

1.4 PDC/IPDC de P. serpens

As enzimas PDC (EC 4.1.1.1) e IPDC (EC 4.1.1.74) apresentam elevada
similaridade estrutural, que ndo permite a atribuicdo funcional inequivoca baseada
unicamente em suas sequéncias nucleotidicas ou proteicas. Diferencgas significativas
entre as duas enzimas residem na especificidade e afinidade pelos substratos
(Schitz et al., 2003a). As PDCs apresentam Ky, para acido piravico da ordem de mM
(1,3 mM para a PDC de Saccharomyces cerevisiae; Boiteux e Hess, 1970); ao passo
que a Ky das IPDCs para &cido indol-3-pirdvico € da ordem de uM (15 uM para a
IPDC de E. cloacae; Koga et al., 1992, 1995).

Nesta altura surgem as perguntas — a enzima codificada pelo gene PDC/IPDC
de P. serpens teria atividade de piruvato descarboxilase ou de indolpiruvato
descarboxilase? Que vantagem adaptativa esta atividade conferiria ao fitoflagelado?

A PDC é a enzima chave do processo de fermentacdo alcodlica, no qual a
enzima converte o acido pirdvico produzido na glicélise em acetaldeido e didéxido de
carbono. O acetaldeido € subsequentemente reduzido a etanol por uma alcool

desidrogenase (ADH), com a oxidacdo concomitante de NADH (Figura 4).

Figura 4 - Esquema do processo de fermentacdo alcodlica e as principais enzimas
envolvidas: piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase.
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FONTE: lenne (2012).
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A aquisicdo de uma atividade PDC é particularmente interessante para
Phytomonas uma vez que a fermentacdo alcodlica representaria um mecanismo
para oxidar parte do NADH formado na glicélise (Figura 4), garantindo o
funcionamento desta via, principal responsavel pela producdo de ATP (Bringaud et
al., 2006). Conforme especificado acima, em Phytomonas a cadeia respiratoria ndo é
funcional, assim como o ciclo de Krebs (Sanchez-Moreno et al., 1992; Maslov et al.,
1999; Nawathean e Maslov, 2000; Gonzalez-Halphen e Maslov, 2004). Nossa
hipétese de uma atividade PDC explicaria observacdes anteriores de que em
Phytomonas etanol € um dos produtos principais do catabolismo da glicose em
condi¢cbes de aerobiose e anaerobiose (Sanchez-Moreno et al. 1992; Chaumont et
al., 1994). Digno de nota é o fato de uma atividade de PDC nunca ter sido descrita
nestes flagelados.

A enzima IPDC é considerada a enzima-chave na via de biossintese do acido
indol-3-acético (auxina, AlA) (Koga et al., 1991a; Koga, 1995) (Figura 5), um dos
horménios vegetais mais importantes. A auxina desempenha papel fundamental nos
processos de formacédo de raiz e divisdo celular, promovendo o alongamento do
caule e inibindo o alongamento da raiz, atuando ainda na dominancia apical,
abscisédo foliar e desenvolvimento de fruto partenocarpico (Purves et al., 2002;
Woodward e Bartel, 2005).

Embora seja amplamente aceito que as plantas usam diversas vias para
sintetizar AIA, as enzimas, intermediarios metabolicos e genes codificadores néo
estdo bem caracterizados (Woodward e Bartel, 2005). Até o momento, ndo foi
descrita uma IPDC em plantas. Supfe-se que, caso esta enzima esteja presente,
seja instavel e/ou exista em baixas concentracdes (Koga et al., 1991b, 1992).

A capacidade de produzir AIA €& amplamente difundida em bactérias
associadas a plantas (Patten e Glick, 1996; Spaepen e Vanderleyden, 2010). O
interesse no estudo da producdo de AIA em bactérias ndo deriva apenas dos efeitos
fisiolégicos que os fitorménios promovem em plantas, mas também do possivel
papel nas interacdes planta-bactéria. Bactérias cujos genes codificam enzimas que
levam a sintese de AIA estdo envolvidas em patogénese de plantas ou podem ser
responsaveis por promover o crescimento destas (Costacurta e Vanderleyden,
1995). Vérios destes microorganismos, tais como Agrobacterium tumefaciens, E.
herbicola e patovars de Pseudomonas syringae (savastanoi e syringae) estao

relacionados com patogénese em plantas, ao passo que outros microorganismos
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como E. cloacae, Azospirillum brasilense, P. putida, E. herbicola, Halomonas sp.,
Rhizobium sp., Acetobacter diazotrophicus e Bradyrhizobium japonicum séo
reportados como agentes que estimulam o crescimento vegetal contribuindo para o
“pool” endégeno de AIA da planta (Costacurta e Vanderleyden, 1995; Brandl et al.,
1996; Patten e Glick, 1996; Ona et al., 2005; Spaepen et al., 2007).

A sintese de AIA em bactérias a partir de triptofano pode seguir duas vias
principais (Figura 5). Na primeira via (setas em negrito), o triptofano sofre
transaminacdo a acido indol-3-pirdvico, o qual € descarboxilado a indol-3-
acetaldeido pela IPDC. Subsequentemente uma indolacetaldeido oxidase
transforma o indol-3-acetaldeido em &cido indol-3-acético. Acido indol-3-latico e
triptofol sdo formados de forma reversivel a partir de acido indol-3-piravico e indol-3-
acetaldeido, respectivamente, e podem ser produtos de armazenamento importantes
envolvidos na regulacdo da biossintese de AIA (Koga et al., 1991a). Na segunda via
(setas finas), o triptofano é convertido em indol-3-acetamida, que da origem ao AlA.
A segunda via seria preferencial em cepas consideradas patogénicas (Spaepen e
Vanderleyden, 2010) e ocorreria sem a participacéo da IPDC.

Pelo exposto acima, em tese, a aquisicdo de uma atividade IPDC também
poderia trazer vantagens adaptativas a P. serpens, flagelado encontrado em tomates
e que ndo causa patogenia (Jankevicius et al. 1988; Jankevicius et al., 1989,
Camargo et al. 1990).
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Figura 5 - Vias de sintese de AIA em bactérias a partir do Triptofano.
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Em italico encontram-se os nomes das enzimas que catalisam as reacfes. A IPDC, tema
desta tese, € indicada com um retangulo. As setas em negrito indicam a via preferencial em
cepas ndo patogénicas. ILA e Tol sédo reversivelmente formados, respectivamente, a partir
de IPyA e IAALD, de maneira ndo enzimatica.

FONTE: Adaptado de Koga et al., 1991a.
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2 OBJETIVOS

A presenca de um gene PDC/IPDC em P. serpens com alta similaridade com
genes de fitobactérias levanta a hipétese de que um evento de THG pode ter
ocorrido e conferido vantagens adaptativas a este organismo.

A fermentacdo alcodlica, dependente de uma atividade PDC, pode ter
conferido um ajuste metabdlico extenso em Phytomonas, promovendo a oxidacao do
NADH produzido na glicolise e assim sustentando altas taxas desta via, principal
responsavel pela producéo de ATP neste organismo.

A atividade IPDC, enzima chave na biossintese de AIA em fitobactérias,
determinaria a producao de auxina com implicacdes na interacao entre o flagelado e
a planta hospedeira.

Desta forma, os objetivos centrais do presente trabalho s&o: (i) caracterizar o
gene PDC/IPDC de P. serpens e investigar sua possivel origem, e (ii) avaliar as
atividades PDC e IPDC em P. serpens.

S&o objetivos especificos:
|. caracterizar o gene PDC/IPDC de P. serpens e avaliar sua presenca em
isolados de Phytomonas;
Il. verificar a existéncia de ortdlogos de PDC/IPDC em outros
tripanossomatideos;
lll. obter evidéncias de um possivel evento de THG para a aquisi¢cdo do gene
PDC/IPDC;
IV. investigar a producdo de etanol e do fitormbnio AIA em culturas de P.
serpens;
V. caracterizar a atividade PDC em extratos de P. serpens;
VI. analisar a funcionalidade do AIA produzido por P. serpens por bioensaio;
VII. investigar a producao de AIA em sistema in vivo representado por vegetais
infectados com P. serpens;
VIII.  clonar, expressar e purificar a enzima recombinante de P. serpens visando

a determinacao de parametros cinéticos.
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3 MATERIAL E METODOS

Nota: Serdo apresentados apenas os detalhes metodolégicos néo inclusos em

Material e Métodos dos artigos anexos ao corpo desta tese.

3.1 Meios de Cultura e Solucdes

Meio LB: Bacto-triptona 10 g/L; Extrato de Levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L; (pH 7,0).

Meio LB-agar: meio LB com 15 g/L de agar bacterioldgico.

PBS: tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,2; NaCl 150 mM.

SSC 1x: NaCl 150 mM; Citrato de Sédio 15 mM (pH 7,0).

Tampao de Amostra 6x: Azul de Bromofenol 0,25%; Glicerol 30%; SDS 0,6%;
EDTA 6 mM (pH 8,0).

TBE 1x: Tris-base 89 mM; Acido Borico 89 mM; EDTA 2 mM (pH 8,0).

X-Gal: 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-B-D-galactopiranosidio 2% (p/v) em dimetil-
sulfoxido (DMSO).

3.2 Tripanossomatideos e seu cultivo

As culturas de P. serpens e de L. major foram gentiimente cedidas,
respectivamente, pelas Profas. Dras. Marta Maria Geraldes Teixeira (Instituto de
Ciéncias Biomédicas, USP) e Lucile Floeter-Winter (Instituto de Biociéncias, USP), a
guem somos gratas.

Formas promastigotas de P. serpens foram cultivadas em meio Grace (Grace,
1962), contendo 10% de soro fetal bovino, a 28 °C, sem agitacdo. Formas
promastigotas de L. major foram cultivadas em meio 199 segundo Kapler et al.
(1990) com as seguintes modificagcoes: adicdo de 0,09 g/L de L-Triptofano (Trp) e
0,00001 g¢g/L de Tiamina Pirofosfato (TPP) (para igualar as concentracdes
encontradas no meio Grace), contendo 10% de soro fetal bovino, a 25 °C. Quando
necessario, P. serpens e L. major foram também cultivadas em meios com 0,5 g/L e
2,5 g/L de triptofano ou 3,5 g/L e 17,5 g/L de glicose (concentragbes 5 e 25 vezes
maiores do que as encontradas no meio Grace). Os organismos provenientes de

meio de cultura foram lavados duas vezes com PBS por centrifugagéo a 5900 g a 4
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°C por 7 min. e os sedimentos de células (pellets) foram utilizados ou estocados a -
80 °C até o momento do uso, para extragdo de DNA e RNA.

Formas coanomastigotas de Crithidia fasciculata e C. acanthocephali,
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Marta M. G. Teixeira, foram cultivadas em Meio
LIT (Liver Infusion Tryptose; preparado segundo Castellani et al., 1967), contendo
10% de soro fetal bovino, a 28 °C, sem agitacao.

As demais preparactes de DNA foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra.
Marta M. G. Teixeira. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das espécies de

tripanossomatideos analisadas neste estudo.

Tabela 1 - Caracteristicas dos tripanossomatideos utilizados no estudo.

Hospedeiro

Espécie/lsolado Identificagdo hozigg dcejziero Espécie
P. serpens TCC 060 Planta Solanum lycopersicum
L. major ’ Humano Homo sapiens
Trypanosoma cruzi (CL Brener) ’ Inseto Triatoma infestans
ngupsa:ir;](;soma rangeli (San Humano Homo sapiens
Leishmania (L.) amazonensis ’ Humano Homo sapiens
Leishmania (V.) guyanensis TCC 374 Inseto Lutzomia umbratilis
Endotrypanum schaudinni TCC 014 Mamifero Choloepus hoffmanni
Herpetomonas muscarum TCC 001 Inseto Musca domestica
Herpetomonas megaseliae TCC 002 Inseto Megaselia scalaris
Herpetomonas mariadeanei TCC 004 Inseto Muscina stabulans
Crithidia fasciculata TCC 039 Inseto Anopheles quadrimaculatus
Crithidia acanthocephali TCC 037 Inseto Acanthocephala femorata
Crithidia deanei TCC 036 Inseto Zelus leucogrammus

O calculo do tempo de dobramento das culturas foi realizado usando-se
pontos da fase exponencial de crescimento, segundo as equacdes 1 e 2 abaixo
(Pelczar et al., 1996).

n = 3,3. (log b) Q)
(log B)

Onde n se refere ao numero de geracfes, B = concentracdo de células no

tempo inicial e b= concentracdo de células no tempo final. Tendo definido n, o tempo
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de geracdo g, que representa o tempo que leva para uma populacdo dobrar &
calculado pela equagéo 2:

g=_1 2)
n

Onde t corresponde ao tempo transcorrido entre a medida de B e b (ver

equacao 1)
3.3 Extracédo de DNA

Para a extracdo de DNA foram utilizados os procedimentos descritos por
Ozaki e Cseko (1984) e Sambrook e Russell (2001), com modificagdes. O DNA foi
extraido a partir de pellets de P. serpens, L. major, C. fasciculata e C.
acanthocephali. As células foram ressuspensas em Solucdo de Lise [NaCl 0,15 M;
EDTA 2,5 mM (pH 8,0); Tris-HCI 2,5 mM (pH 8,0); Lauril Sarcosinato de Sodio 0,5%]
contendo 100 pg/mL de Proteinase K e 10 ug/mL de RNAse A (livre de DNAse), e
incubou-se a 50 °C por 1 hora, sob agitacdo esporadica. Realizou-se a extracdo com
Fenol/Tris-HCI (pH 8,0), Fenol/Cloroférmio, Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1) e
com Cloroférmio. Precipitou-se o DNA com acetato de sodio 0,3 M (pH 7,0) e dois
volumes de Etanol Absoluto por aproximadamente 14 horas, a 4 °C. A solucéo foi
centrifugada e o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com Etanol 70%,
centrifugou-se e, apdés secagem completa do pellet, este foi ressuspenso em TE. A
concentracéo final de DNA em cada amostra foi determinada em espectrofotbmetro
NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific”), a partir da medida da absorbancia a 260 nm.
As preparacdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,7%, com
tampdo TBE 1x acrescido de brometo de etidio em uma concentragdo final de 0,5

pg/mL. A eletroforese ocorreu em um campo elétrico <5 V/cm.
3.4 Analise de ortodlogos em tripanossomatideos
3.4.1 Amplificacao por PCR

O par de oligonucleotideos degenerados Try.IPDC.N.For/Try.IPDC.M.Rev
(Figura 1 - Anexo A) foi desenhado com base no alinhamento das sequéncias
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nucleotidicas PDC/IPDC de P. serpens e L. major/L. brasiliensis/L. infantum (nUmero
de acesso no GenBank: XP_001686429, XP_001564563 e XP_001468661). As
reacoes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 25 pL, contendo 50
ng de DNA, 1 unidade de Taq DNA polimerase Biolase (Bioline), tampé&o da enzima
Tag 1x, MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 uM, 0,4 uM de cada oligonucleotideo. As
condi¢gbes da PCR incluiram 5 min de desnaturagéo a 95 C, seguido de 30 ciclos de
trés temperaturas: 1 min de desnaturacdo a 95 °C; 1 min de anelamento dos
oligonucleotideos a 61 °C, e 1 min de elongacdo a 72 °C; seguido de 9 min de
elongacdo a 72T. O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de
agarose em Tampao TBE 1x, em campo elétrico < 5V/cm. ApGs a eletroforese, o gel
foi corado com brometo de etidio (0,5 pyg/mL) e fotografado em transiluminador de
luz UV.

3.4.2 Southern blot

O DNA genbmico (7 pg) de T. cruzi, L. major, C. fasciculata e C.
acanthocephali digerido com a enzima de restricdo Sac | (New England Biolabs) foi
fracionado em gel de agarose 1% e transferido para membrana de nailon (Hybond-
N, Amersham Biosciences) usando protocolo padronizado por Sambrook e Russell
(2001). O produto de amplificagdo de DNA gendmico de C. acanthocephali com os
oligonucleotideos degenerados foi utilizado como sonda para hibridizacdo. A sonda
foi marcada com a[P**]dATP (PerkinElmer). A incorporacdo dos nucleotideos
radioativos foi realizada com o kit Random Primer DNA Labeling Kit (Invitrogen),
segundo instrucdes do fabricante. O DNA marcado foi purificado por cromatografia
de filtracdo em gel Sephadex-G50 (segundo Sambrook e Russell, 2001). A
hibridizac&o ocorreu a 60 °C em solugdo contendo Ficoll 0,05%, PVP 0,05%, EDTA
0,5 mM, SSC 3x, SDS 0,1%, DNA de esperma de salméo 100 pg/mL. A membrana
foi lavada até a estringéncia final de final de SSC 0,1x/SDS 0,1% a 60 °C. As
imagens das autoradiografias foram coletadas em Phosphor Screens (Kodak
Rochester) e analisadas por densitometria com o aplicativo Image Quant™ TL
(versao de demonstracéo, 2005 - Molecular Dynamics).
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3.5 Abundéancia de transcritos do gene  PDC/IPDC

3.5.1 Preparo das amostras e Slot Blot

RNA total de P. serpens e de L. major foi extraido com o reagente de TRIzol
(Invitrogen) e tratado com DNAse RQ1 RNAse-free (Promega) de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. A concentracdo de RNA nas amostras foi estimada em
espectrofotometro NanoDrop. As amostras de RNA total tratado com DNAse foram
ressuspensas em 30 pL de SSC 20x e 20 pL de Formaldeido 37% e incubadas a 60
°C por 30 minutos. As amostras foram aplicadas a membranas de nailon Hybond-N
(previamente hidratadas com SSC 10x) com o molde de aplicagdo em slots (BIO-
DOT Slot Format - BioRad) e bomba de vacuo Red-Evac (Hoefer Scientific
Instruments San Francisco) a uma pressdo negativa de 30 mm de Hg. O RNA foi

fixado a membrana por aquecimento a 80 °C por 2 horas.

3.5.2 Preparo das sondas

Foram utilizados como sondas os produtos de amplificagdo obtidos a partir de
amplificacdo do DNA gendémico de P. serpens e L. major com o par de
oligonucleotideos degenerados Try.IPDC.N.For/Try.IPDC.M.Rev (item 3.4.1). Como
controle, desenhamos o par de oligonucleotideos iniciadores GAPDPhyl e
GAPDPhy2, com base no alinhamento das sequéncias nucleotidicas do gene
GAPDH de P. serpens e L. major (vide localizacdo dos oligonucleotideos no item
4.45 de Resultados e Discussao). As condicbes de amplificacdo por PCR,
purificacdo dos produtos de amplificacdo e marcacgéo das sondas por random priming
com a[P**]dATP estdo descritas no item 3.4.2.

3.5.3 Hibridizacao, lavagem das membranas e aquisi¢cao do sinal de hibridizacao

As membranas de slot blot foram pré-hibridizadas em forno HyBaid a 42 °C
por 90 minutos com 12 mL de tamp&o de hibridizagdo (SSPE 5x, Formamida 50%,
Denhardt’s 5x, SDS 0,1%). A sonda foi desnaturada por aquecimento a 100 °C por 5
minutos e adicionada ao tampao de hibridizacdo. A hibridizacdo ocorreu por 12

horas a 42 °C. Inicialmente as membranas foram hibridizadas com as sondas do
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gene PDC/IPDC de P. serpens e L. major. A lavagem das membranas foi feita a 42
°C com solugdo SSPE 1x e SDS 0,1% por 30 minutos, SSPE 0,5x e SDS 0,1% por
1h00 e SSPE 0,1x e SDS 0,1% por 1h00. As imagens das autoradiografias foram
coletadas em Phosphor Screens (Kodak Rochester) e escaneadas com o aparelho
Phosphorlmager Storm 840 (Molecular Dynamics). A intensidade do sinal de
hibridizacdo foi determinada a partir das imagens escaneadas, utilizando-se o
programa ImageJ (verséo 1.36b)?.

Para reutilizagdo das membranas, as sondas dos genes PDC/IPDCs foram
removidas por lavagem com SDS 0,1% (inicialmente a 100 °C) até o resfriamento da
solucdo. As membranas foram expostas em Phosphor Screens para verificar a
eficiéncia do processo. As membranas foram subsequentemente hibridizadas com
sonda derivada do gene GAPDH. As condi¢fes de hibridizagéo, lavagem e aquisicéo

do sinal foram as mesmas descritas acima.

3.6 Caracterizacao de parametros cinéticos da ativi  dade IPDC em lisados de P.

serpens

3.6.1 Avaliacéo da atividade IPDC

Extratos semi-purificados de P. serpens foram obtidos conforme metodologia
adaptada de Camargo et al. (1978) e Camargo et al. (1987). Os sedimentos de 10°
células foram ressuspensos em 2 mL de tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 6,5,
MgCl, 5 mM e TPP (Tiamina Pirofosfato) 0,1 mM e rompidos por vibragao sonica. A
sonicacdo foi realizada a 4 °C, por 7 ciclos de 15 segundos, com intervalos de 1
minuto entre os ciclos, em equipamento Microson™ Ultrasonic Cell Disruptor (Heat
Systems) na poténcia 80%. O lisado celular foi centrifugado a 16000 g por 30
minutos. A atividade enzimatica foi avaliada no sobrenadante. A concentracdo de
proteina foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), a 595 nm,
utilizando-se espectrofotometro GeneQuant (Amersham Biosciences). Albumina
sérica bovina foi utilizada para construir a curva padrao.

A atividade IPDC foi determinada em meios reacionais consistindo de tampao
fosfato de potassio 10 mM, MgCl, 5 mM, TPP 0,1 mM, indolpiruvato (IPyA) 0,5 mM e

2 desenvolvido por W. S. Rasband. Disponivel em: <http://rsb.info.nih.gov/ij/>. U. S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA, 1997-2007.
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extrato semi-purificado de P. serpens (80 ou 160 pg de proteina), em volume final de
1 mL. Apds o tempo de incubacdo de 15 ou 30 min, a reacao foi interrompida pela
adicao de 2 mL de Metanol. Foram adicionados 10 pL do padrao interno acido Indol-
propionico (0,093 pg/mL) e as reacdes enzimaticas foram filtradas (0,22 um) e

estocadas a -80 °C.

3.6.2 Quantificacao de AIA e precursores em meio reacional

As reacdes enzimaticas foram analisadas em cromatdgrafo a liquido HP-1100
(Hewllett-Packard") equipado com coluna C18 Luna (30 cm x 4 mm, tamanho de
particula: 5 ym — Supelco, Sigma-Aldrich). As amostras foram eluidas em gradiente
de Metanol/Acido Acético 0,1% (20:80, v/v - condic&o inicial) a 100:0 (v/v) em 30
min., sendo re-equilibrada por 10 min. na condicdo inicial entre cada uma das
corridas. As injecfes (40 uL) foram feitas por injetor automéatico modelo ALS-1100.
Os analitos foram monitorados por fluorescéncia em um detector HP-1046A em 270
nm de comprimento de onda (A) de excitacdo e 350 nm de A de emissédo. Para cada
analito (IPyA, IAAId, Tol e AlA) foram feitas curvas de calibracédo no intervalo de 25 -

1250 ng, corrigidas pela area do padréo interno acido indol-propiénico.

3.7 Clonagem e expresséo do gene PDC/IPDC de P. serpens

3.7.1 Amplificagéo do gene PDC/IPDC

O gene PDC/IPDC completo de P. serpens foi amplificado com o par de
oligonucleotideos IPDCexpF (5-CCCTCGGAAACCTAC-3) e IPDCexpR (5'-
CACTACCCCTTCCTTA- 3). A PCR foi realizada em termociclador PTC-200 MJ
Research (GMI"), em volume final de 25 L, contendo 200 ng de DNA gendmico, 0,2
mM de dNTPs, 2 mM de MgSQO,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador, tampao
10x e 1 U de enzima Pfu DNA polimerase (Fermentas). As condi¢cdes de reacao
foram: 5 min. de desnaturacéo a 95 °C, seguida de 30 ciclos de trés temperaturas: 1
min. de desnaturacdo a 95 °C; 1 min. a 57 °C de anelamento dos oligonucleotideos;
e 4 min. de elongacéo a 72 °C; seguido de 9 min. de elongacéo a 72 °C. O produto
amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8%, com tampao TBE
1x acrescido de brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese ocorreu em um campo
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elétrico = 5 V/cm. A banda de interesse foi purificada com o PureLink™ PCR
Purification Kit (Invitrogen) e a concentracdo de DNA foi estimada em

espectrofotometro NanoDrop.

3.7.2 Clonagem do gene PDC/IPDC no plasmideo pGEM T-Easy

A Pfu polimerase nao adiciona desoxiadenosinas trifosfatadas (dATPs) as
pontas 3" dos produtos de PCR, desta forma, o produto amplificado do gene
PDC/IPDC foi incubado com dATP e a enzima Tag polimerase (Fermentas),
segundo instru¢des do fabricante, para posterior clonagem no plasmideo pGEM T-
Easy (Promega). Este vetor contém residuos desoxitimidina (T) nas pontas 3’,
permitindo que o inserto gerado pela PCR ligue-se eficientemente ao vetor. A reacao
de ligacdo do plasmideo pGEM com o gene PDC/IPDC foi realizada seguindo as
instrucdes do Kit e utilizada na transformacéo de bactérias calcio-competentes E.
coli DH5a por choque térmico a 42 °C. As bactérias foram plaqueadas em placas
contendo LB-agar, ampicilina (100 pyg/mL) e 1,6 mg de X-Gal e incubadas a 37 °C
durante a noite. As coldnias contendo os plasmideos recombinantes (clones 2 a 9 e
clone B) foram inoculadas em 4 mL de meio LB contendo Ampicilina 100 pg/mL, a
37 °C, sob agitacdo, por aproximadamente 14 horas. A confirmacéo da presenca do
inserto nas bactérias foi feita por PCR de colénia com 1 pL da cultura bacteriana, os
oligonucleotideos IPDCexpF e IPDCexpR e a enzima Tag DNA polimerase
(condicdes descritas no item anterior). A extracdo de DNA plasmidial foi realizada
com o kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega), segundo
instrucdes do fabricante.

A reacado de sequenciamento das duas fitas do inserto do DNA plasmidial foi
feita com Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems) conforme protocolo do
fabricante e usando iniciadores especificos para o plasmideo pGEM (T7 e SP6),
além do oligonucleotideo Ps.IPDC.C.Rev, interno ao gene PDC/IPDC (Figura 1 -
Anexo A). Foi utilizado o sequienciador ABI-PRISM® 3100 (IQ-USP).

As sequéncias forward e reverse foram analisadas manualmente para
montagem das sequéncias completas PDC/IPDC de cada plasmideo, com auxilio do
programa BIOEDIT (Biological Sequence Alignment Editor for Windows) (Hall, 1999).
As sequéncias nucleotidicas foram traduzidas e alinhadas com a sequéncia
depositada PDC/IPDC de P. serpens (GenkBank AEX33309) e com PDCs de
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Zymomonas mobilis (alfa-proteobactéria) e S. cerevisiae e IPDCs de E. cloacae e P.
agglomerans. O alinhamento foi feito com o programa CLUSTAL W (Thompson et
al., 1994) e submetido a checagem manual no programa BIOEDIT (Biological
Sequence Alignment Editor for Windows) (Hall, 1999)

3.7.3 Clonagem do gene PDC/IPDC no plasmideo pET28(a+)

Os plasmideos pGEM recombinantes foram digeridos com as enzimas de
restricdo Bam HI e Xho | (New England Biolabs), que nao possuem sitio de restricao
interno ao gene PDC/IPDC de P. serpens, para linearizar o vetor, segundo as
recomendacdes do fabricante. As reacgdes foram interrompidas por adicdo de
Tampao de Amostra 6x. O gene liberado foi purificado do gel de agarose e inserido
no vetor de expressao pET28(a+) (Novagen), previamente digerido com as mesmas
enzimas.Os produtos da digestdo foram visualizados em gel de agarose 0,8% e as
bandas correspondentes ao gene completo PDC/IPDC de P. serpens e ao
plasmideo pET28(a+) foram purificadas com o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen)
segundo protocolo do fabricante.

A reacgdo de ligagdo entre o gene e o plasmideo ocorreu com a enzima T4
DNA ligase (Gibco) segundo as instrugbes do fabricante. A reagdo de ligacéo foi
utilizada na transformacao de bactérias calcio-competentes E. coli BL21(DE3)-codon
plus pGRO7 (Takara). As colbnias contendo os plasmideos recombinantes foram
inoculadas em 4 mL de meio LB contendo Cloranfenicol 20 pg/mL e Kanamicina 30
png/mL.

3.7.4 Obtencédo da PDC/IPDC recombinante

Bactérias BL21(DE3)-codon plus pGRO7 contendo o vetor pET28(a+)
recombinante foram cultivadas em meio LB liquido contendo antibiéticos (item
anterior) e a inducdo da expressao foi realizada com adicdo de L-arabinose 0,5
mg/mL e apds atingir Asoo nm de 0,6 adicionou-se IPTG 0,1 mM, sendo mantidas por
16 horas a 25 °C.

As bactérias foram lisadas por tratamento com Lisozima, em tampao de lise
(conforme indicacdes da fabricante da coluna de niquel, Qiagen) e submetidas a

vibracdo sbOnica no sonicador Ultrasonic Processor VCX130 130 Watt (Sonics) na
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poténcia 80%, em ciclos de 2 segundos, com intervalos de 2 segundos a 4 °C entre
ciclos, por 10 minutos. As amostras foram submetidas a centrifugacéo a 13.000 g e o
perfil proteico do precipitado e sobrenadante foi analisado em gel de poliacrilamida
10% contendo SDS (SDS-PAGE). Utilizou-se como marcador de tamanho molecular
a SDS-6H - High Molecular Weight Standard Mixture (Sigma). Ao término da
eletroforese, o gel foi fixado por 30 minutos a temperatura ambiente com solugéo de
Acido acético 10% e Etanol 45%, corado por 7 minutos a 67 °C com Coomassie
Brilliant Blue R (Sigma) (Coomassie 0,25%, Metanol 45% e Acido Acético 10%) e
descorado por aproximadamente 14 horas & temperatura ambiente com Acido
Acético 7%.

3.7.5 Purificacao da PDC/IPDC recombinante

A purificagdo da fragdo soluvel da enzima recombinante foi realizada por
cromatografia de afinidade, utilizando a resina de agarose carregada com niquel (Ni-
NTA, Qiagen), e apos as lavagens, a proteina foi eluida com tampéo de eluicdo
(conforme orientacdes do fabricante, Qiagen). A segunda e terceira fracdo da eluicao
foram unidas e a concentragdo proteica foi determinada pelo método de Bradford
(1976).

3.7.6 Quantificagdo de AIA e intermediarios no meio de cultura da bactéria

recombinante

ApoOs a adicdo de L-arabinose e IPTG ao cultivo das bactérias recombinantes
(tem 3.7.4), a cultura foi dividida em trés aliquotas de 10 mL cada. A primeira
aliquota foi utilizada como controle, e, na segunda e terceira aliqguotas adicionou-se
0,5 g/L e 2,5 g/L de Triptofano, respectivamente. Todas as culturas foram mantidas a
25 °C por 16 horas, e no final deste periodo foram centrifugadas a 15000 g para
remocao das bactérias. O sobrenadante foi filtrado (0,22 pum) e uma aliquota de 1
mL foi separada para a quantificacdo por HPLC. Para tanto, adicionou-se 10 pL de
padrdo interno (&cido indolpropibnico a 0,093 pg/mL) e o sobrenadante foi
desproteinizado pela adicdo de 4 mL de metanol e incubacdo por 15 min. a
temperatura ambiente, seguida de centrifugagdo a 10.000 rpm por 10 min. a 20 °C.

O sobrenadante foi concentrado a 1 mL sob corrente de nitrogénio e filtrado em
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membrana Durapore® (0,45 um de didmetro de poro). A presenca de IAAld, Tol e
AIA nos meios foi analisada em cromatégrafo & liquido HP-1100 (Hewllett-Packard")
equipado com coluna C18 Luna (30 cm x 4 mm, tamanho de particula: 5 ym —
Supelco”). As amostras foram eluidas em gradiente de Metanol/Acido Acético 0,1%
(20:80, v/v - condicao inicial) a 100:0 em 30 min., sendo re-equilibrada por 10 min.
na condicao inicial entre cada uma das corridas. Injecdes (40 L) feitas por injetor
automatico modelo ALS-1100. Os analitos foram monitorados por fluorescéncia em
um detector HP-1046A em 270 nm de comprimento de onda (A) de excitagcdo e 350
nm de A de emissdo. Para cada analito foram feitas curvas de calibrag&o no intervalo

de 25 - 1250 ng, corrigidas pela area do padréo interno acido indol-propionico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nota: Quando apropriado, sera apresentado apenas o resumo dos Resultados e
Discusséo apresentados nos artigos anexos ao corpo desta tese.

Anexo A - Trabalho aceito para publicacdo: lenne, S., Pappas Jr., G., Benabdellah,

K., Gonzalez, A., Zingales, B. Horizontal gene transfer confers fermentative
metabolism in the respiratory-deficient plant trypanosomatid Phytomonas serpens.
Infection, Genetics and Evolution, 2012. doi: 10.1016/].meeqid.2012.01.016

Anexo B - Manuscrito em fase de elaboracao: lenne, S., Freschi, L., Vidotto, V.F.,

Mercier, H., Purgatto, E., Zingales, B. Indole-3-acetic acid and ethanol production by

the plant trypanosomatid Phytomonas serpens.

4.1 Caracterizacao do gene PDC/IPDC de P. serpens

Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo A.
4.1.1 Caracteristicas do gene PDC/IPDC e presenca em isolados de Phytomonas

A sequéncia completa do gene PDC/IPDC de P. serpens foi obtida a partir do
clone p228 do conjunto de ESTs da biblioteca de cDNA de P. serpens (Pappas et
al., 2005). A andlise da ORF pelo programa PFAM (Bateman et al., 2004) revelou a
presenca de dominios para a coenzima TPP incluindo uma regido conservada para
ligacdo de Mg** e a porcao difosfato da TPP, caracteristica de enzimas dependentes
deste cofator. A busca com o programa BLAST X no banco de dados né&o
redundante (nr, non redundant) do NCBI utilizando como entrada a sequéncia
nucleotidica completa de P. serpens (2.364 pb) confirmou a elevada similaridade
com IPDCs de fitobactérias, PDCs de fungos, e de Leishmania (Tabela 4 - Anexo A).
Nenhum gene ortélogo foi encontrado nos genomas de T. cruzi e T. brucei,
observacéo intrigante, visto que muitos genes codificadores de proteinas séo
conservados nestes tripanossomatideos (TriTryp database, El-Sayed et al., 2005).
Uma busca no mesmo banco de dados nos permitiu encontrar duas sequéncias com
similaridade com o gene de P. serpens e Leishmania spp. no genoma de Crithidia
fasciculata, o que sugere uma origem comum do gene PDC/IPDC em Leishmania,

Crithidia e P. serpens.
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Amplificagbes por PCR com dois pares de oligonucleotideos direcionados
para os dominios TPP indicam a conservacao da sequéncia do gene PDC/IPDC nos
14 isolados de Phytomonas analisados (Figura 1 - Anexo A), sugerindo alta
conservacao do gene neste género. Nenhum produto de amplificacdo foi obtido para
os 18 isolados de outros géneros de tripanossomatideos analisados (Blastocrithidia,
Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas e Trypanosoma)
(Tabela Al - Material Suplementar - Anexo A). A auséncia de amplificacao
observada nas quatro espécies de Leishmania e em C. fasciculata deve-se ao fato
de os oligonucleotideos ndo parearem com a sequéncia correspondente nos genes

PDC/IPDC destes organismos.

4.1.2 Determinacao do numero de copias do gene PDC/IPDC e sequéncia da regido

intergénica

O numero de copias de genes PDC e IPDC pode variar em diferentes
organismos. Em S. cerevisiae e S. kluyveri trés cépias de PDC foram relatadas
(Hohmann, 1991; Mgller et al., 2004), enquanto que em fitobactérias geralmente o
gene IPDC encontra-se em uma Unica cOpia (Costacurta et al., 1994; Patten e Glick,
2002). Sabendo desta variacao, resolvemos investigar o numero de copias do gene
PDC/IPDC de P. serpens por Southern blot e analise da regido intergénica.

O resultado do Southern blot (Figura 4A - Anexo A), acoplado a analise do
mapa de restricdo da sequéncia nucleotidica completa do gene de P. serpens
(Numero de acesso no GenkBank JN400885), indica que 0 gene esta presente em
pelo menos seis copias contiguas. A analise da regido intergénica foi realizada
utilizando oligonucleotideos que permitem a amplificacdo de um fragmento que vai
da porcédo 3' UTR de um gene a porcdo 5 UTR do gene contiguo (Figura 4B - Anexo
A). O produto de aproximadamente 900 pb foi clonado e sequenciado (NUumeros de
acesso JN400886 a JN400894). Os dados indicam que a regido intergénica possui
124 pb e é bastante conservada nas copias do gene PDC/IPDC. Encontramos
apenas trés variantes na regiao 3' UTR, diferindo em trés posi¢cbes (Figura 4 C -
Anexo A). Por sua vez, a analise do genoma de Leishmania spp. (site:

http://www.genedb.org) nos permitiu identificar apenas uma coépia do gene da

putativa PDC/IPDC nas trés espécies deste género estudadas (L. major, L.

brasiliensis e L. infantum).
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Considerando que a variacdo no numero de copias génicas tem sido
correlacionada com a adaptacdo a condicbes ambientais e/ou patolégicas em
diversas espécies (Corradi et al., 2007, 2009), o aumento no numero de copias do
gene em P. serpens poderia estar relacionado a uma adaptacdo metabolica para a

sobrevivéncia na planta hospedeira.

4.1.3 Abundancia relativa de transcritos do gene PDC/IPDC

Uma vez que observamos um aumento no numero de cépias do gene
PDC/IPDC em P. serpens, quando comparado ao numero de copias em Leishmania
spp., perguntamo-nos se isto acarretaria um aumento no nivel de trancritos
correspondentes no fitoflagelado. Para isto, a abundancia relativa de transcritos de
PDC/IPDC foi avaliada por RT-PCR em tempo real, a partir de cDNA obtido de P.
serpens e L. major. Os valores de C; resultantes da amplificacdo dos genes
PDC/IPDC e gGAPDH (oligonucleotideos usados estdo descritos na Tabela 3 -
Anexo A) foram utilizados para calcular a abundancia relativa de transcritos
PDC/IPDC pelo método delta-C;. Os resultados indicam um aumento de 5,7 vezes
na abundancia de transcritos do gene de P. serpens em compara¢cao com L. major
(Tabela 7 - Anexo A).

Desta forma, concluimos que o aumento no niumero de genes PDC/IPDC de
P. serpens (pelo menos seis cOpias) determinaria o incremento de ~5,7 vezes na
abundéancia dos transcritos correspondentes.

No Anexo A levantamos a pergunta: qual seria a relevancia funcional da
PDC/IPDC em Leishmania? O estagio promastigota deste parasita, encontrado no
inseto, depende do catabolismo de aminoacidos para obter energia, ao passo que 0s
amastigotas proliferam no compartimento lisossomal de macrofagos e preferem
acidos graxos como fontes de energia (Bringaud et al., 2006). Que seja de nosso
conhecimento, uma UuUnica comunicacdo descreve 0 etanol como metabdlito
intracelular em quatro cepas de L. donovani (Singha et al., 1996). Por outro lado,
dados de outros autores (Darling et al., 1987; Rainey e MacKenzie, 1991) indicam
que Leishmania ndo produz etanol. Além disto, Bringaud et al.( 2006) propéem que
em L. major o excesso de piruvato seria canalizado para o ciclo Krebs, funcional
neste organismo. Desta forma, a atividade PDC/IPDC neste género merece ser

investigada (ver item 4.4.3).
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4.2 Evidéncias do processo de THG para a PDC/IPDC d e P. serpens
Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo A.

4.2.1 Analises filogenéticas

Dada a similaridade da sequéncia de P. serpens com PDCs e IPDCs de
distintos organismos, a possivel origem do gene PDC/IPDC em Phytomonas foi
inferida a partir da andlise filogenética de sequéncias proteicas de enzimas
dependentes de TPP: IPDCs e IPDC/PPDCs de bactérias e PDCs de fungos e
plantas. As arvores foram geradas por diferentes métodos (NJ, MP e ML). Em todas
as analises obtivemos agrupamentos distintos de enzimas de plantas, fungos e
bactérias. A PDC/IPDC putativa de Phytomonas comportou-se de forma monofilética
com as enzimas de Leishmania spp. e C. fasciculata, aparecendo em 91% das
pseudo-réplicas de bootstrap na arvore de MP (Figura 3B - Anexo A). As analises
mostram também que o clado de tripanossomatideos forma um grupo monofilético
com IPDCs das gama-proteobactérias P. agglomerans, E. cloacae e P. putida, com
suporte de bootstrap de 93% na arvore de MP. Isto levanta a possibilidade de que
um evento de THG a partir de uma fitobactéria ancestral foi responsavel pela
aquisicao do gene PDC/IPDC no ramo dos tripanossomatideos nao-Trypanosoma.

A aquisicdo de um gene que codifica uma putativa PDC representaria uma
vantagem adaptativa para P. serpens, que vive em um ambiente rico em glicose. De
fato, neste organismo a sintese de ATP ocorreria quase exlusivamente via
fosforilagdo ao nivel do substrato (Bringaud et al., 2006), uma vez que a cadeia de
transporte de elétrons ndo é funcional (Sanchez-Moreno et al., 1992; Maslov et al.,
1999; Nawathean e Maslov, 2000; Gonzalez-Halphen e Maslov, 2004). A presenca
de uma atividade PDC, enzima que participa da fermentacdo alcodlica (ver Figura 4
da Introdugdo) contribuiria para a re-oxidagdo do NADH, necessario para o
funcionamento da glicélise. Devemos salientar que, até o presente, a oxidacao do
NADH em Phytomonas havia sido atribuida exclusivamente a uma oxidase

alternativa (plant-like alternative oxidase) (Tielens e Van Hellemon, 1998).
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4.2.2 Avaliacao do uso de codons (codon usage)

Além de analises filogenéticas, indicacdes sobre eventos de THG podem ser
obtidas pela analise do conteudo (A + T) do genoma, contetdo GC na primeira e
terceira posicdo dos codons e uso de cdédons sinbnimos (Lawrence e Ochman,
1997), dado que o DNA transferido horizontalmente muitas vezes tem composi¢cao
de nucleotideos diferente do resto do genoma (Monier et al., 2007). Desta forma,
analisamos o conteudo GC e uso de cédons do gene PDC/IPDC de P. serpens e L.
major. Para este proposito, duas IPDCs de fitobactérias (E. cloacae e E. herbicola) e
duas PDCs de fungos (Aspergillus parasiticus e Rhizopus oryzae) com atividades
enzimaticas comprovadas foram selecionadas com base na proximidade com as
PDC/IPDCs de P. serpens e Leishmania spp. nas filogenias (Figuras 2 e 3 - Anexo
A). Os genes gGAPDH de P. serpens e L. major foram utilizados como controle. Os
resultados indicaram uma utilizacdo de codons semelhante para o genes PDC/IPDC
e gGAPDH de P. serpens e L. major. A comparacdo do indice de GC3s (indice do
conteado G + C na terceira posicdo de coédons sinbnimos) e uso de codons dos
genes PDC/IPDCs de P. serpens e L. major com 0s genes homodlogos de
fitobactérias e fungos ndo apoiam um evento de HGT recente.

E importante salientar que se um evento de HGT for antigo, ao longo do
tempo os genes adquiridos estardo sujeitos as mesmas pressdes mutacionais que
afetam todos os genes do genoma receptor (Lawrence e Ochman 1998). Desta
forma, critérios baseados no uso de cdédons permitem a identificacdo de eventos
recentes de transferéncia génica, mas séo ineficientes na deteccao de eventos que
ocorreram ha muito mais tempo (Boto, 2010). Por outro lado, um evento de HGT
recente parece ter ocorrido na aquisicdo do gene de uma isopropil alcool
desidrogenase (iPDH) de Phytomonas sp. a partir de uma gama-proteobactéria
(Molinas et al., 2003). Este gene nado foi encontrado nos géneros Trypanosoma,
Leishmania, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia e Herpetomonas (Uttaro et al.,
1997).

E interessante notar que a iPDH de Phytomonas sp. é capaz de atuar sobre
isopropanol ou etanol, embora com maior afinidade para o primeiro substrato
(Molinas et al., 2003) (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema de atuacdo da isopropil alcool desidrogenase (iPDH) de
Phytomonas sp. descrito por Molinas et al. (2003).

FONTE: lenne (2012).

A analise da colecdo de ESTs de P. serpens (Pappas et al., 2005) mostrou a
presenca de um agrupamento cuja sequéncia consenso apresenta similaridade com
uma putativa alcool desidrogenase de T. cruzi (numero de acesso no GenBank
AAL96371). Desta forma, esta enzima ou a iPDH poderia participar do processo de
fermentacao alcodlica, juntamente com a PDC levando a producao de etanol por P.

serpens.

4.3 Andlise de ortélogos em tripanossomatideos

Nota: Este estudo ainda néo foi publicado.

A proximidade das enzimas PDC/IPDC putativas de P. serpens, Leishmania
spp. e C. fasciculata com as IPDCs de fitobactérias sugeria um evento de THG a
partir de uma bactéria doadora para um tripanossomatideo ancestral receptor.
Investigpamos a possibilidade de outros tripanossomatideos terem herdado um
ortélogo do gene em questao.

Para esta finalidade, um par de oligonucleotideos degenerados (ver item
3.4.1 de Material e Métodos) foi desenhado com base no alinhamento das
sequéncias nucleotidicas dos genes PDC/IPDC de P. serpens e Leishmania spp.
Estes oligonucleotideos geraram um produto de amplificagdo com o tamanho
esperado (657 pb) em isolados do género Leishmania, em Herpetomonas spp. e C.
acanthocephali, mas ndo em C. fasciculata (Figura 7A). O produto de C.
acanthocephali foi utilizado como sonda em um Southern blot contendo DNA de T.
cruzi, L. major, C. fasciculata e C. acanthocephali digerido com Sac | (Figura 7B).
Observamos que a sonda nao hibridizou com o DNA de T. cruzi e reconheceu
bandas de diferentes tamanhos nos outros tripanossomatideos. O fato de néao ter

havido amplificacio do DNA de C. fasciculata com os oligonucleotideos
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degenerados (Figura 7A), provavelmente foi ocasionado pelo ndo anelamento
destes iniciadores.

Figura 7 - Busca de ortdlogos da PDC/IPDC em tripanossomatideos.
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Painel A: amplificacdo do gene PDC/IPDC com oligonucleotideos degenerados (item 3.4.1
de Material e Métodos). Gel de agarose 0,8% corado com brometo de etidio. Os marcadores
de tamanho molecular estéo indicados a esquerda. CN, controle negativo. O tamanho dos
produtos de amplificacdo corresponde a = 650 pb. Painel B: Southern blot do DNA genbmico
de tripanossomatideos digerido com Sac | por 16 h. A esquerda esta o gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio e a direita as amostras transferidas para uma membrana de
nailon e hibridizadas com a sonda de = 650 pb de Crithidia acanthocephali. Tempo de
exposicao em Phosphor Screen: 90 horas.

FONTE: lenne (2012).

Na Figura 8 apresenta-se uma arvore de consenso gerada manualmente a
partir da comparacdo de arvores obtidas diversos autores com sequéncias de SSU
rRNA de varios tripanossomatideos. Nesta arvore estdo indicadas as espécies em
que houve produtos de amplificacdo com oligonucleotideos degenerados. Esses
resultados, somados aos resultados de Southern blot (Figura 7B), sugerem que
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espécies pertencentes aos géneros Leishmania, Herpetomonas e Cirithidia
contenham sequéncias génicas que apresentam similaridade com a PDC/IPDC de P.
serpens e de Leishmania spp. Estas sequéncias ndo existiriam nas duas espécies do
género Trypanosoma analisadas. De fato, buscas por similaridade realizadas no
genoma de T. cruzi e T. brucei indicam a inexisténcia de PDCs ou IPDCs nesses
géneros. Estes resultados apoiam a hipétese levantada no item 4.2.1 de que a
aquisicdo do gene PDC/IPDC teria ocorrido ap6s a separagdo do género
Trypanosoma dos demais tripanossomatideos.

Figura 8 - Arvore de consenso de maioria, gerada manualmente a partir da
comparacdo de arvores obtidas por diversos autores (Marché et al.,
1995; Hollar e Maslov, 1997; Briones et al., 1999; Maslov et al., 2001,
Hughes e Piontkivska, 2003) com sequéncias de SSU rRNA de varios
tripanossomatideos.

Trypanosoma brucei

— Trypanosoma rangeli

1
L Trypanosoma cruzi

Blastocrithidia culicis

Leptomonas collosoma

Phytomonas serpens s

Herpetomonas mariadeanei

Herpetomonas samuelpessoai
Herpetomonas muscarum e

‘— Herpetomonas megaseliae
Endotrypanum monterogeii

Leishmania guyanensis =

Leishmania tarentolae

Leishmania major

Leishmania amazonensis €=

— Crithidia fasciculata

- Leptomonas seymouri

As setas cinza indicam as espécies com resultado positivo para a amplificacdo por PCR com
os oligonucleotideos degenerados (Figura 7A). A seta preta indica o posicionamento do
possivel ancestral tripanossomatideo nao-Trypanosoma que teria recebido o gene
PDC/IPDC por THG.

FONTE: lenne (2012).



58

4.4 Producao de etanol e AIA por P. serpens
Nota: Parte dos resultados aqui apresentados sédo descritos no Anexo B.

4.4.1 Justificativa

As andlises filogenéticas apresentadas no item 4.2.1 mostram a proximidade
da sequéncia da PDC/IPDC de P. serpens, Leishmania spp. e C. fasciculata com
IPDCs de fitobactérias e, em menor grau, com PDCs de fungos. As PDCs e IPDCs
possuem elevada similaridade estrutural, o que impede a anotacdo funcional
inequivoca baseado-se unicamente em dados de sequéncias (Koga, 1995; Schitz et
al., 2003). Costelloe et al. (2008) advertem que a anotacdo das enzimas como PDC
ou IPDC €& complicada pelo fato que muitas IPDCs, além de descarboxilar
indolpiruvato, podem também atuar sobre piruvato. Desta forma, neste capitulo

investigamos a atividade enzimatica da PDC/IPDC de P. serpens.

4.4.2 Cultivo dos organismos

Varios meios de cultura complexos ou definidos foram descritos para o cultivo
de Phytomonas spp. Para os estudos que visavam determinar a presenca de etanol
e/ou AlA no meio de cultura de P. serpens, demos preferéncia ao meio Grace que é
guimicamente definido.

Tendo em vista a presenca de um putativo gene ortdlogo em L. major,
também determinamos a presenca dos dois compostos no meio condicionado deste
organismo, neste caso, meio 199 (com as modificacbes citadas no item 3.2 de
Material e Métodos). Na Tabela 2 apresentamos as concentra¢des de glicose (Glc),
sacarose, L-triptofano (Trp) e tiamina HCL nos dois meios. O meio Grace possui
baixa concentracdo de Glc e Trp em sua composicéo, 0 que permite incrementa-las

e avaliar o efeito no acumulo de metabdlitos.
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Tabela 2 - Concentracdo de componentes de interesse nos meios de cultura Grace
(para P. serpens) e 199 (para L. major).

Concentrac8es (valores em g/L)

Componentes Meio Grace (Sigma) Meio 199 (Cultilab)
Glicose 0,7 1,0
Sacarose 26,68 -
L-Triptofano 0,1 0,01
Tiamina HCI 0,00002 0,00001

Os dois tripanossomatideos foram cultivados (duplicatas) a partir de um
indculo inicial de 15 x 10° células/mL, em 10 mL de meio de cultura. A densidade de
células no meio foi estimada por contagem em camara de Neubauer, com intervalos
de 24 horas. As contagens foram realizadas até as culturas atingirem a fase de
declinio. Com base nas curvas de crescimento (Figura 9), definiu-se que o final da
fase exponencial ocorre no 4° dia para P. serpens e no 3° dia para L. major.
Calculamos ainda o tempo de dobramento dos flagelados. Para P. serpens, o tempo
meédio de dobramento foi de 47,2 horas, e para L. major, de 18,3 horas.

As caracteristicas da cinética de crescimento dos organismos foram
semelhantes as descritas anteriormente para Phytomonas Jma (isolada do latex de
Jatropha macrantha) nos meios de cultura LIT (Canepa et al., 2007) e SDM79
(Marcora et al., 2010) e L. major linhagem LT252 no meio M199 (Kapler et al., 1990).

Figura 9 - Curvas de crescimento (duplicatas) para P. serpens em meio Grace (A) e
L. major em meio 199 (B).
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FONTE: lenne (2012).
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4.4.3 Producao de etanol em meio condicionado de P. serpens e L. major
Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo B. No manuscrito constam apenas
dados relativos a P. serpens.

O acumulo de etanol no meio condicionado de P. serpens, contendo
diferentes concentracdes de Glc e Trp € mostrado na Figura 3B do Anexo B (lenne
et al., 2012% em fase de elaboracdo) e na Figura 10 abaixo. Nossos dados
corroboram relatos anteriores (Sanchez-Moreno et al., 1992; Chaumont et al., 1994)
qgue indicam que P. serpens produz etanol em meio rico em glicose. Mostram ainda
que o aumento da concentracao de glicose no meio de 0,7 a 3,5 g/L estimula cerca
de seis vezes a producédo de etanol (Tabela 3). Comparada ao meio controle, a
analise de variancia de um fator (ANOVA) confirma que ha diferenca significativa
entre estas condicdes (0,7 e 3,5 g/L de Glc) (p = <0,001). Por outro lado, 0 aumento
da concentracdo de Glc de 3,5 para 17,5 g/L causa pequeno incremento da
producdo do composto, possivelmente por haver saturacdo do sistema. Por sua vez,
0 aumento na concentracéo de Trp (de 0,1 para 0,5 e 2,5 g/L) causa um incremento
estatisticamente nao significativo (p = 0,335 e 0,062, respectivamente) na producéo
de etanol.

Também investigamos a presenc¢a de etanol no meio 199 condicionado pelo
crescimento de L. major. Neste caso também variamos as concentracdes de Glc e
Trp. Na Tabela 3 e Figura 10 compara-se o0 acumulo de etanol nos meios

condicionados de P. serpens e L. major.

3 lenne et al., 2012.
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Contrariamente ao observado para P. serpens, os dados da Tabela 3 indicam
gue a concentracdo de etanol no meio condicionado de L. major ndo varia com o
aumento da concentracdo de Trp ou Glc, sugerindo a nao funcionalidade da
PDC/IPDC nesta espécie. Por outro lado, como comentado no item 4.1.3, uma unica
comunicacdo descreve o etanol como metabdlito intracelular em quatro cepas de L.
donovani (Singha et al., 1996). Sendo assim, nossa observacdo merece estudos
mais aprofundados que avaliem a real importancia da atividade PDC/IPDC neste

género.

Tabela 3 - Quantificagdo de etanol em meios de cultura condicionados por P.
serpens e L. major.

P. serpens L. major

Meio condicionado 5 a 5 5 a 5
mg/10” células mmol/10° células mg/10° células® mmol/10° células

Controle” 36,04 £ 6,31 0,78 4,7+2,89 0,102
+ Triptofano 0,5 g/L 58,98 + 9,79 1,28 1,37+0,21 0,028
+ Triptofano 2,5 g/L 81,97 +11,39 1,78 2,24 +£2,06 0,049
+ Glicose 3,5 g/L 238,74 + 34,62 5,18 2,4 £0,52 0,053
+ Glicose 17,5 g/L 289,07 + 37,98 6,27 2,4+£0,92 0,052

% Os dados representam a média + desvio padrdo das triplicatas bioldgicas, descontado o valor do
background encontrado nos meios nao condicionados.

® Molaridade da média das triplicatas biolégicas, descontado o background dos meios nao
condicionados.

¢ Concentracdes de triptofano e glicose no meio Grace (P. serpens), respectivamente, 0,1 g/L e 0,7
g/L e no meio 199 (L. major), 0,1 g/L e 1,0 g/L.

A elevada producéo de etanol por P. serpens pode ser justificada pelo fato de
este organismo possuir uma cadeia respiratoria deficiente (Maslov et al., 1999),
sendo a glicdlise a Unica via responsavel pela producdo de ATP. Neste sentido, foi
inferido (Molinas et al.,, 2003) que seu metabolismo seria essencialmente
fermentativo, com o piruvato sendo descarboxilado a acetaldeido por uma PDC
glicossomal, e o acetaldeido reduzido a etanol por uma alcool desidrogenase (ver

discusséo no item 5).
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Figura 10 - Quantificacdo de etanol em meios de cultura condicionados de P.
serpens e L. major.
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As barras indicam o desvio padréo das triplicatas bioldgicas.
FONTE: lenne (2012).

4.4.4 Producéo de AlA e seus precursores em meio condicionado de P. serpens e L.
major
Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo B. No manuscrito constam apenas

dados relativos a P. serpens.

A fim de verificar se P. serpens € capaz de produzir AlA, a concentracao
deste fitormbnio e seus precursores: acido indol-3-pirtvico (IPyA), triptofol (Tol), e
indol-3-acetaldeido (IAAld) (ver Figura 5 da Introducédo) foi avaliada em meios de
cultura condicionados contendo diferentes concentracbes de Trp ou Glc, nas
condicbes descritas acima (Figura 3A — Anexo B) (lenne et al., 2012* em fase de
elaboracdo). Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 4 e Figura 11.
Observa-se que a adi¢cdo de 0,5 g/L e 2,5 g/L de Trp, substrato conhecido da via de

biossintese de AIA em bactérias, promoveu um aumento de 8,4 e 20,6 vezes,

*lenne et al., 2012.
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respectivamente, na concentracdo de AIA em relacdo ao controle. Comparada ao
meio controle, a andlise de variancia de um fator (ANOVA) confirma que h&
diferenca significativa entre estas condi¢des (0,1; 0,5 e 2,5 g/L de Trp) (p = <0,001
para AIA e Tol). Nossos dados concordam com observacfes anteriores de que a
adicdo de Trp estimula a biossintese do fitorménio AIA em muitos microorganismos,
por exemplo, Acetobacter diazotrophicus (Patil et al.,, 2011), Azotobacter spp.
(Ahmad et al., 2005), Pseudomonas spp. (Ahmad et al., 2005; Karnwal, 2009) e
Azospirillum spp. (Bashan e de-Bashan, 2010).

A concentracdo de triptofol (Tol) também foi monitorada, verificando-se um
incremento de 2,8 e 9,8 vezes com a adicdo de 0,5 g/L e 2,5 g/L de Trp,
respectivamente. Concluimos haver uma correlagcdo positiva entre o0 aumento da
concentracdo do substrato Trp e do produto AIA e do intermediario Tol. Os baixos
niveis de IPyA determinados no meio condicionado de P. serpens € uma forte
evidéncia da existéncia de uma IPDC funcional neste organismo, que converteria
IPyA em IAAId, Tol e AlA.

Apesar de investigado, nos meios de cultura ndo detectamos a presenca de
IAAId, provavelmente em fungdo de sua conversao em Tol e AIA. De fato, IAAId
pode ser rapidamente convertido a Tol de maneira ndo enzimatica (Moore and
Shaner, 1968; Gibson et al., 1972; Koga et al., 1992).

A quantificacdo de AIA e seus precursores em meio 199 condicionado pelo
crescimento de L. major também foi realizada (Tabela 4; Figura 11). Neste parasita o
acumulo de AIA é cerca 8 vezes menor que em P. serpens. O incremento da
concentracéo de Trp no meio promove um ligeiro aumento das quantidades de IPyA,
Tol e AIA, muito inferior aquele observado em P. serpens (Tabela 4). A andlise de
variancia de um fator (ANOVA) indicou ndo haver diferencas significativas (dados
ndo mostrados) entre as condi¢des (0,1; 0,5 e 2,5 g/L de Trp) e, portanto, ndo h&
uma correlagdo como observada no meio de P. serpens onde o aumento da
concentracdo do substrato Trp leva ao aumento do produto AIA e do intermediario
Tol. Desta forma, é possivel que o AIA detectado no meio ndo siga a mesma via de
biossintese de P. serpens, ou que a atividade enzimatica de PDC/IPDC seja muito
baixa neste organismo, ou mesmo que algum composto do meio de cultura, com um

anel inddlico e tempo de retencao semelhante, esteja interferindo nas medicgdes.
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Figura 11 - Quantificacdo de AIA em meios de cultura condicionados de P. serpens
e L. major.
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As barras indicam o desvio padréo das triplicatas bioldgicas.
FONTE: lenne (2012).



Tabela 4 - AlA e seus precursores em meios condicionados de P. serpens e L. major.

Meio condicionado

(ug/10® células?)

(mmol x 10)

AlA IPyA Tol AlA IPyA Tol
P. serpens
Controle® 4,1+04 1+0,4 54+0,5 2,34 0,49 3,35
+ Triptofano 0,5 g/L 34,5+3,6 0,6+0,2 15,4 +£2,02 19,69 0,29 9,55
+ Triptofano 2,5 g/L 84,8+4,6 1,1+0,5 52,9+2,2 48,40 0,54 32,82
+ Glicose 3,5 g/L 4,24 + 0,64 0,19+ 0,04 12,35+ 2,03 2,42 0,09 7,66
+ Glicose 17,5 g/L 7,27 £1,19 0,32 +0,19 12,87+ 1,84 4,15 0,16 7,98
L. major
Controle® 0,5+0,06 2,2+0,6 0,08 + 0,007 0,28 1,08 0,05
+ Triptofano 0,5 g/L 1,1+£0,7 1,1+£0,1 1,4+£0,3 0,63 0,54 0,87
+ Triptofano 2,5 g/L 24+0,2 1,6+0,7 1,1+0,2 1,37 0,79 0,68
+ Glicose 3,5 g/L 0,29 £ 0,02 0,99 £ 0,20 0,30+ 0,02 0,16 0,49 0,18
+ Glicose 17,5 g/L 0,24 £ 0,02 0,92 £ 0,32 0,33+0,03 0,14 0,45 0,20

4 Os dados representam a média + desvio padréo das triplicatas bioldgicas.

® Molaridade da média das triplicatas bioldgicas.

¢ Concentracgdes de triptofano e glicose no meio Grace (P. serpens), respectivamente, 0,1 g/L e 0,7 g/L e no meio 199 (L. major), 0,1 g/L e 1,0 g/L.

<9
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Ao convertermos em moles os dados referentes ao acumulo de etanol e AIA
no meio condicionado por P. serpens (sem adicao suplementar de Glc ou Trp), nota-
se que no mesmo periodo de observacdo sdo produzidos 0,78 mmoles de etanol
(Tabela 3) e 2,3 x 10° mmoles de AIA (Tabela 4). Isto indica que P. serpens
produziria 34.000 vezes mais etanol que AlA. A analise dos agrupamentos de ESTs
de P. serpens indica que a sequéncia consenso do agrupamento mais populoso
(contendo 45 ESTs) apresenta elevada similaridade com membros da familia de
transportadores de glicose (Pappas et al., 2005). Esta reiteracdo de transcritos pode
ser correlacionada com o metabolismo energético de Phytomonas, dependente,
quase exclusivamente, da fosforilacdo no nivel do substrato que ocorre na glicolise.
A maior concentracdo de Glc no meio e principalmente a elevada expressao de
transportadores de hexose justificam o maior acumulo de etanol no meio
condicionado controle. Por outro lado, quando Trp é adicionado ao meio de cultura
(0,5 e 2,5 g/L) observa-se um incremento notavel no acumulo de AIA, gerando-se
19,7 e 48,4 moles, respectivamente (Tabela 4). O conjunto destas observacfes
apoiaria a presenca de atividades PDC e IPDC em P. serpens.

No meio Grace ha elevada concentracdo de sacarose (26,68 g/L), que
poderia gerar glicose + frutose pela acdo de invertases. A presenca desta atividade
enzimatica foi relatada no sobrenadante de culturas de uma Phytomonas sp. isolada
do latex de Euphorbia characias (Sanchez-Moreno et al., 1992). No entanto, na
nossa colecdo de ESTs ndo encontramos sequéncias com similaridade com
invertases (Pappas et al., 2005). Por um lado, isto poderia ser ocasionado pelo
tamanho de nossa cole¢do, mas, por outro, por ser uma caracteristica inerente a P.
serpens isolada de um fruto. De fato, foi observado que flagelados de frutos crescem
bem em meios contendo monohexoses, e ndo crescem em meios contendo
dissacaridios (Camargo, 1999). Estas observacbes sugerem que P. serpens néo

utilize a sacarose presente no meio Grace.

4.4.5 Abundancia de transcritos de PDC/IPDC

Nota: Os resultados descritos a seguir ndo constam do Anexo B.

VariacBes na concentracdo de Trp no meio de cultura de A. brasilense e E.
cloacae sao responsaveis pelo aumento no nivel dos transcritos relacionados com a

biossintese do fitormdnio e, consequentemente, na concentracao final de AIA (Ona
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et al., 2005; Ryu e Patten, 2008). Embora em tripanossomatideos a transcricdo seja
policistrobnica e a regulacdo da expressdo génica ocorra por processos pos-
transcricionais (Clayton e Shapira, 2007), decidimos investigar por Slot blot se
haveria alguma alteracdo na abundancia de transcritos da IPDC/PDC em
preparacdes de RNA de P. serpens e L. major cultivadas em meios com diferentes
concentracdes de Trp e Glc.

ApOs a transferéncia para membranas, as amostras de RNA foram
hibridizadas com a sonda correspondente ao produto amplificado do gene PDC/IPDC
(como descrito no item 3.5 de Material e Métodos) de P. serpens ou de L. major.
Como controle, as membranas foram hibridizadas com sondas do gene com
expressao constitutiva (housekeeping gene) GAPDH de P. serpens ou de L. major. A
sonda foi desenhada com base em regides em comum no alinhamento das
sequéncias nucleotidicas (Figura 12) do gene GAPDH de P. serpens (Numero de
acesso no GenkBank EU084892) e de L. major (NUmero de acesso XM_001684852).
A abundancia relativa dos transcritos correspondentes a PDC/IPDC foi determinada
a partir dos sinais de hibridizacdo com as sondas (Figura 13) e os dados foram
normalizados em relagdo ao sinal obtido para o gene GAPDH (Tabela 5).
Concluimos nao haver variacdo na abundancia dos mRNAs de PDC/IPDC nos dois

tripanossomatideos, cultivados em diferentes concentra¢des de Trp ou Glc.
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Figura 12 - Alinhamento de sequéncias pelo Clustal W (versao 1.83): GAPDH de P.
serpens (Numero de acesso no GenBank EU084892) e de L. major
(Numero de acesso no GenBank XM_001684852).
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490 500 510 5 20 530 540 550 560 57 0 580 590 600

OO T O O O OO T O OO OO TN T [ |
L. mjor  CACATOGIGICGAACGOGTOGTGCACGACCAACTGCCTOGOGCAECTGG TCACGT TCTGACGAAGG\GGETTOGE CTGGAACTG A CT GATGACCACGATCACTCGTACACG GG
P. serpens CACGIGGGICGAACGOGTOGTGCACAACCAACTGCCT GG CCCETOGT GCATGTGCTGACAAAGG\GAACT TOGBATOGAGACGE G CTGATGACCACCATCACTCCTACACG GG

CONSENSO 4+ % Fhrkbmkrkbkbrbkkbk AEAFERRRERE 2% 28 X Kk AR SRR Rk 8 8 A SRR ¥ Ak +kTA
610 620 630 6 40 650 660 670 680 69 0 700 710 720
OO T O O O T D00 OO T O OO O O T |
L. majol ACTCAGAAGACGTGG\CGAIGT GTOGATGAAGGA T TG AGT GE G G- (B0GCT GCQECGAT GAACATCATCCCBGCACTACGE GOG A MG (BT GGGGEEG GATTCCITOG
P. serpens ACGCAGAAGACGG GG\OGGGTGIOGCTGAAGGICTGAIGOGE GG AECE0GAGEOATAAACATCATCCAGCACGACEAEECABCONAG B GTGGEATGE GATCCASTOG
CONSENSO % Whkbrkh Hrkhkhkb AR FhkRkRS FEbLE FhRRRIR AT AR A ek ikt 48 ek
730 740 750 7 60 770 780 790 800 81 0 820 830 840
OO O O O OO O OO T O OO OO O T T T O |
L. majol ACCMAGGEAAGT TGACGGEATGECI TCABOGT CC@ACACCEACGTGICGG GG GG\CCTGACT T TCACGACAACCOGACACATCOATCAAGG\GATCGATGCQACACTGAAG
P. serpens ACOMGGEAAGCTGACCGGCATGTCCTTCAE0GT GCO3ACGCAEG\CGT GTCAGTOGT GG\ CCTGACGT TCBCT OGACGOGOGAA ACGT CGATCOAG G\ GATCRACAAG G CATCAAG
CONSENSO  *Hrhrhkhkbk Kbkt KhkbRK ShkRRKRRR SkbLE 6 ik ekt #4 AR R ok Ak T kR hE iveiviu g
850 860 870 8 80 890 900 910 920 93 0 940 950 960
S T T O O T RO O T O OO O T T T I
L. majol AGGCCTOGAGACGTACATGAAGGEATCCTCACCT TTACCGACGAGG\GT TG GAGCGUG G\CTTTATCAACAACAACCACAGCTCTATCTACGACT COAAGGIGACTCTCOAGAAC
P. serpens AAGGCBOGCAGACGTACATGAAGG\CATTCTCGGTTCACOAACGACGAGCT OGT CAGCTCTGACT TTAT TAACGACAACOGCAGCT CGG CTACGACTCCAAGGIGACACTGCAGAAC
CONSENSG | ks ¥k FkERFRRRKRKRRE Kbk FkE Hrk kit FhER ¥ ok Kk Ik kAR Ak R AR PR priviiviravpuied
970 980 990 1 000 1010 1020 1030 1040 10 50 1060 1070 1080
OO T T O O T OO T O O OO OO T T O OB T O O OO T T
L. majol AACCTGCCQ\ACGAGAAGCGCT TCTTCAAGCT TGTGTCATGE ATGACAACGAGT GGGGTAArwrmseemscrmmrmmermmeemeecmermeemeeemseeeeee e
P. serpens AACCTACCGIGAGAAGOGE TCTTCAAGATCGTCTOGTGG ATGACAACGAGT GGGGTACTCRCACGEUGT GE GG\CCTGE GUACT ACATG GBS (BCOAAGG\CBCTGOGAGDGC CAAGATGTAA
CONSEMNSG ek whx Akerkkirk Srkbkikk & 4% 2k *rrkbkrkik rorhvririv

A localizacdo do par de oligonucleotideos iniciadores GAPDPhyl e GAPDPhy2 esta
destacada em amarelo.

Figura 13 - RNA isolado de P. serpens e L. major cultivadas em meios contendo
diferentes concentracdes de Triptofano (Trp) e Glicose (Glc) foi
aplicado em membrana de nailon. A membrana foi hibridizada com
sondas correspondentes aos genes PDC/IPDC e GAPDH de P.
serpens ou L. major.

P. serpens i
P Abundancia L. major Abundancia
relativa relativa
GADPH PDC/IPDC aumento: GADPH PDC/IPDC aumento:
Trp 0,1 g/L? 1,01 Trp 0,1 g/L® 1,01
Trp 0,5 g/L st 1 Trp 0,5 g/L 1,03
Trp 2,5g/L Pea— 1 Trp2,5g/L 1,03
Glc 3,5 g/LP S— 1,02 Glc 3,5 g/LP 1,09
Glc 17,5 g/Lb 1,02 Glc 17,5 g/LP 1
a Glicose 0,7 g/L; P Trp 0,1 g/L aGlicose 1 g/L; * Trp 0,1 g/L

O sinal de hibridizacdo foi determinado e normalizado com os dados da hibridizacdo da
sonda de GAPDH. A direita de cada painel indica-se a abundancia relativa dos transcritos de
PDC/IPDC (ver Tabela 5).

FONTE: lenne (2012).
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Tabela 5 - Andlise densitométrica dos sinais de hibridizacdo obtidos nos
experimentos de Slot blot para avaliacdo da abundancia de transcritos
do gene PDC/IPDC de P. serpens e L. major em diferentes condi¢des

de cultivo.
Sinal de A
orcan . Sinal de hibridizag&o hibridizacao Abundéncia
rganismo Sonda  Meio de cultura . P A relativa dos
(unidade arbitréria) apos . )
Normalizacio © transcritos
Controle @ 164 (1)
+Trp 0,5 g/L 189 (1,15)
P. serpens GAPDH +Trp 2,5g/L 187 (1,14)
+ Glc 3,5 g/L 184 (1,12)
+ Glc 17,5 g/L 177 (1,07)
Controle @ 157 157 1,01
+Trp 0,5g/L 179 155 1
P.serpens PDC/IPDC  +Trp2,54d/L 178 156 1
+Glc 3,5¢9/L 178 159 1,02
+ Glc 17,5 g/lL 170 159 1,02
Controle ® 152 (1,04)
+Trp 0,5 g/L 156 (1,06)
L. major GAPDH +Trp2,549/L 151 (1,03)
+ Glc 3,5g/L 146 (1)
+ Glc 17,5 g/lL 166 (1,13)
Controle © 141 135 1,01
+Trp 0,5 g/L 147 138 1,03
L. major PDC/IPDC  +Trp2,5¢g/L 142 138 1,03
+Glc 3,5¢9/L 145 145 1,09
+ Glc 17,5 g/L 151 133 1

& Concentragdes de triptofano (Trp) e glicose (Glc) no meio Grace, respectivamente, 0,1 g/L e 0,7 g/L.

b Concentrag@es de triptofano e glicose no meio 199, respectivamente, 0,1 g/L e 1,0 g/L.

¢ O sinal de hibridizacdo com a sonda do housekeeping gene GAPDH foi utilizado para corrigir as
diferencas nas quantidades de RNA aplicadas a membrana. Com estes valores, foi corrigido o sinal
de hibridizacdo com a sonda do gene PDC/IPDC.

4 A abundancia relativa dos transcritos foi calculada a partir da razao de hibridizacdo do ponto
experimental com a sonda de menor sinal de hibridizac&o (valor arbitrario = 1).

4.4.6 Bioensaio da funcionalidade de AlA produzido in vitro

Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo B.

A funcionalidade do AIA detectado no meio Grace condicionado por P.
serpens foi avaliada no alongamento de hipocoétilos de tomateiros Micro-Tom. Este
ensaio apresenta a vantagem de ser simples e rapido, com resultados visiveis e
guantificaveis. Os segmentos de hipocoétilos foram mensurados antes e ap0s 24
horas de incubacdo a temperatura ambiente com meio Grace (controle) ou

condicionado por P. serpens (Tabela 2 - Anexo B) (lenne et al., 2012°, em fase de

® lenne et al., 2012.
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elaboracdo). O meio condicionado promoveu cerca de 15% de aumento no
comprimento dos hipocétilos (t = 8,88; t critico = 2,09302; Tabela 6) quando
comparado com o controle (apenas 0,9% de aumento) (ndo significante; t = 2,03;
Tabela 6). Além disso, 0 meio condicionado promoveu a curvatura dos hipocatilos,
uma resposta tipica ao fitormoénio AIA (Kelly e Bradford, 1986) (Figura 3A e B -
Anexo B). Por sua vez, o controle positivo, representado por incubagdo com meio
Grace suplementado com AIA exdgeno 9 uM também promoveu o incremento de
cerca de 10% no alongamento dos hipocatilos (t = 6.37; Tabela 6), acompanhado da
curvatura em resposta ao fitormonio (Figura 3C - Anexo B). Estes dados confirmam
a funcionalidade do fitorménio produzido por P. serpens (lenne et al., 2012°, em fase

de elaboracao).

Tabela 6 - Teste t pareado com um intervalo de confianga de 95%, com 19 graus de
liberdade (t. = 2,86094), aplicado aos resultados da incubacdo de
hipocotilos de tomateiros Micro-Tom em meios de cultura condicionados
ou nado pela presenca de P. serpens, L. major ou AlA exdgeno.

Estatistica descritiva ° Teste t pareado
Meio de cultura d s s s.e.m. | Valorde t Conclus&o "
GRACE 0,12 0,07 0,26 0,05 2,03 N&o significante
GRACE condicionado com P. serpens 1,82 0,84 0,92 0,21 8,88 Significante
GRACE + 9 uM AIA 1,19 0,70 0,84 0,19 6,37 Significante

% d = média da diferenca observada em cada hipocétilo (T, — To, sendo T, = antes da incubacg&o; T,
= 24 horas apés incubacéo).
s? = variancia, calculada segundo Ryder e Robakiewicz, 1998.
s = standard deviation (desvio padrdo da média).
s.e.m. = standard error of the mean (erro padrdo da média).

® Conclus3o sobre a significancia da diferenca inicio-fim de cada experimento, com base no valor de
L.

4.4.7 Producao de AIA em tomates infectados com P. serpens

Nota: Resumo de dados apresentados no Anexo B.

Os dados apresentados acima indicam que P. serpens produz AlA, que se
acumula no meio de cultura, e que este fitormbénio € funcional. Surgiu entdo a
pergunta se P. serpens seria capaz de produzir AlA in vivo. Para responder esta

questdo, avaliamos a producédo de AIA em tomates Micro-Tom (Figura 14)

®lenne et al., 2012.



71

inoculados com 10’ células de P. serpens e mantidos nas plantas. Como controle,
alternativamente, os frutos foram inoculados com 10’ células de T. cruzi, PBS ou
1,34 pg (7,8 uM) de AIA exdgeno. As plantas foram mantidas em estufa sob
condicbes controladas por até 14 dias. Nao houve alteragcdes morfologicas visiveis
nas plantas ou frutos observados ao longo deste periodo, assim como observado em
outras variedades de tomate inoculadas com P. serpens (Jankevicius et al., 1988;
Jankevicius et al., 1989; Camargo et al., 1990). Por outro lado, Sanchez-Moreno et
al. (1995) reportam ter encontrado protozoarios em frutos de tomate e de anona com
deformacgOes e alteragcdo da pigmentacdo no epicarpo (pontos amarelados) e que
apresentavam tendéncia a cair antes do completo amadurecimento. Nos tomates
infectados por nés, todos os frutos foram destacados e em nenhuma planta os frutos
maduros cairam espontaneamente.

No 7° ou 14° dia pés inoculacdo (p.i.), os frutos foram colhidos, pesados e a
polpa (pericarpo sem epicarpo) foi extraida e a presencga dos tripanossomatideos foi
monitorada (Tabela 7). Nos tomates inoculados com P. serpens verificamos
flagelados numerosos e ativos. Isto ndo ocorre nos frutos inoculados com T. cruzi

onde os parasitas sao pouco abundantes e com baixa motilidade.

Figura 14 - Tomateiros Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom utilizados nos
experimentos.

A barra branca representa 10 cm.
FONTE: lenne (2012).
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Tabela 7 - Caracteristicas dos tomates Solanum lycopersicum L. cv Micro-Tom
utilizados nos experimentos para monitorar a producao de AlA in vivo.

. . NuUmero Peso da Contagem de
= Dias po6s- Peso do . .
Inoculacéo infeccao do fruto (g) polpa tripanossomatideos
& tomate 9 extraida (g) (células/g de polpa)
5 6,069 1,93 -
7 6 4,58 1,78 -
Controle 8 4,015 2,08 -
PBS 20 pL
4 3,728 1,33 -
14 6' 5,023 1,754 -
7 4,283 1,694 -
3 4,613 1,851 3,8 x 10°
7 4 3,816 1,379 3,4x10°
P. serpens 6
107 células em 7 5,553 2,125 2,8x10
20 UL de PBS 2 4,501 1,917 1,8 x 10°
14 3 5,397 2,328 2x10°
5 5,539 2,055 0,6 x 10°
2 3,552 0,995 0,4 x 10°
) 7 4 5,876 2,488 0,6 x 10°
T. cruzi- CL 6
Brener 10’ 6 4,291 1,23 0,2x 10
celulas em 3 5,301 1,652 0
20 uL de PBS
14 5 4,348 1,913 0
7 3,627 1,345 0,2 x 10°
2 5,762 2,293 -
7 7 4,548 1,452 -
AlA exdgeno 38 6,12 2,044 -
1,34 pgem
20 pL de PBS 1 4,142 1,789 -
14 3 4,411 1,821 -
5 4,096 1,506 -

O fitormdnio AlA foi quantificado em todos os frutos, seja na sua forma livre,
seja conjugado na forma AlA-amida e AlA-éster. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 3 - Anexo B. Para melhor visualizagdo, na Figura 15 compilamos os
resultados brutos obtidos. Os dados indicam n&o haver variacdo significativa na
quantidade de AIA livre seja nos frutos controle inoculados com PBS, quanto nos
frutos inoculados com P. serpens, T. cruzi ou AIA exdgeno (lenne et al., 20127, em

fase de elaboracdo). Por outro lado, as quantidades de AlA-amida e AlA-éster

"lenne et al., 2012.
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aumentaram significativamente nos frutos inoculados com P. serpens e AIA
exdgeno, em comparacdo com o controle PBS e frutos inoculados com T. cruzi (ver

analise estatistica na Tabela 4 - Anexo B).

Figura 15 - Quantificacdo de AIA livre e conjugado (amida e éster) em tomates
coletados no 7° e 14° dias apds a injecdo com PBS, 10’ células de T.
cruzi, 10’ células de P. serpens ou 1,34 pg de AIA exégeno.

O Controle - PBS u T, cruzi

140,0 4 B P. serpens OAIA exbégeno

120,0 1
9
m ——
g 100,0 1
[0)
o
g_ 80,0 A
]
RS,
o 60,0 -
o
% T
o 40,0 A T
o))
C T
< 200 i -
< T T

0,0 T T T 1 .
7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 7 14 dias
AlA livre AIA amida AlA éster

As barras indicam o desvio padrdo com relagdo ao numero amostral (dados brutos na
Tabela 3 - Anexo B).
FONTE: lenne (2012).

A observacdo de que a inoculacdo com AIA exdégeno e com Phytomonas
causou um aumento na quantidade de AIA conjugado, sugere que O
tripanossomatideo esteja contribuindo com o pool do fitorménio nos frutos, e que o
excesso de auxina seja convertido na forma de éster ou amida. Purgatto et al. (2002)
observaram fendmeno andélogo ao infiltrarem AIA em bananas em processo de
amadurecimento. Nesta situacdo, o fruto respondeu conjugando o0 excesso de
horménio com acucares e aminoacidos, possivelmente com vistas a evitar o
comprometimento da viabilidade do fruto (Purgatto et al., 2002).

Em nossos ensaios verificamos que o teor de AlA-éster, aos 7 dias p.i., é
maior nos frutos inoculados com AIA exdgeno do que nos frutos infectados com P.
serpens. O quadro se inverte aos 14 dias p.i., quando o teor de AlA-éster € maior

nos frutos infectados com o fitoflagelado. Uma possivel explicagdo para o fato seria
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a de que AIA exbégeno seria prontamente convertido em AIA conjugado, ao passo
que, nos frutos infectados com P. serpens, a producdo de AIA e sua conjugacao
seria dependente do tempo de infeccdo. Verificamos que a concentracdo de AlA-
amida apresenta pequena variacdo com o tempo de inoculacdo, seja com AlA
exdégeno, seja com o flagelado.

A maior parte do AlA dos vegetais encontra-se conjugada a uma variedade de
aminoacidos, peptideos, acucares e mio-inositol (Cohen e Bandurski, 1982;
Normanly, 1997). Estes conjugados podem desempenhar diversas fungdes, estando
envolvidos no transporte de AIA, armazenamento, protecdo contra degradacéo,
catabolismo e controle dos niveis do fitormoénio (Cohen e Bandurski, 1982; Spaepen
et al., 2007). De fato, uma vez conjugado, AlA pode ser catabolizado ou armazenado
para subsequente hidrolise (Catala et al., 1992; Normanly e Bartel, 1999). AlA-
éster é a forma pela qual o AIA pode tanto ser mobilizado para a forma livre, como
ser deslocado para a forma amida (Catala et al., 1992). Por outro lado, AlA-amida
também pode ser formado diretamente a partir do AIA livre (Cohen e Bandurski,
1982; Normanly, 1997). Acredita-se que a forma amida seja um precursor para a
degradacdo do fitormonio (Bottcher et al., 2010), embora ja tenha sido observado
que esta forma pode gerar AlA livre (Normanly, 1997).

Tendo em vista que em frutos de tomate os niveis de AIA comegam a cair ao
longo do processo de maturacdo (Buta e Spauling, 1994; Béttcher et al., 2010), na
infeccdo por P. serpens a conversao do AIA produzido por este organismo nas
formas conjugadas seria uma resposta do hospedeiro no controle dos niveis de AIA
livre, atuando, portanto, na homeostasia da relacéo parasita-hospedeiro.

4.5 Parametros cinéticos da atividade PDC/IPDC de  P. serpens

Nota: Parte dos dados sao apresentados no Anexo A e Anexo B.

4.5.1 Caracterizacdo de parametros cinéticos da atividade PDC/IPDC em lisados de
P. serpens

Tendo observado o acumulo de etanol e AIA em meios condicionados de P.
serpens, levantamos a possibilidade de que a PDC/IPDC poderia ser uma enzima
bifuncional que atuaria de acordo com a disponibilidade dos substratos, ou seja, na

presenca de excesso de glicose, a enzima atuaria como PDC, ao passo que em
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presenca de excesso de triptofano, atuaria como IPDC. Para investigar esta
hipotese, inicialmente, determinar os parametros cinéticos da atividade PDC com o
substrato piruvato, em auséncia e presenca de indolpiruvato (IPyA, substrato da
IPDC) para verificar se este composto atuaria como inibidor competitivo.

A atividade PDC foi avaliada em extratos semi-purificados de P. serpens, em
meio reacional contendo o substrato piruvato, alcool desidrogenase (ADH) de S.
cerevisiae e NADH, em tampdao contendo fosfato de potassio 10 mM, MgCl, 5 mM e
TPP 0,1 mM. A adicdo de ADH e NADH teve por objetivo converter acetaldeido em
etanol, com a consequente oxidacdo de NADH a NAD" (Figura 1A - Anexo B). A
velocidade da reacdo foi determinada a partir da medida da oxidagdo de NADH
(decréscimo da absorbancia a 340 nm). O efeito do IPyA na velocidade da reacao
também foi monitorado. Determinamos os valores de Vmax € Ky da atividade PDC,
apos transformacédo de Lineweaver-Burk (Figura 5 - Anexo A e Figura 6 - Anexo B).
A enzima apresentou comportamento Michaeliano tipico, com um valor médio de Ky
de 1,4 mM para o substrato piruvato (lenne et al., 20128 em fase de elaboracdo). A
afinidade da enzima de P. serpens pelo substrato é semelhante a afinidade da PDC
de S. cerevisiae para piruvato (Ky = 1,3 mM) e da IPDC de E. cloacae (Ky = 2,5 mM)
(Koga et al., 1992).

Para verificar o efeito de IPyA na atividade PDC, diferentes concentracdes deste
composto foram adicionadas no ensaio (Tabela 8) e a velocidade da reacdo de PDC foi
determinada a partir da oxidacdo de NADH (decréscimo da absorbancia a 366 nm).
Concluimos que este composto € um inibidor da atividade PDC no extrato de P.
serpens. Em uma segunda abordagem, fixamos a concentracédo de IPyAem 1 e 2
mM (concentracdes que promovem inibicdo de 26,4 e 31,5%, respectivamente;
Tabela 8) e adicionamos concentracdes crescentes do substrato piruvato. Nestas
condi¢gbes observamos, respectivamente, um aumento de 4 a 9 vezes no valor da
Kn® para piruvato, sem alteracdo de Vmax (Tabela 5 - Anexo B). Tal comportamento
indica que IPyA € um inibidor competitivo da atividade PDC, diminuindo a afinidade
da enzima pelo substrato piruvato, por se ligar ao sitio ativo da enzima, favorecendo
a hipétese de que a PDC/IPDC seria uma enzima bifuncional (lenne et al., 2012°, em

fase de elaboragéo).

8 lenne et al., 2012.
° lenne et al., 2012.
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Tabela 8 - Decréscimo da Velocidade inicial (V,) da reacdo promovida pela atividade
PDC em fungéo da concentragcdo de indolpiruvato adicionado ao meio
reacional, pelo ensaio acoplado com ADH wusando 100 pg do
sobrenadante de células de P. serpens sonicadas e centrifugadas a

16.000 g2,
Concentragéo de Vo % inibicdo em relagéo
indolpiruvato (mM) (umol/min) ao controle

0 113,4 -

0,1 99,6 12,1
1 83,4 26,4
2 77,6 31,5

2,5 39,2 65,4
3 16,9 85,1

Segundo alguns autores (Weiss et al., 1988; Schitz et al., 2003a, 2005;
Spaepen et al., 2007) a atividade IPDC pode ser monitorada num ensaio simples,
similar aquele utilizado para medir a atividade PDC, substituindo-se a ADH de S.
cerevisiae por uma alcool desidrogenase de figado de cavalo (ADH Horse Liver;
ADH HL). Esta enzima possuiria alta afinidade por substratos ciclicos, como por
exemplo o indol acetaldeido (IAAld). Desta forma, nos propusemos a utilizar este
ensaio. Lamentavelmente, no inicio dos estudos, verificamos que a ADH HL,
comercializada pela empresa Sigma-Aldrich, n&o estava mais disponivel
comercialmente. Em 2010 a enzima voltou a ser produzida pela mesma companhia,
na forma recombinante. Adquirimos a enzima e avaliamos a atividade IPDC
conforme protocolo adaptado de Schitz et al. (2003a) e Spaepen et al. (2007).
Nossos dados indicam que a ADH HL recombinante esta contaminada com algum
composto, uma vez que verificamos o consumo de NADH na auséncia do substrato
indolpiruvato. A enzima recombinante foi submetida a cromatografia em Sephadex
G-25 na tentativa de eliminar o(s) contaminante(s). A enzima foi recuperada, mas
nao mostrou nenhuma atividade. Desta forma, a ADH HL ndo pbéde ser utilizada nos
ensaios.

Decidimos entdo monitorar a atividade IPDC nos extratos de P. serpens

analisando os produtos da reacdo: indol-3-acetaldeido e AIA por HPLC, conforme
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metodologia descrita por Koga et al. (1992). Fica claro que os testes sao muito
trabalhosos e demorados e que poucos pontos experimentais podem ser analisados.

O meio reacional consistiu de tampéao fosfato de potassio 10 mM, MgCl, 5
mM, TPP 0,1 mM, indolpiruvato (IPyA) 0,5 mM e extrato semi-purificado de P.
serpens (80 e 160 pg de proteina). Os produtos foram quantificados conforme
descrito no item 3.6.2 de Material e Métodos.

Inicialmente analisamos o consumo do substrato IPyA e a formacéo de indol-
3-acetaldeido (IAAId) e AIA catalisada por duas quantidades de extrato de P.
serpens (80 e 160 ug de proteina), a 25 °C por 15 minutos (Tabela 9). Ndo foi
detectado Tol nas reacdes enziméaticas.

Tabela 9 - Avaliacdo da atividade IPDC em extrato semi-purificado de P. serpens.
Compostos detectados ao final da reagdo® Compostos quantificados por

HPLC.
pg/mL mmol (x10'5) /min

Extrato IPyA ° IAAId © AIAC IPyA® IAAId © AIAC
N&o adicionado (controle) 69,8 Zero Zero 2,29 Zero Zero
Adicionado (80 ug) 34,3 17,6 15,4 1,13 0,45 0,59
Adicionado (160 ug) 29,8 23,6 21,5 0,98 0,60 0,82
Aquecido.a. 100 °C por 5 67,7 Zero Zero 2,22 Zero Zero
min. e adicionado (80 ug)

15 min. a 25 °C.
® Substrato da reacéo
° Produtos da reacao

Os dados indicam que o extrato de P. serpens promove o consumo do
substrato IPyA e a formacdo dos produtos IAAId e AIA, e que as quantidades dos
produtos formados aumentam com a quantidade de extrato adicionado. Na auséncia
de substrato a reagcédo nao ocorre (dados ndo mostrados). A inativagao do extrato por
aguecimento abole o consumo do substrato e formacéo dos produtos.

Também verificamos que o aumento do tempo de incubacédo de 15 para 30
minutos aumenta a formacéo dos produtos IAAId e AIA, com consumo do substrato
IPyA (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacédo da atividade IPDC em extratos semi-purificados de P. serpens
(80 ug).
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Quantificacdo dos produtos formados por HPLC. Valores em ug/mL. A reacdo foi
desenvolvida a 25 °C por 15min (painel A) e 30 min (painel B).
FONTE: lenne (2012).

O conjunto de dados indica haver atividade IPDC no extrato de P. serpens,
uma vez que o substrato IPyA é transformado no produto indol-3-acetaldeido. Além
disto, os dados indicam que no extrato também esta contida a enzima que
transforma indol-3-acetaldeido em AIA (em bactérias esta enzima é uma
indolacetaldeido oxidase; Koga et al., 1991a).

Dada a complexidade dos ensaios, ndo foi possivel determinar o Ky, da IPDC
para o substrato indolpiruvato. Futuramente, pretendemos verificar se a adicdo de
piruvato, substrato da PDC, inibe a formacédo dos produtos da IPDC. Estes dados
serdo incluidos no manuscrito em preparacao apresentado no Anexo B (lenne et al.,
2012). Se os resultados esperados ocorrerem, acoplados aos dados da atividade
PDC (vide acima), havera suporte para a hipotese de que a PDC/IPDC seja uma
enzima bifuncional.

Com os dados disponiveis, comparamos a atividade PDC e IPDC presente
em 100 pg de extrato de P. serpens. Para a atividade PDC (monitorada por
espectrofotometria), a velocidade inicial da reacdo é de 113,4 umol/min (Tabela 8),
ao passo que, para a atividade IPDC (quantificada por HPLC) obtivemos uma
velocidade inicial para a formacdo de IAAId e AIA de 0,0056 e 0,0073 pmol/min,
respectivamente (Tabela 9). Embora este calculo seja questionavel, os dados

sugerem que a atividade PDC seja bem mais proeminente que a atividade IPDC.
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4.5.2 Algumas caracteristicas estruturais do sitio ativo da PDC/IPDC de P. serpens

Nota: esta analise nado foi publicada.

Schitz et al. (2003b) mostraram haver diferencas estruturais no sitio ativo das
PDCs de Zymomonas mobilis e S. cerevisiae e IPDCs de E. cloacae e P.
agglomerans. Segundo esses autores, na cavidade do sitio ativo das PDCs, onde se
liga o substrato, ocorrem residuos de aminoacidos com cadeias laterais (grupo R)
volumosos. Isto ndo se verifica nas cavidades das IPDCs, onde os grupos R séo
menores. Este aspecto determina que a cavidade das IPDCs seja maior que a das
PDCs, condizente com o fato de que as IPDCs ligam indolpiruvato, um substrato
maior que piruvato, substrato das PDCs. Tomando por base a sequéncia primaria da
IPDC de E. cloacae, os residuos em questao ocupariam as posi¢cdes 290, 387 e 542.
Schitz et al. (2003b) propbem que alteracbes nesses trés residuos promoveriam
uma mudanca na especificidade pelo substrato.

Desta forma, passamos a analisar a natureza dos aminoacidos
correspondentes presentes na enzima de P. serpens. Na Tabela 10 descrevemos 0s
residuos encontrados nas posi¢coes 290, 387 e 542 das IPDCs de E. cloacae e P.
agglomerans e nas PDCs de Z. mobilis e S. cerevisiae. Observa-se que na posicao
290 das IPDCs ocorre uma treonina (grupo R pegueno), a0 passo gue, nesta
posicdo, nas PDCs de S. cerevisiae verifica-se uma fenilalanina (grupo R volumoso)
e na enzima de Z. mobilis uma tirosina (grupo R volumoso).

Para a andlise da natureza dos aminoacidos presentes nas posi¢cdes
mencionadas, na enzima de P. serpens, e tendo em vista haver no minimo 6 copias
do gene PDC/IPDC neste organismo (ver Anexo A), que poderiam nao ser idénticas,
amplificamos o gene com os oligonucleotideos IPDCexpF e IPDCexpR, clonamos o
produto no sistema pGEM T-Easy e os plasmideos foram transformados em E. coli
DH5a. Colbnias isoladas foram cultivadas em meio liquido LB-Ampicilina e os
plasmideos foram purificados por lise alcalina e sequenciamos 9 clones (item 3.7.2
de Material e Métodos). O gene clonado no vetor de expressdo pET28(a+) (descrito
no item 3.7.3 de Material e Métodos) também foi sequenciado (denominado na
Tabela 11 e Figura 17 “clone 4 _pET”). A sequéncia proteica dos 10 clones foi
alinhada com as sequéncias das PDCs e IPDCs selecionadas com o programa

CLUSTAL W e submetidas a checagem manual no programa BIOEDIT, e é
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mostrada na Figura 17. Observamos que em todos os clones, na posi¢cdo 290 h&a
uma fenilalanina como verificado para a enzima de S. cerevisiae (Tabela 11).

Nas posicbes 387 e 542 de todas as sequéncias traduzidas dos clones de
PDC/IPDC de P. serpens encontramos residuos de aminoacidos com R pequenos,
como observado para as IPDCs das fitobactérias (Tabela 10). Por outro lado, nas
PDCs de S. cerevisiae e Z. mobilis os grupos R dos residuos 387 e 542 séo
volumosos (Tabela 10). Desta forma, a cavidade da PDC/IPDC de P. serpens teria
um aminoacido com grupo R volumoso, na posicdo 290, e aminoacidos com R
pequenos nas posi¢coes 387 e 542, apresentando, portanto, uma estrutura que difere
da estrutura “canodnica” das PDCs e IPDCs proposta por Schiitz et al. (2003b). Este
fato sugere que a enzima de P. serpens possa atuar sobre diferentes substratos.
Esta hipotese merecera estudos posteriores.

Uma andlise comparativa entre as sequéncias traduzidas dos clones do gene
PDC/IPDC de P. serpens indica que o gene é bastante conservado (Figura 17).
Encontramos ao todo sete variantes do gene, diferindo em oito posicdes (Tabela 11),
indicando a presenca de um numero maior de copias do que sugeriam os resultados
descritos no item 4.1.2 (pelo menos seis copias contiguas observadas por Southern
blot e trés copias por sequenciamento da regido intergénica), complementando a
analise do numero de coOpias previstos para o gene. Nenhuma variagdo de
aminoacidos ocorre nas posi¢cdes correspondentes ao sitio ativo das PDCs e IPDCs,
descritas acima. Desta forma, as alteracbes de aminoacidos dos clones né&o
promoveriam uma mudanca na especificidade da enzima de P. serpens pelo

substrato.

Tabela 10 - Diferencas estruturais na cavidade do sitio ativo de PDCs e IPDCs.

Posicéo do aminoacido

Espécie Enzima GenBank 290 387 542
E. cloacae IPDC P23234 Treonina Alanina Leucina
P. agglomerans IPDC AAB06571 Treonina Alanina Valina
S. cerevisiae PDC1 PDC CAA54522 Fenilalanina  Alanina  Glutamina
Z. mobilis PDC CAA42157 Tirosina Triptofano  Triptofano
P. serpens PDC/IPDC AEX33309 Fenilalanina Serina Valina

% com base sequéncia proteica primaria da IPDC de E. cloacae.
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Figura 17 - Alinhamento de sequéncias pelo Clustal W (versdo 1.83): putativa
PDC/IPDC de P. serpens (GenBank AEX33309), clones sequenciados
do gene de P. serpens, IPDC de E. cloacae (GenBank P23234), PDC1
de S. cerevisiae (GenBank CAA54522) e PDC de Z. mobilis (GenBank
CAA42157).
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concluséo Figura 17
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Os pontos indicam correspondéncia de aminoacidos em todas as sequéncias. A numeragao
corresponde a primeira sequéncia de P. serpens. As posi¢cdes 290, 387 e 542 baseadas na
sequéncia proteica priméaria da IPDC de E. cloacae estdo destacadas em amarelo.

Tabela 11 - Diferencas entre os clones do gene PDC/IPDC de P. serpens. As
sequéncias nucleotidicas foram traduzidas segundo o codigo genético
padrdo e alinhadas com o programa CLUSTAL W e submetidas a
checagem manual no programa BIOEDIT.

Posi¢do do aminoéacido *
45 108 120 309 349 434 499 501

R R S
clone 2 A D D M K \%
clone 3 D M
clone 4 K A D D M
clone 4_pET D M
clone 5 D M
clone 6 D M
clone 7 D \Y, M
clone 8 A D M
clone 9 A D M
clone B K D M

% com base no alinhamento apresentado na Figura 17. Os pontos indicam aminoécidos idénticos a
sequéncia de PDC/IPDC depositada (GenBank AEX33309).
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4.5.3 Clonagem do gene PDC/IPDC de P. serpens em sistema de expressao

Nota: estes dados néo foram publicados.

Para uma concluséo definitiva sobre a bifuncionalidade da enzima PDC/IPDC
de P. serpens, os ensaios de atividade enzimatica deveriam ser conduzidos com a
enzima recombinante.

Desta forma, o gene de P. serpens foi clonado em diferentes vetores e
sistemas bacterianos e a forma com a qual a proteina recombinante é expressa €é
resumida abaixo :

- pQE-30Xa (Qiagen). A proteina recombinante (=62 kDa) foi expressa na

bactéria E. coli XL-1 Blue MRF’ como corpos de incluséo tanto a 37 °C quanto

a 15 °C, apés a indugdo com IPTG 0,1, 0,3 e 1 mM.

- pMAL-c4X (New England Biolabs). A proteina recombinante (=99 kDa) foi

expressa em E. coli XL-1 Blue MRF’ e E. coli Origami 2 como corpos de

inclusdo a 37 °C e 25 °C, ap6s a indugéo com IPTG 0,3 mM.

- pET28(a+) (Novagen). A proteina recombinante (=64 kDa) foi expressa em

E. coli Rosetta(DE3)pLysS e BL21(DE3)-codon plus como corpos de inclusao

a 28 °C, apés a indugdo com IPTG 0,2 mM.

No total, foram feitas nove tentativas para produzir a proteina recombinante
na forma sollvel. Em todos os casos a proteina foi obtida sob forma de corpos de
inclusdo, o que impede sua purificacdo a fim de realizar estudos cinéticos. Nossa
suposicdo é que a formacgédo de corpos de inclusdo é favorecida pela presenca de 16
residuos de cisteina na proteina PDC/IPDC (Figura 18).

Figura 18 - Sequéncia proteica traduzida (548 aminoacidos) codificada pelo gene
PDC/IPDC de P. serpens.

>PDC/IPDC sequéncia proteica
MPSETYNVGYLLDRIVELGCTELFGVPGDYNLRFLDDVVANEKLNWSNELNGAYAADGYARGIGAVLT
TYGVGELSALNALAGAYAEFNPVVHIVGAPSTADVDAQLMKHHTLGHEEBYMSEQISCATTRLTARNAVI
EIDRVLTEIRYQRKPGYIMLPMDVAVFKVDPPVAPMAVRQPEGELKAFAAGVDEKLRVAKRPAALVGEDL
RFACNALAQKLVDEAKIPFAHMLLGKGALNEQSESXYEGATNEYVRKTIEESDAVLIGVKFHDFGTGYF
SHKIDSENTIHILPF CARIGLTRFPQVPMALAIEAVFTAAMKSAWPKSFMKPPSFDKPKDDKFNGHHFWEEV
QAGLTEGDIVVVDQGTSSAASAGLILPKNGTLMQVGSIGYSIPAAFGAQIAKPDRRVVLAVGDGSAQMTVQ
EWGSFMRFGLHPLIFLVNNDGYVIERVIHGWNAVYNDIGAWNWTAWNKADPEAVTVQEPGKILPIMERT|
QKNRDKLVFVEVMLGRHEMPVVSLAWKPMN-

Os residuos de cisteina sao indicados em vermelho.
FONTE: lenne (2012).
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Apenas na décima tentativa conseguimos obter a proteina recombinante na
forma soluvel. Neste caso o gene foi clonado em pET28(a+) e expresso em E. coli
BL21(DE3)-codon plus pGRO7. Esta cepa co-expressa as chaperonas grokES e
groEL sob indugcdo do promotor bacteriano araB, ativado na presenca de L-
Arabinose no meio de cultura. Isto favorece o dobramento correto de proteinas
recém-produzidas, evitando sua agregacdo em corpos de inclusdo (Thomas et al.,
1997). A seguir resumimos 0s processos de clonagem, producdo da proteina

recombinante e atividade enzimatica.

Figura 19 - Produto de amplificacdo com os oligonucleotideos IPDCexpF e
IPDCexpR em P. serpens (1). Analise por eletroforese em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

21228

5148/4973
4

o=
Se
b ¢

O marcador de tamanho molecular (DNA de fago A digerido com Eco RI e Hind Ill) é
indicado (M).
FONTE: lenne (2012).

A partir do gene completo PDC/IPDC de P. serpens (Numero de acesso
GenBank JN400885), a regido codificante (ORF) compreendida entre o codon de
iniciacdo (ATG) e o putativo codon de terminacdo (TAA) foi amplificada a partir do
DNA gendmico de P. serpens com os oligonucleotideos IPDCexpF e IPDCexpR, que
flanqueiam a ORF (Figura 19). As etapas de clonagem do gene PDC/IPDC de P.
serpens estdo esquematizadas na Figura 20. O produto de amplificacdo do gene
PDC/IPDC foi purificado do gel de agarose, clonado com o sistema pGEM T-Easy
(item 3.7.2 de Material e Métodos) e os plasmideos foram transformados em E. coli
DH5a. Colbnias isoladas foram cultivadas em meio liquido LB-Ampicilina e os
plasmideos foram purificados. Os plasmideos recombinantes foram digeridos com as
enzimas de restricdo Bam HI e Xho |, que ndo possuem sitio de restricdo interno ao

gene PDC/IPDC de P. serpens, para linearizar o vetor. O gene liberado foi purificado
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do gel de agarose e inserido no vetor de expressdo pET28(at+) (item 3.7.3 de
Material e Métodos), previamente digerido com as mesmas enzimas (Figura 21). O
vetor escolhido originou uma construcdo com duas caudas de histidina, nas posicoes
N- e C-terminal, dada a necessidade de combinagdo entre as possiveis enzimas de
restricdo do sitio maltiplo de clonagem no vetor e a auséncia dos mesmos sitios de
restricdo internos ao gene de P. serpens. A cauda de histidina ligada a proteina de
fusdo simplificaria sua purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, cujo sistema é baseado na seletividade e afinidade da matriz niquel-acido
nitrilotriacético (Ni-NTA), que possui afinidade por biomoléculas marcadas com seis

residuos consecutivos de histidina.

Figura 20 - Diagrama das etapas de clonagem do gene PDC/IPDC de P. serpens.

Gene completo PDC/IPDC de P. serpens (2.364 pb)

<
-«

v

5 ATG Dominio Dominio Dominio TAA 3
uTR inicial  N-terminal Central C-terminal final UTR

| | | | ! |

PCR para amplificacéo do gene PDC/IPDC Phy :
- -
IPDCexpF IPDCexpR

Adicéo de dATP:

———
A gene PDC/IPDC Phy

!

Insercéo no plasmideo pGEM T-Easy e transformagéao
de bactérias E. coli DH5a:

pGEM

PDC/IPDC
Phy

!

Digestéo para liberacéo do gene e ligagdo ao vetor de expresséo:

gene PDC/IPDC
. Xhol

' BamHI‘

BamHI : 7/ Xhol

pET-28a(+)

pGEM
PDC/IPDC
Phy

(Novagen®)

'

Insergéo do gene no plasmideo de expresséo
e transformacéo de bactérias E. coli BL21 pGRO7:

pET

PDC/IPDC
Phy

FONTE: lenne (2012).
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Figura 21 - Mapa do plasmideo pET-28a(+), destacando o local de insercdo da
regiao codificadora do gene PDC/IPDC de P. serpens.
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FONTE: Adaptado de: Novagen.

4.5.4 Obtencéao e purificagdo da PDC/IPDC recombinante

Para investigar se a proteina era produzida na forma sollvel ou como corpos
de inclusédo, sedimentos de bactérias BL21(DE3)-codon plus pGRO7 contendo o
vetor pET28(a+) recombinante foram cultivadas apés adicdo de IPTG 0,1 mM a 25
°C por 16 horas, conforme orientacGes dos fabricantes da bactéria (Takara) e vetor
(Novagen) (Figura 22 - canaletas 1 e 2). As bactérias foram lisadas por tratamento
com Lisozima (conforme orientacbes da fabricante, Qiagen) e submetidas a
sonicacdo. O lisado celular foi centrifugado a 13.000 g e o perfil proteico do
precipitado e sobrenadante foi analisado em SDS-PAGE (Figura 22 - canaletas 3 e
4). Observa-se que a banda correspondente a enzima recombinante, de tamanho
aparente de 60,5 kDa, encontra-se no sobrenadante de 13.000 g, e aparentemente
em menor propor¢cdo no sedimento de 13.000 g do lisado celular, sugerindo estar

tanto na por¢cdo sollivel do extrato quanto sob forma de corpos de inclusdo. A
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purificacdo da fracdo soluvel foi realizada por cromatografia de afinidade, utilizando
uma resina de agarose carregada com niquel (Ni-NTA, Qiagen), e apés as lavagens
(Figura 22 - canaletas 5 a 7), a proteina foi eluida com tampé&o de eluicédo (Figura 22
- canaletas 8 a 11). A segunda e terceira fracdo da eluicdo (Figura 22 - canaletas 9 e
10) eram as mais abundantes em termos de quantidade de proteina. As fracfes

foram unidas e quantificadas.

Figura 22 - Analise eletroforética de extratos de E. coli BL21(DE3)-codon plus
pGRO7 contendo o vetor de expressdo pET28(a+) com o gene
PDC/IPDC de P. serpens.
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Gel de poliacrilamida 10% corado com Coomassie Brilliant Blue R. O Padrdo de tamanho
molecular esté indicado a esquerda. 1 — Cultura ndo-induzida; 2 — Cultura induzida por 16
horas com IPTG 0,1 mM a 25 °C; 3 — Sedimento de 13000 g obtido apés 16 horas de
inducéo; 4 — Sobrenadante de 13000 g obtido ap6s 16 horas de inducéo; 5 — Fluxo escoado
apos passagem do sobrenadante na coluna carregada com niquel; 6 — Primeira fragdo
coletada apés a lavagem com tampdo contendo imidazol 20 mM; 7 — Segunda fracéo
coletada apds a lavagem com tampéo Imidazol 20 mM; 8 a 11 — Primeira a quarta fracao
(respectivamente) coletada apds a eluicdo com tampao contendo imidazol 250 mM.

FONTE: lenne (2012).

4.5.5 Caracterizacao de parametros cinéticos na PDC/IPDC recombinante

Nota: estes dados n&o foram publicados.

Para avaliar a atividade da proteina recombinante purificada, removemos a
cauda de histidina N-terminal por tratamento com trombina e nova purificacdo em
coluna de niquel. Este tratamento resultou na perda total de atividade PDC (dados

ndo mostrados). Desta forma, os testes foram conduzidos com a proteina
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recombinante com as duas caudas de histidina, N- e C-terminal. Verificamos que a
enzima era instavel, perdendo atividade apés congelamento, e que sua atividade s6
poderia ser mensurada logo apos sua purificacao.

A atividade PDC foi determinada nas mesmas condi¢cfes reacionais utilizadas
para medir a atividade PDC nos extratos de P. serpens (item 4.5.1). Nos ensaios
(réplicas biolégicas) utilizamos 150 ug de proteina recombinante purificada (Figura
22 - canaletas 9 e 10), cujo pH do eluato foi previamente corrigido de 8,0 (tampéao de
eluicdo da proteina) para 6,5, favorecendo a tetramerizacdo da enzima (Koga, 1995).
A média do Ky para piruvato foi de 2,4 mM, proximo ao valor obtido para a atividade
PDC presente no extrato de P. serpens (1,4 mM, ver item 4.5.1). O efeito de 1 mM
indolpiruvato, substrato da IPDC, também foi avaliado (Figura 23), verificando-se que
este composto atua como inibidor competitivo da atividade PDC, causando um

aumento do Ky® para piruvato que passa a ser 3,6 mM, sem alterac&o na Vpmax.

Figura 23 - Transformag&o de Lineweaver-Burk para a atividade PDC da enzima
recombinante de P. serpens em funcdo da concentracdo do substrato
(piruvato), na auséncia e presenca de indolpiruvato 1 mM (monitorada
pelo decréscimo da absorbancia a 366 nm).
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Os gréficos representam dados de réplicas bioldgicas. V, foi determinada a partir da
oxidacdo de NADH em funcédo do tempo.
FONTE: lenne (2012).
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Chama a atencdo a elevada massa de proteina recombinante utilizada nos
ensaios das medidas de atividade. Isto pode ser resultante de fatores nao
excludentes: apenas uma parte da proteina recombinante adquire sua conformacéo
tetramérica funcional, como resultado (ou néo) da presenca de duas caudas de
histidina; e/ou as duas caudas de histidina interferem na catalise.

Futuramente pretendemos avaliar a atividade IPDC da proteina recombinante,
utilizando o substrato indolpiruvato, em presenca e auséncia de piruvato, para
verificar se este composto compete com o substrato da IPDC. Os produtos da
reacdo serdo quantificados por HPLC. O conjunto de dados sera incluido no
manuscrito em preparacéo (Anexo B9).

4.5.6 Acumulo de indol-3-acetaldeido no meio de cultura da bactéria recombinante

Nota: estes dados n&o foram publicados.

Como alternativa para verificar atividade IPDC na proteina recombinante, a
bactéria E. coli BL21(DE3)-codon plus pGRO7 contendo o gene PDC/IPDC clonado
no plasmideo pET28(a+) foi cultivada em meio LB. Apds a cultura atingir Aspo nm de
0,4 foi adicionado L-arabinose 0,5 mg/mL e apds atingir Asoo nm de 0,6 foi adicionado
0,1 mM IPTG para induzir a expressdo da proteina recombinante. A cultura foi
dividida em trés aliquotas de 10 mL cada. Na primeira aliquota, Trp néo foi
adicionado, na segunda e terceira aliquotas adicionou-se, respectivamente, 0,5 g/L e
2,5 g/L de Trp. A presenca de indol-3-acetaldeido (IAAld) no meio foi quantificada
por HPLC, apds cultivo a 25 °C por 16 horas (Tabela 12).

Tabela 12 - Acumulo de IAAId, em meios de cultura condicionados pela presenca de
bactérias E. coli BL21(DE3)-codon plus pGRO7 contendo o plasmideo
pET28(at+) com o gene PDC/IPDC (ver texto). Resultados em
microgramas por mL de cultura (ug/mL).

Condigéo experimental IAAId

Meio LB 0
Meio LB + triptofano 0,5 g/L 5,48
Meio LB + triptofano 2,5 g/L 7,00

0 lenne et al., 2012.
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Os dados indicam haver acumulo de IAAId, produto da reagéo catalisada pela
IPDC, de 5,5 e 7 vezes, respectivamente, nos meios contendo triptofano 0,5 e 2,5
g/L, em relacdo ao meio controle, onde este produto ndo foi detectado. Os dados
seriam condizentes com a presenca de uma atividade IPDC na bactéria
recombinante. No meio de cultura condicionado pela presenca de bactérias
contendo vetores pET28(a+) vazios ndo foi detectada a presenca deste metabdlito.
Supomos que alguma aminotransferase bacteriana deve ter atuado sobre Trp

promovendo a formacao de indolpiruvato, substrato da IPDC.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Caracterizamos a sequéncia completa do gene que codifica uma PDC/IPDC
de P. serpens e verificamos que esta sequéncia é conservada em 14 isolados de
Phytomonas. Em P. serpens este gene esta presente em pelo menos seis copias em
tandem, separadas por uma regiao intergénica de 124 pb de sequéncia bastante
conservada (apenas trés variantes na regido 3' UTR). O aumento do numero de
coOpias génicas determinaria um incremento de 5,7 vezes na abundéncia dos
transcritos correspondentes. A amplificacdo do numero de cépias e transcritos
sugere que o gene PDC/IPDC desempenhe fungbes importantes no metabolismo do
fitoflagelado e, possivelmente, em sua adaptacéo a planta hospedeira.

Verificamos que a proteina codificada pelo gene PDC/IPDC apresenta elevada
similaridade com sequéncias proteicas de Leishmania spp., fitobactérias e fungos.
Por outro lado, esta sequéncia nao foi encontrada no genoma de T. cruzi ou T.
brucei.

A analise filogenética indica que a proteina de Phytomonas é robustamente
monofilética com as enzimas de Leishmania spp. e C. fasciculata. Este clado
aparece como grupo-irmdo de IPDCs de gama-proteobactérias. Isso apoia a
proposicdo que um evento de transferéncia horizontal génica a partir de uma
fitobactéria doadora para um tripanossomatideo ancestral tenha ocorrido antes da
separacao entre Phytomonas, Leishmania e Crithidia.

A partir de ensaios de PCR e Southern blotting, inferimos a presenca de
genes PDC/IPDC ortélogos putativos em alguns representantes dos géneros
Herpetomonas, Crithidia e Leishmania.

Investigamos a funcionalidade da PDC/IPDC. Detectamos a presenca de
etanol nos meios condicionados de P. serpens, cuja concentragcdo aumenta com a
adicdo de glicose ao meio. Isto apoia observac¢des de outros grupos e a hipétese que
a enzima seja uma piruvato descarboxilase (PDC) atuante na fermentacao alcodlica.

Também detectamos AIA e seus precursores no meio condicionado de P.
serpens, embora em niveis bem inferiores quando comparado com os de etanol. O
acumulo de AIA e seu intermediario Tol mostrou uma correlacao direta com a adi¢ao
de triptofano ao meio. Lembrando que triptofano € precursor da biossintese do
fitormbénio AIA, os dados sugerem que a enzima de P. serpens também tenha
atividade de IPDC.



92

A funcionalidade do AIA produzido por P. serpens foi investigada em
bioensaios de alongamento de hipocétilos de tomate. Verificamos que o0 meio
condicionado promoveu um alongamento de 15% dos hipocaétilos e promoveu sua
curvatura, efeito analogo ao observado quando AIA exdgeno foi adicionado aos
hipocdtilos.

Para verificar se AIA seria produzido in vivo, tomates Micro-Tom foram
inoculados com P. serpens e mantidos nas plantas. Como controle,
alternativamente, os frutos foram inoculados com PBS, T. cruzi, ou AlA exdgeno. A
quantificacdo do fitorménio no pericarpo dos tomates ao longo do periodo de
infeccéo (7 ou 14 dias) indica ndo haver variagao significativa na quantidade de AIA
livre tanto nos frutos inoculados com P. serpens quanto nos demais controles. Por
outro lado, as quantidade de AlA-amida e AlA-éster aumentaram significativamente
apenas nos frutos inoculados com P. serpens e AlA exdgeno. Desta forma, os dados
sugerem que o tripanossomatideo esteja contribuindo com o pool do fitorménio nos
frutos, e que o0 excesso de auxina seja convertido na forma de éster ou amida, para
seu armazenamento ou degradacdo. Tendo em vista que em frutos de tomate os
niveis de AIA comegam a cair ao longo do processo de maturagdo, na infec¢ao por
P. serpens a conversdao do AIA produzido por este organismo nas formas
conjugadas seria uma resposta do hospedeiro no controle dos niveis de AlA livre,
atuando, portanto, na homeostasia da relacéo parasita-hospedeiro.

Tomados em seu conjunto os dados indicam que a enzima de P. serpens
tenha atividade PDC e IPDC.

Caracterizamos a atividade PDC em extratos de P. serpens e na enzima
PDC/IPDC recombinante. Nos extratos a atividade enzimatica exibe uma cinética
classica michaeliana com Ky, para piruvato de 1,4 mM. Na enzima recombinante o Ky
obtido foi de 2,4 mM. A afinidade pelo substrato é similar a afinidade para piruvato
da PDC de S. cerevisiae e IPDC de E. cloacae. Indolpiruvato age como inibidor
competitivo da atividade PDC, elevando o valor da Ky para 4,0 e 9,3 (extratos de P.
serpens) quando da adicdo deste composto nas concentragfes de 1 ou 2 mM,
respectivamente, sem alteracdo da Vnax. Para a enzima recombinante, também foi
confirmada a atuacao de indolpiruvato como inibidor competitivo da reacgao, elevando
a Ky para 3,6 mM quando da adicédo deste composto na concentracdo de 1 mM.

Dados preliminares indicam haver atividade IPDC no extrato de P. serpens,

com a formagdo dos produtos IAAId e AIA nos meios reacionais. A analise
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comparativa das atividades PDC e IPDC nos extratos de P. serpens sugere que a
atividade PDC seja cerca de 30.000 vezes maior que a atividade IPDC. Talvez isto
explique por que nédo foi possivel determinar, at¢é o momento, atividade IPDC na
enzima recombinante. Por outro lado, conseguimos detectar 1AAld, produto da
reacdo da IPDC, no meio de cultura da bactéria recombinante que expressa o gene
PDC/IPDC. O acumulo deste produto aumenta com a adi¢éo de triptofano ao meio
de cultura.

Desta forma, concluimos que a PDC/IPDC seria uma 2-cetoacido
descaboxilase, com atividade catalitica variavel para diferentes substratos, como por
exemplo piruvato e indolpiruvato. A atividade PDC parece ser predominante em P.
serpens, permitindo sua sobrevivéncia no meio rico em carboidratos do hospedeiro
vegetal. A aquisicdo de uma PDC, enzima chave no processo de fermentacéo
alcodlica, conferiria ao flagelado uma rota alternativa e necessaria para re-oxidacao
de parte do NADH produzido na via glicolitica.

A enzima PDC/IPDC poderia ainda atuar sobre o acido indolpiravico,
produzido a partir do triptofano, gerando AIA como sub-produto. Nossos dados
sugerem, no entanto, que a producdo de AIA ndo esteja contribuindo para a
adaptacao do flagelado ao hospedeiro vegetal, uma vez que nos tomates infectados
o AlA excedente é convertido nas formas AlA-éster e AlA-amida.

Tendo em vista que o gene PDC/IPDC apresenta estrutura conservada em
diferentes isolados de Phytomonas sera de interesse verificar a funcionalidade da
enzima correspondente em flagelados que causam enfermidades devastadoras em

plantacGes de interesse econémico.

“It is clear that not only plants and

bacteria will take part in

the 1AA conversations [...],

researchers in plant science and
microbiology will undoubtedly continue talking
about this intriguing molecule.”

(Spaepen, Vanderleyden e Remans, 2007).
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Among trypanosomatids, the genus Phytomonas is the only one specifically adapted to infect plants. These
hosts provide a particular habitat with a plentiful supply of carbohydrates. Phytomonas sp. lacks a
cytochrome-mediated respiratory chain and Krebs cycle, and ATP production relies predominantly on gly-
colysis. We have characterised the complete gene encoding a putative pyruvate/indolepyruvate decarbox-
ylase (PDC/IPDC) (548 amino acids) of P. serpens, that displays high amino acid sequence similarity with
phytobacteria and Leishmania enzymes. No orthologous PDC/IPDC genes were found in Trypanosoma cruzi

¥ey V‘;Onrg:;mati ds or T. brucei. Conservation of the PDC/IPDC gene sequence was verified in 14 Phytomonas isolates. A phylo-
G?;Fealogy genetic analysis shows that Phytomonas protein is robustly monophyletic with Leishmania spp. and

C. fasciculata enzymes. In the trees this clade appears as a sister group of indolepyruvate decarboxylases
of y-proteobacteria. This supports the proposition that a horizontal gene transfer event from a donor phy-
tobacteria to a recipient ancestral trypanosome has occurred prior to the separation between Phytomonas,
Leishmania and Crithidia. We have measured the PDC activity in P. serpens cell extracts. The enzyme has a
Km value for pyruvate of 1.4 mM. The acquisition of a PDC, a key enzyme in alcoholic fermentation,
explains earlier observations that ethanol is one of the major end-products of glucose catabolism under
aerobic and anaerobic conditions. This represents an alternative and necessary route to reoxidise part
of the NADH produced in the highly demanding glycolytic pathway and highlights the importance of this
type of event in metabolic adaptation.

Pyruvate decarboxylase
Horizontal gene transfer
y-Proteobacteria
Ethanol

NADH oxidation

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Kinetoplastids are a remarkable group of protists that includes
pathogens of invertebrates, vertebrates and even plants. The genus
Phytomonas designates trypanosomatids found in latex, phloem,
fruits and seeds of different plant species with a wide geographical
distribution (reviewed by Dollet, 1984; Camargo, 1999). Phytomonas
are thought to be transmitted by phytophagous insects and, accord-
ingly, are classified as dixenous trypanosomatids.

Besides Phytomonas other trypanosomatids of the Leptomonas,
Herpetomonas and Crithidia genera have been isolated from plants
(Conchon et al., 1989). These monogenetic organisms are insect-
specific and their presence in fruits, seeds and flowers results from
accidental inoculation into the insect feeding sites (Conchon et al.,
1989; Jankevicius et al., 1989; Serrano et al., 1999a; Fiorini et al.,
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2001). Genetic markers allow the distinction of the Phytomonas
genus from the monogenetic insect kinetoplastids (Teixeira et al.,
1996; Muller et al., 1997, Serrano et al., 1999b; Sturm et al., 2007).

Multiple horizontal gene transfer (HGT) events have been impli-
cated in the acquisition of structural and biochemical peculiarities
of the trypanosomatids that allowed the adaptation of these organ-
isms to a vast range of different hosts (Opperdoes and Michels,
2007). The authors speculate that these genes were probably origi-
nated from bacterial donors that could have been endosymbionts or
organisms resident in the midgut of an insect host.

Accordingly, profound metabolic adaptations are expected to
permit Phytomonas to thrive in the phloem and laticiferous tubes
of host plants. Due to the facility of in vitro cultivation, some charac-
teristics of Phytomonas metabolism have been investigated in detail
for the tomato isolate Phytomonas serpens. These studies concluded
that several mitochondrial functions, such as cytochrome-mediated
respiration, ATP production and Krebs cycle, are missing, and cell
energetics are based predominantly on glycolysis (Maslov et al.,
1999; Nawathean and Maslov, 2000). Another distinctive character-
istic of Phytomonas, shared only by Crithidia, is ethanol production
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as one of the major end-products of glycolysis (Cazzulo et al., 1985;
Chaumont et al., 1994).

Little genomic and proteomic information regarding members
of the genus Phytomonas is available. As a first step toward the def-
inition of the Phytomonas genome, the molecular karyotypes of iso-
lates from latex and phloem have been reported (Marin et al., 2008,
2009). Aiming to expand basic knowledge on the biology and
metabolism of Phytomonas, our group undertook a moderate gene
survey by means of the generation, sequencing and analysis of
P. serpens expressed sequence tags (ESTs) (Pappas et al., 2005). A
number of enzymes of metabolic pathways were identified, as well
as several ESTs that can shed some light on physiological aspects of
the parasite lifestyle.

The 540-bp consensus sequence of one EST cluster (cluster 53)
showed high sequence similarity at the amino acid level with pyru-
vate/indole-pyruvate decarboxylases of phytobacteria. Pyruvate
decarboxylases (PDC; EC 4.1.1.1) are key enzymes in alcoholic
fermentation, functioning as a “gateway” leading from glycolysis
to fermentation, while indolepyruvate decarboxylases (IPDCs; EC
4.1.1.74) are key enzymes in the biosynthetic pathway of indole-
3-acetic acid of many bacteria (reviewed by Koga, 1995). The two
classes of decarboxylases (PDC and IPDC) display high structural
similarities, but different affinities for their substrates (Schiitz
et al., 2003).

The presence of P. serpens PDC/IPDC gene displaying high simi-
larity to genes of phytobacteria raised the stimulating hypothesis
that a HGT event may have occurred.

In this study we have characterised the complete gene encoding
a putative PDC/IPDC of P. serpens, shown that this sequence is con-
served in Phytomonas members and obtained phylogenetic evi-
dence of a probable HGT event providing the molecular basis for
alcoholic fermentation in Phytomonas.

2. Material and methods
2.1. Trypanosomatid isolates, cultivation and DNA extraction

Phytomonas isolates used in this study were obtained from two
cryopreserved collections of the Universidade de Sdo Paulo (USP,
Sdo Paulo, Brazil) (Table 1). PCR assays targeted to the spliced-
leader region were used to identify Phytomonas isolates (Catarino
et al., 2001 and references therein). Information on other trypano-
somatids used in this study is provided in Supplementary material
(Table A1). P. serpens and L. major stocks were kindly provided,

Table 1
Characteristics of Phytomonas isolates used in this study.

respectively, by Dr. Marta M. G. Teixeira (Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, USP) and Dr. Lucile Floeter-Winter (Instituto de Biocién-
cias, USP). Promastigotes of P. serpens were grown at 28 °C in
Grace’s insect medium (Sigma) supplemented with 10% foetal calf
serum; promastigotes of L. major were grown at 25 °C in 199 med-
ium (Vitrocell) supplemented with 10% foetal calf serum. P. serpens
and L. major genomic DNA was prepared by the conventional
phenol-chloroform extraction method. DNA preparations of other
trypanosomatids were kindly provided by Dr. Marta M. G. Teixeira
(Instituto de Ciéncias Biolégicas, USP).

2.2. PCR amplification

Three pairs of primers were employed for the amplification of
P. serpens PDC/IPDC gene (Table 2; Fig. 1) designed based on the
nucleotide sequence of this gene here determined (GenBank
JN400885). For the amplification of P. serpens housekeeping gene
glycosomal glyceraldehyde dehydrogenase (gGAPDH) the pair of prim-
ers Ps.GAPDH.For/Ps.GAPDH.Rev (Table 2) was designed based on
the nucleotide sequence (GenBank No EU084892). Amplification
reactions were performed in 25 pL total volume, containing 50 ng
DNA, 1 unit Tag DNA polymerase Biolase (Bioline), 1x enzyme buf-
fer, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI (for Ps.IPDC.N.For/Ps.IPDC.N.Rev and
Ps.IPDC.M.For/Ps.IPDC.C.Rev primers), 0.2 um dNTPs, 0.4 uM of
each primer, 5% DMSO (for Ps.IPDC.U.For/Ps.IPDC.U.Rev primers).
PCR conditions included 1 min denaturation at 95 °C, followed by
30cycles at three temperatures: 1 min denaturation at 95 °C;
1 min primer annealing at the temperature specified in Table 2;
and 1 min elongation at 72 °C; followed by 9 min elongation at
72 °C. PCR products were separated in agarose gels and stained with
ethidium bromide.

2.3. Cloning and sequencing of the PDC/IPDC gene

The 2400 bp insert of clone pBSSK* p228, belonging to the EST
cluster 53 was fully sequenced by standard procedures using sub-
clones obtained with a number of restriction enzymes. Sequencing
was carried out with an ABI 377 automated DNA sequencer (Ap-
plied Biosystems Inc.).

2.4. Sequencing of the PDC/IPDC intergenic region
The intergenic region was amplified from P. serpens genomic

DNA with the Ps.IPDC.U.For/Ps.IPDC.U.Rev primers (Table 2;
Fig. 1) and Pfu DNA polymerase (Fermentas). The amplification

Isolate Identification® Host

Species Source Country
P. serpens TCC 060 Lycopersicon esculentum (tomato) Fruit Brazil
P. frangai TCC 064 Manihot esculenta (cassava) Latex Brazil
P. mcgheei 163 TCC 300 Zea mays (maize) Seed Brazil
1G Trycc 56 Nezara viridula (insect) NA Brazil
412U Trycc 55 Bixa orellana (annatto) Seed Brazil
492 FG Trycc 72 Cajanus flavus (bean) Seed Brazil
Bni TCC 086 Blepharodon nitidus Latex Surinam
EC2 TCC 052 Euphorbia characias Latex France
Epi 053 (=Em1) TCC 053 Euphorbia pinea Latex France
Jma TCC 066 Jatropha macrantha Latex Peru
Msc 084 TCC 084 Mandevilla scabra Latex Surinam
Sam 225 TCC 225 Solanum americanum Fruit Brazil
Ser 226 (Seri 226) TCC 226 Solanum erianthum Fruit Brazil
Svi 223 TCC 223 Solanum viarum NA Brazil

insert NA = not aware

2 TCC: Trypanosomatids Culture Collection of the Universidade de S3o Paulo; TryCC: Trypanosomatids Culture Collection of the Department of Parasitology - Universidade

de Sdo Paulo.
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Table 2
Primers for PCR amplification of P. serpens genes.

Primer name Sequence (5-3') Localisation

Product size (bp) Primer annealing temperature (°C)

PDC/IPDC gene
Ps.IPDC.N.For CCTCGGAAACCTACAACGTC N-domain® 403 57
Ps.IPDC.N.Rev CAGGAGATCTGCTCGCTCAT
Ps.IPDC.M.For CATGAAGCCACCGAGCTT Middle and C-domain? 297 57
Ps.IPDC.C.Rev CACTCCTGCACCGTCATCT
Ps.IPDC.U.For AGATGCCCGTCGTTTCTCTT C- to N- domain®® 769 57
Ps.IPDC.U.Rev TCCGAGGGCATCGATATTAG
GAPDH gene
Ps.GAPDH.For GTGCTTGTGGTGAAC N-terminal domain [NAD(P) binding fold] 269 51
Ps.GAPDH.Rev CACGACGCGTTCGAC
¢ Domains for the ThDP coenzyme. See localisation in Fig. 1.
b Primers used for the amplification of the intergenic region.
ATG
start N-terminal Middle C-terminal TAA )
UTR site domain domain domain stop codon UTR
S (I, S AR ]
- - - = JES—
Ps.IPDC.N.For Ps.IPDC.N.Rev i1 Ps.IPDC.M.For Ps|PDC.C.Rev 100bp

=
Ps.IPDC.U.Rev

- -
Try.IPDC.M.Rev

Try.IPDC.N.For

3
Ps.IPDC.U.For

Fig. 1. Phytomonas PDC/IPDC gene. Schematic representation of P. serpens PDC/IPDC gene (Panel A). The localisation of the three ThDP binding domains and primers used for
PCR amplification is indicated (see Table 2). The PDC/IPDC gene of Phytomonas isolates was PCR amplified with Ps.IPDC.N.For/Ps.IPDC.N.Rev primers (Panel B) and
Ps.IPDC.M.For/Ps.IPDC.C.Rev primers (Panel C). Ethidium bromide stained agarose gels. Molecular mass markers are indicated. NC, negative control.

product was purified using a PCR purification kit (RBC - Real
Biotech Corporation), incubated with dATP and Taq polymerase
(Fermentas) and cloned into the TOPO TA plasmid (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. Recombinant plas-
mids were purified and sequenced as described above with TOPO
TA primers (M13 Forward and M13 Reverse).

2.5. Phylogenetic analyses

The deduced protein sequence of P. serpens PDC/IPDC together
with protein sequences of PDCs and IPDCs from Leishmania spp., bac-
teria, fungi and plants were subjected to phylogenetic analyses. The
databases accessed for selection of the sequences were GenBank and
SWISS-PROT. Preference was given to the inclusion of sequences
that have been characterised experimentally, corroborating the
enzymatic function. Two PDC/IPDC homologs were found in
C. fasciculata genome following a search in the TriTryp database
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/) using as query P. serpens protein
sequence: contig 653 (nucleotide position 1531-3168) and contig
1012 (nucleotide position 116893-118548). The corresponding pro-
tein sequences were included in the analysis. Sequences were
aligned with CLUSTALW (Thompson et al., 1994) and visualised with
BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor for Windows) (Hall,

1999). PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 2003) was used for the
reconstruction of phylogenetic trees. The reconstructions were per-
formed using the neighbor-joining distance method (Saitou and Nei,
1987), maximum parsimony method (Fitch, 1971), with heuristic
search algorithm by stepwise addition, and with the maximum like-
lihood method (Felsenstein, 1981). To determine the best substitu-
tion model for the dataset the Likelihood Ratio Test (LRT) with
ProtTest program (Drummond and Strimmer, 2001; Guindon and
Gascuel, 2003; Abascal et al., 2005) was applied. Bootstrap values
(1000 pseudo-replicates) were used for internal consistency of data
in the maximum parsimony method, assessed with PAUP*. The gen-
erated trees were displayed with TreeView (version 1.6.6; Page,
1996).

2.6. Gene sequence characteristics and codon usage

The nucleotide sequences of the following genes were analysed:
P. serpens and L. major PDC/IPDCs and GAPDHs; E. cloacae and
E. herbicola IPDCs and A. parasiticus and R. oryzae PDCs. GenBank
accession numbers are indicated in Section 3. The nucleotide
sequences were subjected to codon usage analysis with the
CodonW program (John F. Peden; available at http://codonw.
sourceforge.net/).
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2.7. Southern blot

P. serpens DNA (7 pg) was digested with Stu [ restriction enzyme
(New England Biolabs), run on 1% agarose gels and blotted to nylon
membranes (Hybond-N, Amersham Biosciences) using standard
protocols. Hybridisation was performed using as probe the 297-
bp purified amplification product of the P. serpens PDC/IPDC gene
obtained with the Ps.IPDC.M.For/Ps.IPDC.C.Rev primers (Table 2).
The probe was labelled with [o>?P]dATP using a Random Primer
DNA Labeling Kit (Invitrogen). Blots were hybridised at 60 °C in
0.05% Ficoll, 0.05% PVP, 0.5 mM EDTA, 3x SSC, 0.1% SDS, 100 pg/
mL salmon sperm DNA. Blots were washed to a final stringency
of 0.1xSSC/0.1% SDS at 60°C. The radioactive images were
recorded on Phosphor Screens (Kodak).

2.8. Relative abundance of PDC/IPDC transcripts

P. serpens and L. major total RNA was isolated using TRIzol®
(Invitrogen) and treated with DNAse RQ1 RNAse-free (Promega)
according to the manufacturer’s instructions. Two micrograms of
total RNA were used for cDNA synthesis with random hexamers
as primers and Super Script Il Reverse Transcriptase First-Strand
Synthesis Kit (Invitrogen), as indicated by the manufacturer. For
quality control, RNA absorbance was measured at 260 nm and indi-
vidual samples were analysed by agarose gel electrophoresis. Se-
quences of the primer sets used for real-time PCR analysis were
designed with the PrimerExpress program (Applied Biosystems)
and are shown in Table 3. All real-time PCR runs were performed
in triplicate and each reaction mixture (20 pL final volume) con-
tained 1x SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems),
200 nM each primer and 96 ng of cDNA template. Amplification
was performed in Real-Time PCR 7300 (Applied Biosystems) instru-
ment with the following thermal cycling protocol: 10 min initial
denaturation at 95 °C, 40 cycles of 15s at 95°C and 1 min at
60 °C. The fluorescence signal was measured at the end of each
extension step at 60 °C. After amplification, a melting peak analysis
with a temperature gradient from 60 to 95 °C was performed to
confirm that only the specific products were amplified. The thresh-
old cycle (C;) was determined with the 7500 Software Version 2.0.1
(Applied Biosystems). In all experiments, the species-specific
housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
was used as normaliser.

2.9. PDC activity in P. serpens cell extracts

P. serpens (10° cells) were disrupted by sonication. The protein
concentration of the 16,000g supernatant was determined with
the Bradford’s method (Bradford, 1976). PDC activity was mea-
sured using a coupled photometric assay with alcohol dehydroge-
nase (ADH) as an auxiliary enzyme. The reaction mixture (1 mL)
contained 10 mM potassium phosphate, pH 6.5, 5 mM MgCl,,
0.35 mM NADH, 0.1 mM thiamin diphosphate (ThDP), 10 U S. cere-
visiae ADH (Sigma), 100 g protein P. serpens 16,000g supernatant

Table 3
Primers for Real-Time PCR.

and different pyruvate concentrations. NADH oxidation was fol-
lowed at 340 nm with a Cary Win UV spectrophotometer (Varian
Inc.). The reaction was followed for 10 min at 25 °C. The data were
plotted and fitted according to Michaelis—-Menten kinetics.

3. Results
3.1. Characteristics of P. serpens PDC/IPDC gene

Clone p228 from the P. serpens EST survey (Pappas et al., 2005)
is one of the members of EST cluster 53, which shows homology to
PDC/IPDC genes. This clone contains a full-size cDNA including
spliced leader (SL) (also named mini-exon) and polyA sequences.
The SL sequence is followed by a 102-bp 5'-untranslated region
(UTR), a 1647-bp open reading frame (ORF) that encodes 548 ami-
no acids, and a 615-bp 3’ UTR (Fig. 1A).

Protein domain searches against the Pfam database (Bateman
et al., 2004) revealed three ThDP binding domains, schematically
shown in Fig. 1A. The N-terminus domain (residues 6-181) binds
the pyrimidine site of ThDP; the middle domain (residues 199-
347); and the C-terminal domain (residues 383-530) that contains
a conserved motif for binding the diphosphate region of
ThDP + Mg?* (Fig. 1A). The N- and C-terminal domains are present
in all families of ThDP-dependent enzymes, while the middle
domain is present only in the decarboxylase and transketolase fam-
ilies (reviewed by Duggleby, 2006).

BLASTX similarity searches against the non-redundant (nr) NCBI
database indicated high similarity to pyruvate/indole-pyruvate
carboxylases of Leishmania species and bacterial IPDCs (Table 4).
Interestingly, no orthologous genes of Leishmania enzyme were
found in the Trypanosoma cruzi or T. brucei genomes.

The similarity of P. serpens PDC/IPDC with Leishmania pyruvate
carboxylases (PC; EC 6.4.1.1) was intriguing because the two clas-
ses of enzymes catalyse different reactions, both irreversible: PDCs
catalyse the reaction pyruvate — acetaldehyde + CO,, having ThDP
as coenzyme, whereas PCs catalyse the reaction pyru-
vate + HCO3;™ + ATP — oxaloacetate + ADP + P; , and have biotin as
prosthetic group. To elucidate this aspect, the putative pyruvate/
indole-pyruvate carboxylase of L. major was searched for con-
served domains against Pfam database. Three ThDP binding do-
mains were disclosed, indicating that the correct designation of
Leishmania enzyme should be PDC/IPDC and not PC/IPC, as auto-
matically annotated in the genome project (Ivens et al., 2005).

3.2. Presence of PDC/IPDC in Phytomonas isolates

To investigate the distribution of the PD(/IPDC gene in
Phytomonas isolates two pairs of primers were designed:
Ps.IPDC.N.For and Ps.IPDC.N.Rev primers, both located in the ThDP
N-terminal domain; and Ps.IPDC.M.For primer (located in the mid-
dle domain) and Ps.IPDC.C.Rev primer (located in the C-terminal
domain) (see Table 2; Fig. 1A). For all 14 Phytomonas isolates the
two pairs of primers amplified products of the sizes observed for

Primer Sequence (5'-3") Localisation Product size (bp)
Ps.IPDC.RTP.For GGTGTTCCCGGTGACTATAACC P. serpens PDC/IPDC gene; N-domain 76
Ps.IPDC.RTP.Rev AGCAGCCAACCCAATTGAGT

Ps.GAPD.RTP.For AGACGATTGTGATGGGTGTGAA P. serpens gGAPDH gene 70
Ps.GAPD.RTP.Rev GACGCGTTCGACACGATGT

Lm.IPDC.RTP.For CACTTGATTCACCGCCATCA L. major PDC/IPDC gene; N-domain 70
Lm.IPDC.RTP.Rev CGTACGGGATGCGGATGT

Lm.GAPD.RTP.For GTGATCGAGTCTACTGGCCTGTT L. major gGAPDH gene 71
Lm.GAPD.RTP.Rev TTCTTCGCACCACCCTTGAT
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Table 4

List of ten best BLASTX hits against NCBI's nr database ranked by the alignment bit-score using as query P. serpens PDC/IPDC nucleotide sequence.
GenBank Accession Description E-value Bit-score Identity Similarity
XP_001564563 Pyruvate/indole-pyruvate carboxylase [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904]* 6e-137 493 46 61
XP_001686429 Pyruvate/indole-pyruvate carboxylase [Leishmania major strain Friedlin]* le-136 492 47 62
XP_001468661 Pyruvate/indole-pyruvate carboxylase [Leishmania infantum JPCM5]? 4e-136 490 47 61
ZP_06639356 Indolepyruvate decarboxylase [Serratia odorifera DSM 4582] 2e-130 471 44 62
ZP_06191191 Thiamine pyrophosphate binding domain-containing protein [Serratia odorifera 4Rx13] 2e-130 471 45 64
CAX60783 Indolepyruvate decarboxylase [Erwinia billingiae Eb661] 2e-128 464 46 64
YP_001479638 Thiamine pyrophosphate binding domain-containing protein [Serratia proteamaculans 568] 9e-128 462 44 63
AAB06571 Indolepyruvate decarboxylase [Pantoea agglomerans] 2e-126 457 45 62
YP_051693 Indole-3-pyruvate decarboxylase [Pectobacterium atrosepticum SCRI1043] 2e-126 457 45 60
YP_001005545 Indole-3-pyruvate decarboxylase [Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081] 8e-126 456 44 60

¢ As discussed in the text, the correct designation of the Leishmania enzyme should be pyruvate/indole-pyruvate decarboxylase.

P. serpens (Fig. 1B and C), suggesting high conservation of the PDC/
IPDC gene sequence in this trypanosomatid genus. No amplifica-
tion products were obtained with the same primers in 18 isolates
of other trypanosomatid genera (Blastocrithidia, Crithidia, Endotry-
panum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas and Trypanosoma)
(Table A1 - Supplementary material). The lack of amplification
observed in four Leishmania species and C. fasciculata is due to
the fact that the primers do not recognise the sequence of the
PDC/IPDC genes in these organisms (data not shown), which serves
as a negative control.

3.3. Phylogenetic analysis

Given the similarity of the P. serpens PDC/IPDC protein with bac-
terial IPDCs (Table 4), we performed a phylogenetic analysis to infer
the origin of this sequence in Phytomonas. Twenty-six protein
sequences of IPDCs, IPDC/PPDCs (PPDCs: phenylpyruvate decarbox-
ylases, E.C. 4.1.1.43; Baudoin et al., 2010) and PDCs of bacteria, fungi
and plants were selected for comparison. The selected sequences
are summarised in Table 5; and fully described in Table A2
(Supplementary material). Preference was given to enzymes whose
function has been confirmed experimentally because PDCs and
IPDCs have a very similar amino acid sequence and structure (Koga
etal., 1992; Schiitz et al., 2003), which precludes unequivocal func-
tional assignment based solely on sequence data. Sequences of PDCs
and IPDC/PPDCs were included because both have binding domains
to ThDP and Mg?* similarly to IPDCs, showing significant differences
only in the specificity and affinity for the substrate (Koga et al.,
1992; Schiitz et al., 2003; Baudoin et al., 2010). PDC/IPDC protein se-
quences of three Leishmania species and two PDC/IPDC homologs,
identified in the genome of C. fasciculata using as query the protein
sequence of P. serpens, were also incorporated in the analysis.

After multiple sequence alignment, phylogenetic trees were
generated by maximum likelihood (ML; Fig. 2), neighbor-joining
and maximum parsimony methods (NJ and MP; Fig. 3A and B,
respectively). The resulting trees revealed distinct clusters of plant
PDCs, fungi PDCs, bacterial IPDCs and bacterial IPDCs/PPDCs. The
phylogenies suggested that P. serpens, Leishmania spp. and

Table 5
Summary of protein sequences selected for the phylogenetic analyses.

Group IPDCs/ IPDCs* PDCs®
PPDCs?

Bacteria - Proteobacteria - 2 0 0
Alphaproteobacteria

Bacteria - Proteobacteria - 0 3 1
Gammaproteobacteria

Eukaryota - Fungi - Ascomycota 0 0 11

Eukaryota - Fungi - Zygomycota 0 0 1

Eukaryota - Viridiplantae 0 0 8

TOTAL 2 3 21

¢ Enzymatic function confirmed experimentally.

C. fasciculata PDC/IPDC form a monophyletic group with IPDCs of
the y-proteobacteria P. agglomerans, E. cloacae and P. putida, with
bootstrap support of 93% in the MP tree (Fig. 3B). This raises the
possibility that a HGT event from an ancestral phytobacteria was
responsible for the acquisition of the PDC/IPDC gene in the trypan-
osomatids branch. Interestingly, the protein sequences of L. major,
L. braziliensis, L. infantum and C. fasciculata grouped in a monophy-
letic clade with the P. serpens protein. This clade was supported by
bootstrap analysis, appearing in 91% of pseudo-replicates in the MP
tree (Fig. 3B), suggesting that a putative HGT event may have oc-
curred before the separation of Phytomonas, Leishmania and
Crithidia. Phylogenetic trees obtained with the inclusion of PDCs
and IPDCs electronically annotated sequences were also con-
structed by NJ and ML methods (Fig. A1, Supplementary material).
The trees show that the main clusters are retained.

The trees also evoke a common ancestor for the fungal PDCs and
bacterial IPDCs. Considerable differences between the IPDCs/PPDCs
of a-proteobacteria (Azospirillum lipoferum and A. brasilense) and
the IPDCs of vy-proteobacteria (P. agglomerans, P. putida and
E. cloacae) were in evidence, in agreement with Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) that showed two
distinct clades, one composed by strict IPDCs and another by A.
brasilense IPDCs/PPDCs and other related sequences (Spaepen
et al., 2007a).

The trees also suggest a putative HGT event for the acquisition
of Neurospora crassa PDC, because, as opposed to what is observed
for the other fungal PDCs, N. crassa PDC showed a closer relation-
ship to plant and bacteria PDCs.

3.4. Gene sequence characteristics and codon usage

To explore the hypothesis that lateral gene transfer has partici-
pated in the acquisition of the P. serpens and Leishmania spp. PDC/
IPDC gene we analysed the GC content and codon usage of the gene,
given that horizontally transferred DNA often has anomalous nucle-
otide compositions differing from the rest of the genome (Monier
et al., 2007). For this purpose, two phytobacterial IPDCs and two
fungal PDCs were selected (Table 6). P. serpens and L. major gGAPDH
housekeeping genes were used as controls (Table 6). The phytobac-
terial and fungal species were selected based on their proximity to
P. serpens and Leishmania spp. in the PDC/IPDCs phylogenies (Fig. 2
and 3) and to the fact that their enzymatic activity has been demon-
strated experimentally. The analysis of the proportion of codons
(Relative Synonymous Codon Usage — RSCU) in the ORFs of IPDC,
PDC and gGAPDH genes was conducted with the CodonW program
and is shown in Table A3 of Supplementary material. From this
analysis the GC3s index was calculated, which describes the G + C
content at the third position of synonymous codons (Table 6). The
data indicated a similar codon usage for the PDC/IPDC and gGAPDH
genes of P. serpens and L. major. The GC3s index of these genes is
higher than the indexes of the bacterial and fungal genes examined.
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LG+1+G+F=-21627.59).
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Fig. 3. Neighbor-Joining (A) and Maximum parsimony (B) trees generated with P. serpens PDC/IPDC, the putative PDC/IPDC of L. major, L. infantum and L. braziliensis, and
protein sequences of IPDCs, PDCs and IPDCs/PPDCs of Bacteria, Fungi and Plants (Table 5). The bar indicates the number of substitutions per site.

3.5. P. serpens PDC/IPDC gene copy number and sequence of the
intergenic region

The gene copy number of PDC and IPDC varies in different
organisms. In S. cerevisiae and S. kluyveri three copies of PDC are

reported (Hohmann, 1991; Mgller et al., 2004), whereas IPDC is a
single copy gene in Leishmania spp. (genome data at http://
www.genedb.org) and in phytobacteria (Costacurta et al., 1994;
Patten and Glick, 2002). We investigated the gene copy number
in P. serpens. For this purpose P. serpens genomic DNA was digested
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Table 6

GC content and codon usage indexes.
Organism Gene GenBank GC? GC3sP
P. serpens PDC/IpdC JN400885 0627 0849
P. serpens gGAPDH EU084892 0599 0758
L. major PDC/IpdC CAJ08046 0590 0801
L. major GAPDH XM_001684852 0617 0884
Enterobacter cloacae IpdC P23234 0567 0470
Erwinia herbicola IpdC ERWIPDC 0595 0617
Aspergillus parasiticus PDC P51844 0504 0523
Rhizopus oryzae PDC AF282846 0475 0446

2 GC content of the gene.
b GC3sindex, G + C content at the third position of synonymous codons (excluding
Met, Trp and termination codons).

with Stu I (position 961 of the gene, indicated in Fig. 1A) for 30 min
or 16 h and hybridised with the 297-bp PDC/IPDC probe (Table 2;
Fig. 4A). This probe identified a series of bands of similar intensity
(a 2.5-Kb band, followed by five visible bands at multiples of
2.5 Kb) in the 30-min digested DNA (Fig. 4A, lane a) and a promi-
nent 2.5-Kb band in the 16-hour digestion (Fig. 4A, lane b). This re-
sult is indicative of at least six tandemly-repeated gene copies.

Next the size and sequence of the intergenic region was deter-
mined. P. serpens genomic DNA was amplified with Ps.IPDC.U.For
and Ps.IPDC.U.Rev primers (Table 2), localised, respectively on
the 3’ UTR of the gene and the 5" UTR of the putative contiguous
gene (Fig. 4B). A product of ~900 bp was obtained, cloned and se-
quenced (GenBank JN400886 to JN400894). Sequence analysis of
nine independent clones and alignment with the 3’ and 5’ PDC/IPDC
UTRs indicated that the intergenic region is 124 bp in length. Three
3’ UTR variants were obtained, differing at only three positions
(Fig. 4C).

3.6. Relative abundance of PDC/IPDC transcripts

The relative abundance of PD(/IPDC transcripts in P. serpens and
L. major was assessed by real time RT-PCR. To test the primer effi-
ciencies, eightfold serial dilution series of linearised plasmids con-
taining P. serpens or L. major PDC/IPDC or gGAPDH inserts were
used to construct standard curves. The C; values were plotted
against the logarithm of their initial template copy concentrations.
The standard curves were generated for each pair of primers by a

linear regression of the plotted points. From the slope of each
curve, PCR amplification efficiency (E) was calculated according
to Lee et al. (2008, and references therein). The efficiency of the tar-
get and reference gene amplifications were similar (data not
shown) and could be used to calculate the delta C..cDNA extracted
from P. serpens and L. major were used as template for the real time
PCR assays. The C, values obtained from the PDC/IPDC and gGAPDH
were used to calculate the relative abundance of PDC/IPDC tran-
scripts by the delta-C, method. The results of three biological rep-
licates indicate a 5.7-fold increase in the abundance of gene
transcripts in P. serpens as compared with L. major (Table 7).

3.7. PDC activity in P. serpens

Although the production of ethanol has been reported in
Phytomonas sp. cultured in glucose-rich medium (Chaumont
et al,, 1994), a PDC activity has not been demonstrated in these
organisms. Accordingly, we measured PDC activity in the 16,000g
supernatant of P. serpens extracts using a coupled photometric as-
say with ADH as an auxiliary enzyme. Plots of initial reaction rates
versus pyruvate concentrations indicate classical Michaelis-Men-
ten kinetics (Fig. 5). Based on the kinetic data, we determined that
P. serpens PDC has a Km value for pyruvate of 1.4 mM.

4. Discussion

Here we describe a gene in P. serpens encoding a PDC/IPDC en-
zyme potentially related to fermentation metabolism. We estimate
that P. serpens contains at least six PDC/IPDC gene copies in tan-
dem, separated by a small 124-bp intergenic sequence. The G + C
content of the 1647-bp ORF is 62.5%, which is identical to the aver-
age G + C content reported for L. major protein-coding genes (Ivens
et al., 2005). P. serpens PDC/IPDC protein has high similarity with
the enzyme of three Leishmania species, C. fasciculata and bacterial
IPDCs. No orthologous genes were found in the T. cruzi or T. brucei
genomes, an intriguing observation as many protein-coding genes
are conserved in the three trypanosomatid species (TriTryp,
El-Sayed et al., 2005). Accordingly, this suggests a putative com-
mon origin of Leishmania, Crithidia and P. serpens gene.

PCR assays with two pairs of primers targeting the ThDP
domains indicate conservation of the PDC/IPDC gene sequence in

A =, LB oA L . B .
- UTR 3'UTR UTR 3'UTR
[] PDC/IPDC ORF [
bp PSIPDCUFor  PsIPDCURey 100t
21226 = -:-1 C 1950 1960 il 2010 2020
eoleweeloweslens 1/ S .
P. serpens TAAATTCGTAATGCGT // TTTTAGAGTATTTCTGATAAA
B03 clone = iueewees Cluvwss wwss = i (T ———— (=TSR G
5148/4973 = C03 clone = L.i..ii... i s & BE  ameasee ven @ v an G
;ggg - 01 lone 0 oG s wans siem se s il mnscin SeE Bloww s G
D01 clone = ... S Bk 3 B s Gl daa G
E01 clone = ....a... (o . B o s G.ovvu G
2027 - - H01 cl_one ................ // ......... [ — G
1904 = A02 clone = ....... [ It wseosmes wen B wan G
1984 = BOZ ielone: = 55 6e% Dl 0E5 Tam It s A0 SERE R TAA R
HO3 clone = ........ Chrivie mor o [l e Govvvn G.

Clustal Consensus

Kkkkkkkk kkkkkkk [/

Fig. 4. Multiple copies of the PDC/IPDC gene. Panel A: Southern blot of P. serpens DNA digested with Stu I for 30 min (lane a) and 16 h (lane b). Ethidium bromide stained gel
and and hybridisation with the 297-bp PDC/IPDC **P-labelled probe. Molecular mass markers are indicated in bp. Exposure time in Phosphor Screen: 24 h. Panel B: Schematic
representation of two tandem P. serpens PDC/IPDC genes. The localisation of the primers used for the amplification of the intergenic region is indicated. Panel C: Nucleotide
sequence variation in the 3’ UTR region of the PD(/IPDC gene copies. Nine clones derived from the amplification product obtained with Ps.IPDC.U.For and Ps.IPDC.U.Rev
primers (Table 2), localised as indicated in Fig. 2B, were sequenced. The nt positions indicated in the upper line correspond to the sequence of the P. serpens PDC/IPDC gene

(GenBank JN400885).
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Table 7
Relative abundance of PD(/IPDC transcripts of P. serpens and L. major.

Biological replicate ~ cDNA Target gene  Cymean and SD*  AC; and SD 27A€ Fold difference (P. serpens/L. major) ~ Mean fold difference and SD
1 P. serpens  PDC/IPDC 11.19 £ 0.058 -1.08+£0.18 2.13 5.3 5.73+1.69
GAPDH 12.27+0.178
L. major PDC/IPDC 15.59+0.123 1.33+0.14 04
GAPDH 14.26 £ 0.071
2 P. serpens  PDC/IPDC 10.59 +0.07 -1.80+£0.09 3.5 7.6
GAPDH 12.39+0.06
L. major PDC/IPDC 15.76 £ 0.06 1.12+£0.08 0.46
GAPDH 14.65 + 0.06
3 P. serpens  PDC/IPDC 10.36 +0.07 -1,03+£0.08 2.05 4.3
GAPDH 11.39+0.03
L. major PDC/IPDC 15.67 £ 0.03 1.06+0.10 048
GAPDH 14.61+0.10
@ SD: standard deviation.
A B 100 1
A
A
80
= €
= E 60
3 >
[=]
= =
= =
o o 40 A
> =
- i
20 A
04 ; : ; . i /s T T
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Fig. 5. Kinetics for PDC of P. serpens. The data represent mean results from triplicate determinations of PDC activity by the ADH coupled assay using 100 pg of the 16,000g
supernatant of P. serpens sonicated cells. Panel A: Plot of initial reaction rate vs. substrate concentration. Panel B: Lineweaver-Burk plot of kinetic data.

14 analysed Phytomonas isolates of different origins. No amplifica-
tion products in trypanosomatids of the genera Blastocrithidia,

Crithidia, Endotrypanum, Herpetomonas, Leishmania, Leptomonas
and Trypanosoma were obtained.

The possible origin of the PDC/IPDC gene in Phytomonas was in-
ferred from the phylogenetic analysis of protein sequences of
IPDCs, IPDC/PPDCs and PDCs of bacteria, fungi and plants. In the
process of sequence selection we verified that no IPDC sequences
were annotated for fungi or plants, nor PDCs for Archaea. The lack
of Archaea PDCs likely reflects the limited amount of data from
these microorganisms in sequence databases.

The phylogenetic analyses revealed distinct clusters of plant,
fungal and bacterial enzymes. Phytomonas PDC/IPDC was robustly
monophyletic with the Leishmania and C. fasciculata enzymes. In
the trees obtained by NJ, MP and ML this clade appeared as a sister
group of IPDCs of the y-proteobacteria P. agglomerans, E. cloacae
and P. putida, with 98% bootstrap support in the MP tree. The prox-
imity of the trypanosomatid enzymes with IPDCs of phytobacteria
suggests a HGT event from a donor phytobacteria to a recipient
ancestral trypanosome. We propose that this event occurred prior
to the separation between Phytomonas, Leishmania and Crithidia.

Interestingly, two recent studies based on extensive phyloge-
netic analysis concluded that the genomes of trypanosomatids
other than members of the genus Trypanosoma seem to have incor-
porated at least three +y-proteobacterial genes that encode

enzymes required for haeme biosynthesis (Kofeny et al., 2010;
Alves et al., 2011). The localisation of these genes in different
Leishmania chromosomes is suggestive that more than one HGT
event from y-proteobacteria may have occurred before the diversi-
fication of non-Trypanosoma trypanosomatids.

In Phytomonas sp., as in the long-slender stages of African try-
panosomes, both living in glucose-rich medium, ATP is produced
via substrate level phosphorylation instead of the classical cyto-
chrome-based respiratory chain (reviewed by Bringaud et al.,
2006). The acquisition of a PDC activity by Phytomonas offers a par-
allel route to reoxidise part of the NADH instead of exclusive reli-
ance on the plant-like alternative oxidase as previously proposed
(Tielens and Van Hellemond, 1998). This leads to the possibility
that higher glycolytic rates could be sustained in Phytomonas by
alcoholic fermentation, where PDC converts the excess of pyruvate
to acetaldehyde, which is subsequently reduced by an ADH to eth-
anol, with the concomitant regeneration of oxidative equivalents
(NAD"). Here we report for the first time a PDC activity in P. serpens
cell extracts. The enzyme displays a classical Michaelis-Menten
kinetics with a Km value for pyruvate of 1.4 mM. The substrate
affinity of P. serpens enzyme is very similar to the affinity for pyru-
vic acid of S. cerevisiae PDC (Km = 1.3 mM) and E. cloacae IPDC
(Km = 2.5 mM) (Koga et al., 1992). E. cloacae enzyme also catalises
decarboxylation of indolepyruvate with a Km of 15 uM (Koga et al.,
1992). We have tried to obtain the recombinant P. serpens enzyme
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in order to perform more broad kinetic studies. The gene was suc-
cessfully cloned and expressed in three different vector/bacterial
systems. However in all cases the protein was produced as inclu-
sion bodies most probably due to the presence of 16 cysteine res-
idues. In the future other cloning and expression systems will be
explored.

One attractive aspect to be considered is that Phytomonas puta-
tive ADH could be represented by an isopropyl alcohol dehydroge-
nase (iPDH) (Uttaro and Opperdoes, 1997) supposedly acquired by
a HGT event from a strictly aerobic bacterium (Molinas et al.,
2003). Interestingly iPDH activity was detected in 20 isolates of
Phytomonas and was absent in the genera Trypanosoma,
Leishmania, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia, and Herpetomonas
(Uttaro et al., 1997).

At this point the functional relevance of the PDC/IPDC in Leish-
mania arises. The promastigote insect stage of these parasites relies
on amino acid catabolism to obtain energy, whereas amastigotes
proliferate in the lysosomal compartment of macrophages and
prefer fatty acids as energy sources (Bringaud et al., 2006). Since,
to our knowledge, no reports describe ethanol production in
Leishmania, the PDC function in this genus is a matter that deserves
further investigation. The 6-fold increase in the abundance of the
PDC/IPDC gene copy number and corresponding transcripts in
P. serpens as compared with Leishmania further supports that the
acquisition of the PDC/IPDC gene represents an adaptive advantage
for Phytomonas sp.

In addition to phylogenetic analyses, clues about HGT can be
obtained following the examination of genome (A +T) content,
GC content at first and third codon positions, dinucleotide frequen-
cies, and synonymous codon usage (Lawrence and Ochman, 1997).
The comparison of GC3s index and codon usage of P. serpens and
L. major PDC/IPDCs genes with homologous genes of phytobacteria
and fungi does not support a recent HGT event. On the other hand,
this seems to be the case of the acquisition of Phytomonas sp. iPDH
gene (Molinas et al., 2003). We verified that the GC3s index of this
gene is 0.602, which is lower than the GC3s index of P. serpens PDC/
IPDC and GAPDH genes (0.849 and 0.758, respectively) and closer to
the indexes of bacteria IPDCs (0.617 for E. herbicola). Criteria based
on codon usage bias and differential base compositions have
undergone several criticisms (Kuo and Ochman, 2009). Over time
introgressed genes are subject to the same mutational pressures
affecting all genes in the recipient genome (Lawrence and Ochman,
1998). In this way, these criteria may allow the identification of re-
cent gene transfer events but are inefficient in detecting events
that occurred a long time ago (Boto, 2010).

Among trypanosomatids, the genus Phytomonas is the only one
found to be specifically adapted to infect plants. These hosts
provide a particular habitat with a steady and plentiful supply of
carbohydrates. Several molecular adaptations reflect Phytomonas
mobilisation to this environment, such as high expression levels
of at least two glucose transporter isoforms (Pappas et al., 2005)
necessary for replenishing the intracellular carbohydrate pool for
glycolysis. Notwithstanding, several HGT events seem to have
mediated a systematic introduction of functional novelties along
Phytomonas evolutionary record. The potential HGT process for
the acquisition of PDC/IPDC and iPDH in Phytomonas increases the
list of foreign genes that may have entered a trypanosomatid
ancestor through lateral gene transfer, conferring adaptive advan-
tages (Opperdoes and Michels, 2007). Alcoholic fermentation en-
sued from these events might have introduced an extensive
metabolic adjustment, sustaining high glycolytic rates in anaerobic
conditions. This might have significantly contributed to the adap-
tation to a unique environment for kinetoplastids and transition
to obligate parasitism.
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1. INTRODUCTION

The flagellate protozoaRhytomonas serpens belongs to the Trypanosomatidae
family, Kinetoplastida order. This order includesthppgens of invertebrates, vertebrates
and plants. The gendhytomonas designates trypanosomatids found in latex, phloem,
fruits and seeds of several plant species and daggtit to be transmitted by
phytophagous insects (reviewed by Dollet, 1984; &agm, 1999). Besidd2hytomonas,
other trypanosomatids of the genergptomonas, Herpetomonas and Crithidia have
been isolated from fruits, seeds and flowers agéhlalt of accidental inoculation into
the insect feeding sites (Conchon et al., 1989%ofdingly, Phytomonas is considered
the only kinetoplastid genus specifically adaptethfect plants.

Multiple horizontal gene transfer (HGT) events hdween implicated in the
acquisition of structural and functional charadics of the trypanosomatids that
allowed the adaptation of these organisms to a raagje of hosts (Opperdoes and
Michels, 2007). In a previous study (lenne et 2012) we have characterized the
complete gene encoding a putative pyruvate/indolete decarboxylase (PDC/IPDC)
of the tomato isolat®. serpens, which displayshigh amino acid sequence similarity
with phytobacteria, and with the trypanosomatidishmania spp. and Crithidia
fasciculata enzymes. A phylogenetic analysis showed that tadecthat contains the
trypanosomatidproteins appears as a sister group of IPDCyg-foteobacteria. We
have proposed that tiRDC/IPDC gene was acquired by an ancestral trypanosome by a
HGT event from a donor phytobacteria. In that studyalso measured PDC activity in
the parasite cell extracts and speculated thatattgpiisition of this enzyme has
conferred an adaptive advantage for survival inrtble carbohydrate medium of the
plant host (see below).

PDCs and IPDCs display high structural similaritoeg participate in different
metabolic pathways. PDC (EC 4.1.1.1) is a key emzymalcoholic fermentation, a
pathway in which the pyruvate produced in glycays converted into ethanol and
carbon dioxide (Fig. 1A). IPDC (EC 4.1.1.74) is eykenzyme in the biosynthetic
pathway of the phytohormone indole-3-acetic ackAjlin many bacteria (reviewed by
Costacurta and Vanderleyden, 1995; Patten and GU&06; and Spaepen and
Vanderleyden, 2010) (Fig. 1B). Of note is the fédzit many bacterial IPDCs besides
decarboxylating indolepyruvate can also decarbaayfgruvate (Schitz et al., 2003;
Fedorov et al., 2010). Thus Costelloe et al. (20@88yn that the PDC or IPDC
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annotation can be cloudy. The PPDC (phenylpyruvdezarboxylase) of the
phytobacteriumAzospirillum brasilense and the branched-chain ketoacid decarboxylase
from Lactococcus lactis can also use both phenylpyruvate and indolepyeuvat
different pathways (Spaepen et al., 2007; Berthadlcl., 2007). It is suggested that
perhaps the promiscuous use of indolepyruvate ydP€&ould led to the emergence of
the IPDC enzyme, after a gene duplication, althotigis is highly speculative
(Costelloe et al., 2008). According, if duplicatioould have led to the adaptation to the
use of different substrates, then nucleotide chartbat resulted in conformational
changes could have led to the emergence of bifumaltienzymes whose demand for
metabolites in the organism could be channeled.

The possibility thatP. serpens PDC/IPDC is a bifunctional enzyme is highly
attractive because it could confer different adagptcharacteristics. In the above
mentioned study (lenne et al., 2012) we suggesiadiie PDC activity, participating in
alcoholic fermentation, would reoxidize a portiohtbe NADH produced in the very
active glycolytic pathway (see Fig. 1A). This is rjpaularly important since
Phytomonas lacks a cytochrome-mediated respiratory chain areb& cycle, and ATP
production relies predominantly on glycolysis (Maslet al., 1999; Nawathean and
Maslov, 2000). Now we hypothesize that the enzyméddcalso act in the generation of
IAA, a phytohormone known to regulate many impargamocesses of plant growth and
development (Woodward and Bartel, 2005; Teale et28l06; Spaepen et al., 2007).
According to this hypothesis the enzyme could &dlsamportant in thé>hytomonas-
plant interaction. The PDC or IPDC activities woldé dictated by the substrates
availability and/or regulation factors.

In this study, we provide evidence tlratserpens is able to produce IAAn vitro
andin vivo following the infection of tomato fruits with tHtagellates and show that the

phytohormone is functional.



2. MATERIALSAND METHODS

2.1. Conditioned culture media

P. serpens TCC 060 (Trypanosomatids Culture Collection of theiversidade
de Séo Paulo) was kindly provided by Dr. Marta M.T®ixeira (Instituto de Ciéncias
Biol6gicas, USP). The flagellates were grown in ¢&fa insect medium (Sigma-
Aldrich, USA) supplemented with 10% fetal calf sery@race-FCS) at 28C. The
inicial inoculum was 1.5 x T0cells/mL. Cell density was estimated in a Neubauer
chamber. When specified, the medium was supplementth tryptophan (Trp) or
glucose (Glu). The conditioned medium was obtaiinech four-day cultures, when the
flagellates reached the late exponential growtrset{ad x 10 cells/mL). The cultures
were centrifuged at 5,900gat 4 °C for 7 min and the supernatant medium vitesdd
(0.22 um pore diameter) for the elimination of parasited &ell debris. The medium
was stored at -20 °C.

2.2. Quantification of IAA and its precursorsin P. serpens conditioned media

For the analysis of I1AA, Trp, tryptophol (Tol), iakk-3-acetaldehyde (IAAId)
and indole-3-pyruvic acid (IPyA), 1 mL medium wagpdoteinized with 4 mL
methanol. The internal standard (IS) indole-promioacid (10 pL of a 10 mg/mL
solution) was added. The sample was centrifugd® 00 xg, at 25C for 10 min. and
the supernatant was concentrated to 1 mL undefldw, filtered (0.45um) and
transferred to the injection vial. The samples waralyzed in a HP-1100 liquid
chromatograph (Hewllett-Packard, USA) equipped w&itB18 Luna column (30 cm x 4
mm, 5um particle size; Supelco, Sigma-Aldrich, USA). Téample elution program
started with methanol:1% acetic acid (20:80, vivitial) , followed by a linear gradient
to 100:0 (v/v) in - 20 min. After that, the columrms re-equiblibrated for 10 min. in the
initial condition before the next run. Injectiond0(uL) were made by an automatic
injector ALS-1100 (Hewllett-Packard). The analytesre monitored by UV absorbance
(325 nm to IPyA) and fluorescence in a HP-1046Aedietr at 270 nm excitation
wavelength X) and 350 nm emission. The concentrations of eachpound in the
samples were calculated through the ratio compd8ndior each analyte calibration
curves were made by the peak area ratio of the cangilSversus the nominal amount

(ng) of each standard.



2.3. Ethanol production in P. serpens conditioned culture media
For the ethanol quantification, 50 medium were deproteinized with 2%

acetonitrile. Two microliters of n-propanol intefnatandard (8.05 mg/mL in
acetonitrile) were added. The sample was centrifuajel3,000 xg at 25C for 10
min. The supernatant was transferred to the imgactial and analyzed by GC-FID
(Gas Cromatograph - Flame lonization Detector) @as chromatograph HP- 6890
(Hewllett-Packard). A Supelcowax column was usethm separations (30 m, I.D.
0.25 mm, 0.5Qum internal film thickness) with helium as carriestsg(1 mL/min.
flow rate). The injections (L) were made by an automatic injector ALS-7683
(Hewllett-Packard) in Splitless mode. The columnswaaintained at 35°C for 1
min., followed by a ramp temperature SCBmin. up to 158C and 20°C/min. up to
250°C. The injector and detector temperature were 2503€ 200C, respectively.
The ethanol content of the samples was calculagetidoarea ratio of the compound
and the area of the IS. A calibration curve thate calculated using the analyte/IS

peak area ratios versus the nominal amount ofttrenel standard.

2.4. Plant material and growth conditions
Germination and cultivation of tomato seedlin@slénum lycopersicum L. cv

Micro-Tom) were performedn vitro according to Pino-Nunes et al. (2009) adapted
method. The seeds, kindly provided by Dr. Lazarstaguio Pereira Peres (Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universildade Sao Paulo), were sterilized
with 95% ethanol for 30 seconds, transferred tolati®n of sodium hypochlorite 50%
for 15 min. and washed with sterile distilled watdfor the hypocotyls bioassay, the
seeds were inoculated in glass bottles containd@ rbL of MS medium (Murashige
and Skoog, 1962) with half the concentration of roaatrients and 0.2% Phytagel
(Sigma-Aldrich) where they remained for 7 days undi2-hour photoperiod, light
intensity of 200umoles/nf - seg and constant temperature of 25 + 2°C. Fotdimato
infections, the plants were grown from seeds imeighouse and kept under controlled
conditions from the anthesis to the day of har(860 umoles/nt - seg; 60 to 80%
relative humidity; constant temperature of 25°C8bgbshotoperiod).
2.5. Bioassay of | AA functionality

The bioassay was adapted from Kelly and Bradfor@B¢). Seven days after

germination, the tomato seedlings had their hypgsosemoved and sliced intedl2 mm



segments. The segments were washed in distilleérwaatd their exact length was
measured with a caliper rule. Each biological igié contained 20 hypocotyl segments
(technical replicates) that were placed in Petshds. The hypocotyls were submerged
in 6 mL of filtered (0.22um pore diameterp. serpens conditioned medium in the late
exponential growth phase (4 x"1€ells/mL; item 2.1). Two controls were included: (
Grace-FCS medium and (ii) Grace-FCS medium pludWImA (Sigma-Aldrich). The
closed Petri dishes were kept at room tempera@2®eC) for 24 h, after which the
length of the hypocotyls was measured. The reswdte subjected to statistical analysis

(see below).

2.6. Infection of Micro-Tom tomatoes

Ripe red fruits £40 days after anthesis) were kept in the plantveerd infected
with P. serpens (10’ cells) via needle inoculation, according to Jambies et al. (1989),
with the following modificationsP. serpens cultures in the exponential growth phase
were centrifuged at 5,900 g, 4°C for 7 min. The flagellates were washed and
resuspended in PBS 1x, and their density was etiima a Neubauer chamber. The
cell concentration was adjusted with PBS t4 fH@ellates in 20 pL and the sample was
inoculated in tomato fruits previously cleanedhwit0% ethanol. Three controls were
run in parallel. The fruits were injected with: 29 uL PBS; (ii) 10 Trypanosoma cruzi
epimastigote forms in 20 uL PBS (parasites weréllkiprovided by Marcelo Nunes
Silva, Instituto de Quimica, Universidade de Saaol®a and (iii)) 1.34 pug of 1AA
(Sigma-Aldrich) in 20 puL of PBS. The inoculatiorieswas sealed with warm melted
paraffin to prevent secondary infections. Afterdualation, the plants were kept in an
incubator under controlled conditions as descrigbdve. Tomatoes were kept on the
plants until the day of harvest. For each condi{il®BS,T. cruz, P. serpens, exogenous
IAA), six tomatoes were selected (average weighthef pulp 1.8 g), three of each
monitoring time (7 or 14 days) for IAA quantificati.

2.7. Freeand conjugated | AA quantification

In the assays, a total of 24 tomatoes were colleatethe ¥ or 14" days pos-
inoculation (pi). The fruits were weighed and therigarp was extracted by passing
through a sieve (approximately 0.07 mm pore), whigflained the seeds and epicarp.
The pulp was weighed (1.8 g average weight) andL18liquots were analyzed under

an optical microscope, for the confirmation of ktfen either withP. serpens or T.
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cruzi. The samples were frozen and kept at°G8@intil use. For free and ester-
conjugated IAA quantification, 200 mg of individualmato pulp was homogenized in 1
mL isopropanol:acetic acid solution (95:5, v/v). Gnerogram of the internal standard
[?Hs]-IAA (D-IAA) (OIChemim, Czech Republic) was added quantify the losses
during the purification process. The mixture waptkender agitation at°@ for 2 hours.
The homogenate was centrifuged (14,009 for 10 min at 4C) and the supernatant
was divided into two equal partions, one for thalgsis of free IAA, and the other for
ester-conjugated analysis. The sample extractio peaformed according to Ludwig-
Muller et al. (2008) with the following modificatisn For free IAA analysis, the
fraction was dried under a nitrogen flow and thegilhe aqueous phase was adjusted
to 3.0. Ethyl acetate was used for the removab{xhe organic phase and the sample
was taken up (x) in 20 pL methanol and methylateith wl0 pL of
trimethylsilyldiazomethane for 30 minutes at roa@mperature. The methylated sample
was dried under a nitrogen flow, resuspended inl3@thyl acetate and analyzed by
GC-MS. For the ester-conjugated IAA quantificatidg@0 pL ultrapure water was added
and alkaline hydrolysis was performed with an equeibime of 2 N NaOH for 1 h at
room temperature as described by Chen et al. (198&) hydrolysate was diluted with
500 mM phosphate buffer (pH 2.0), titrated to pH @ith 1 N HCI and fractionation
with ethyl acetate and methylation were performgdi@scribed for free 1AA fraction.
The quantification of amide-conjugated IAA was penied according to Chen et al.
(1988), adapted by Purgatto et al. (2002). BriéBlyQ) mg of individual tomato extracts
were homogenized in extraction solution (65% ispprml| with 0.2 M imidazole, pH
7.0). One microgram of the same D-IAA internal staml was added. The samples were
centrifuged at 12,000 g for 10 min. at 4°C and the supernatant was catecAlkaline
hydrolysis was obtained with 7 N NaOH at 100°C3dn. Then, pH was titrated to pH
2.5. The extract was applied to a pre-conditionetidsphase extraction column
(Supelclean LC18 — Supelco, Sigma-Aldrich, USA, ek sequentially with hexane,
methanol, water, and 1% acetic acid in water, 5 @alch) and eluted with 3 mL
acetonitrile. The eluate was diluted with 0.02 Mdazole buffer pH 7.0 and applied to
the preconditioned aminopropyl cartridge Supelcle@iNH,—Supelco with hexane,
acetonitrile, water, 200 mmol/L, pH 7.0 imidazoleffer (2mL each) and 10 mL of
water)After the sample loading, the column was wdstequentially with hexane, ethyl
acetate, acetonitrile and methanol (2 ml each) thedlAA-containing fraction was

eluted with 6 ml acidic methanol (2% acetic acid)vThe sample was dried under a
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nitrogen flow, resuspended in 100 pL methanol,ddagain to 20 puL methanol final
volume. The sample methylation was performed a<ribesl above for free I1AA
quantification. Samples were analyzed by GC-MS-Slj&s chromatography-mass
spectrometry selected ion monitoring). The sepamatiolumn was a HP-1701 (30 m,
0.25 mm 1.D., 50um film thickness), with helium as carrier gas aiwfl rate of 1
mL/min. fons were monitored at m/z 130 and 189ye=xponding to quinolinium and
molecular ion of IAA, respectively, and 135 and 19% equivalent ions of the labeled
internal standard. The corresponding IAA areasheneixtracted chromatograms at m/z
130 and 135 were used to calculate the endogenoomsurd of IAA. The

chromatograms extracted at m/z 189 and 194 werkfaseonfirmation.

2.8. Statistical analysis

In the bioassay to determine IAA functionality tth&ta regarding the length of the
hypocotyls were analyzed with SigmaPlot (versionOl1XSystat Software, USA) to
determine the significance using paired observat{paired test). The test was applied
with a confidence level of 95% & 0.05) to accept the null hypothesis(khere is no
significant difference in the lengths of hypocotlykfore and after the test).

Data regarding the quantification of free and ogajed IAAwere subjected to
statistical analysis (SigmaPlot) to determine thgnicance of the results (Mann
Whitney test).

2.9. Characterization of kinetic parametersof PDC/IPDC in P. serpens extracts

PDC activity was assayed . serpens semi-purified extracts as previously
described (lenne et al., 2012). The kinetics ofyeraic activity was determined in a
coupled photometric assay with the auxiliary enzyaehol dehydrogenase (ADH).
The reaction mixture (1 mL) contained 10 mM potassiphosphate, pH 6.5; 5 mM
MgCl,; 0.35 mM NADH; 0.1 mM thiamin diphosphate (ThDR)) U S cerevisiae
ADH; 100 pg proteirP. serpens extracts and different pyruvic acid concentratidns
some assays IPyA was also added at 1 or 2 mM ctatens. All reagents were
purchased from Sigma-Aldrich. NADH oxidation wadldwed at 366 nm with a Cary
Win UV spectrophotometer (Varian Inc.) to reduce timterference of IPyA that
absorbs at 340 nm (Schiitz et al. 2003). The reaet@ms followed for 10 min at 26.

The Michaelis constant @ and K, (apparent If;) were determined with SigmaPlot.



3.RESULTS

3.1. Quantification of 1AA and its precursors in P. serpens conditioned culture
media

We measured the concentration of IAA and its prsms in P. serpens
conditioned culture medium. For this purpose indeleat cultures of the
trypanosomatid were grown in Grace-FCS medium; &fRECS supplemented with two
Trp concentrations (0.5 g/L and 2.5 g/L); and G¥BGS supplemented with two Glu
concentrations (3.5 and 17.5 g/L). After for foayd culturing (late exponential growth
phase), the conditioned culture media (biologidalitates and technical duplicates of
each biological sample) were analyzed by HPLC tantjfy the presence of IAA
(Figure 2A) and its precursors (Table 1). Additmin0.5 g/L and 2.5 g/L Trp, known
substrate of the biosynthetmathway of IAA in bacteria (Figure 1B), promoted an
increase of 8.4- and 20.6-fold, respectively, i@ IAA concentration in relation to the
control medium. Very poor increment of IAA produstiwas observed following the
addition of Glu (3.5 g/L and 17.5 g/L) (Fig. 2A)h& concentrations of two IAA
precursors IPyA and Tol (see Figure 1B) were alsasured (Table 1). The data
indicated that the addition of Trp besides stimntatthe production of IAA also
increased Tol accumulation in the media, whereagA IRoncentration remained
constant. A 25-fold increase in Glu concentraimihe medium (17.5 g/L) promoted
1.8- and 2.4-fold enhance of IAA and Tol accumuolatirespectively, in the medium.
The non-variation of IPyA concentration in the esipents as weel as the absence of
IAAId in the media may be related to the instabildr rapid conversion of these
compounds (Moore and Shaner, 1968; Gibson et®2;1Koga et al., 1992).

3.2. Ethanol production in P. serpens conditioned culture media

Once the production of ethanol Bhytomonas cultured in glucose-rich media
has been documented (Sanchez-Moreno et al., 19Bauniont et al., 1994), we
quantified this compound in the above-mentioned itmmetd media (Figure 2B; Table
1). As expected, a 5-fold increase of Glu concéwimafrom 0.7 to 3.5 g/L) stimulated
about 6-fold the ethanol production. Further insee#éo 17.5 g/L Glu promoted very
slight increment in ethanol accumulation. In tuBa, and 25-fold increase of Trp

concentration caused, respectively, 1.5 and 2d+farement of ethanol production. Of



note the ethanol concentration in control Grace-FE@8&ditioned medium is fdold
higher than that of IAA.

3.3. Bioassay of thefunctionality of the | AA produced in vitro

The activity of IAA present in 6 mLP. serpens conditioned medium,
corresponding to 4 x 16 cells/mL, on the growth of one week old Micro-Tom
hypocotyls was evaluated. The hypocotyl length massured after 24 hour incubation
at room temperature with Grace-FCS d@hdserpens conditioned media (Table 2.
serpens medium promoted about 13% increase (significamglues on Table 2) of the
hypocotyls’ length as compared to the control (0.Bf%rease; not significant). In
addition the hypocotyls incubated with serpens medium, but not with Grace-FCS
showed a curvature, which is a typical responséAfo (Kelly and Bradford, 1986)
(Figure 3 A and B).

As an additional control, the hypocotyl elongatimsponse was evaluated
following incubation in Grace-FCS medium supplensenivith 9uM exogenous IAA.
This concentration was calculated based on the atmoiuIAA accumulated inP.
serpens conditioned medium (4 pg/Ocells, see Table 1) and adjusted to the
conditioned medium used in this assay (4 x d@lls/mL~ 1,6 pug IAA/mL=~ 9 pM
IAA). Exogenos IAA promoted a ~ 10% hypocotyls gtbwstimulation {= 6.37; Table
2) and typical curvature (Figure 3C). These datficate that IAA produced byp.

serpensis functional.

3.4. 1AA production in P. serpensinfected tomatoes

Next we evaluated the IAA production in Micro-Toontatoes inoculated with
10" P. serpens cells and kept in the plant. As controls the &uitere alternatively
inoculated with 10T. cruz cells, PBS or 1.34 ug exogenous IAA. IAA concelitra
was calculated based on the total amount of IAAgf ester + amide) found in a pilot
trial of tomatoes infected with . serpens cells for 14 days~ 1.34 ug in 5 g of
tomato). The plants were maintained in a greenhansger controlled conditions up to
14 days. No visible morphological alterations ia filants or fruits were observed along
this period. On the®7and 14" day pi, the fruits were harvested, weighed andptiip
(pericarp without epicarp) was extracted by passhgmugh a sieve. Data in Table 3
indicate no significant variation in the amountfade 1AA in the control and injected

tomato fruits on the "7 and 14" days pi. On the other hand, the amide- and ester-
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conjugated IAA amounts were significantly increasedthe fruits injected withP.
serpens or exogenous IAA, as compared to the PBS conindlTa cruzi inoculation
(seep values in Table 4).

The most pronounced IAA increment was observedttier amide-conjugated
(=3.2-fold in relation to the PBS control) and estenjugated~2.7-fold) inP. serpens
infected fruits and amide-conjugated (7-fold) in exogenous IAA injected fruits on the
14" day pi. For better visualization, in Figure 4 wempiled the ratio of free, amide-
and ester-conjugated IAA of the tomatoes inoculateth T. cruzi, P. serpens or

exogenous IAA on the ih4day pi in relation to the amounts found in the RBStrols.

3.5. Characterization of PDC activity in P. serpens cell extracts

PDC participates in the alcoholic fermentation pathwesponsible for ethanol
production (Fig. 1A). PDC activity was measuredPinserpens cell extracts. As we
have previously reported (lenne et al., 2012), gheyme shows a typical Michaelis-
Menten behavior (Fig. 5) with ayKvalue for piruvate of 1.4 mM (Table 5). To obtain
preliminary indication that the PDC/IPDC enzyme Idolie bifunctional, PDC activity
was determined in the presence of 1 or 2 mM in@ggruvate (IPyA). Figure 5
depicts the kinetics of PDC activity in the presein¢ 2 mM IPyA (K" of 9.3 mM).
Lineweaver-Burk plot indicated that this compourttisaas a competitive inhibitor of
PDC activity, increasing the\Kfor pyruvate with no alteration on,¥x. The effect on

the Ky for pyruvate in the presence of 1 and 2 mM IPy&hswn in Table 5.
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4. DISCUSSION

Here we report that the plant trypanosom&iderpens is capable of producing
IAA and associate such capacity to the presena@RIC/IPDC gene in its genome.
This gene was previously linked to ethanol produrctienne et al., 2012), participating
in the alcoholic fermentation, reoxidizing a portiof the NADH produced in the very
active glycolytic pathway. Now, we hypothesizedtttiee same gene could also act as
an IPDC, well characterized in many phytobactesia &ey enzyme in the biosynthetic
pathway of the IAA phytohormone.

The IAA production was evaluated i serpens conditioned media containing
different concentrations of Trp or glucose. We foanplositive correlation between the
addition of exogenous Trp (0.5 and 2.5 g/L), knosubstrate of IAA biosynthesis
pathway in bacteria, and the proportional incredd@A produced (8.4- and 20.6-fold).
This phenomenon is analogous to that observed forynother microorganisms that
carry thelPDC gene, for exampledcetobacter diazotrophicus (Patil et al., 2010),
Azotobacter spp. (Ahmad et al., 2005Rseudomonas spp. (Ahmad et al., 2005;
Karnwal, 2009) and\zospirillum spp. (Bashan e de-Bashan, 2010). The data indicate
that the addition of Trp besides stimulating thedorction of IAA also increased the
amount of its intermediary, Tol, in the culture meedrhe low amounts of IPyA iR.
serpens media are a strong evidence of a functid®®dC in this organism, since this
enzymatic activity would convert IPyA into IAAld,ol and IAA. According to Koga et
al. (1991, 1992), IAA biosynthesis in bacteria ilvas the generation of Tol, whereas
spontaneous degradation of Trp, which may leadA®, does not generate Tol. Our
findings represent the first evidence tRaproduces IAA and indicates an active role of
anlIPDC in this organism.

Given thatP serpens produces ethanol in glucose-rich media (SanchezMor
et al., 1992; Chaumont et al., 1994) we decideguntify this compound in the same
media as for IAA detection. The data show the aadation of ethanol in the.
serpens conditioned media, and shows that increasing tmeematration of glucose in
the medium from 0.7 to 3.5 g/L stimulates aboublkg-the ethanol production. The high
ethanol production blp. serpens is justified by its deficient respiratory chainittvATP
production dependent mainly on glycolysis (Maslavak, 1999; Nawathean and
Maslov, 2000). Thus, its metabolism is essentifédéiynentative with pyruvate been

decarboxylated by a PDC to acetaldehyde, whichbsexyuently reduced by an ADH to
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ethanol, with the concomitant regeneration of otti@aequivalents (NAD) (lenne et
al, 2012).

The functionality of IAA produced byP. serpens was evaluated in the
elongation of Micro-Tom hypocotyls. This test hhs advantage of being simple and
fast, with visible and measurable results. The gdtion of hypocotyls (about 13%
increase) incubated wifA. serpens medium, associated with its curvature, are resgons
of IAA action, and indicate that the phytohormomeduced byP. serpensis functional.
The auxins main action on the growth of stem tissudetermined by weakening the
links in the cell walls resultant, among others tlod xyloglucan endotransglicosilase
enzyme activation (Catala et al., 2001; revieweddmsgrove, 2005), leading to a
longitudinal length increase in the hypocotyl ceflgithout cell division) and the
hypocotyl curvature, a typical response to IAA mihdgrmone, promoted by the unequal
distribution of IAA receptors (Kelly and Bradford986; reviewed by Woodward and
Bartel, 2005, and Wolters and Jurgens, 2009).

The Micro-Tom (MT) cultivar makes it possible to doime the direct benefits
of studying a crop species with the fast life cyatel small size required for a suitable
biological model (Campos et al. 2010). To our krexge, this cultivar has never been
used for infection withP. serpens, but offered the advantage of carrying out infacti
tests in fruits attached to the plant, providingraater control of the developmental
stage and nutritional and climate conditions tookhihese fruits are exposed, thereby
avoiding contact with phytophagous insects. At &mel of the monitoring time we
verified that the infection does not promote motpgaal changes in plants and fruits
in general as observed in other tomato varietiask@vicius et al. 1988; Jankevicius et
al., 1989, Camargo et al. 1990). On the other h&mhchez-Moreno et al. (1995)
reported findingP. serpens in fruits of tomato and anona deformed and witierad
pigmentation of the epicarp (yellow points) andtthad a tendency to fall before
ripening. In tomatoes infected by us, all fruits revepicked and did not fell
spontaneously from plants.

For the Ailsa Craig and Pik-Red tomato varietie&A llevels in ripe fruit
pericarp varies 2-5 ng/g (Buta and Spaulding, 19@4jle for Micro-Tom we found
values between 23.3 and 32.5 ng/g in PBS inoculedetiols, indicating considerable
differences in the 1AA levels according to the tameultivar.

PBS inoculated tomatoes served as negative canstdad of healthy tomatoes

to avoid distortions in the results caused by thgctions. The positive control

13



inoculated with exogenous IAA showed that the fieemone can be conjugated when
in excess in the fruits. The negative control repréed byl. cruz infection resulted in
IAA levels similar to the PBS controls. Althoughldegs to the same family d®.
serpens, T. cruzi not have th@DC/IPDC gene (see lenne et al., 2012), which confirmed
that the phytohormone production was due to theeproduction byP. serpens.

Most of the plant IAA is conjugated to a varietyawhino acids, peptides, sugars
and myo-inositol (Cohen and Bandurski, 1982; Norynatf97). These conjugates may
play different roles, being involved in the IAA trgport, storage, protection against
degradation, catabolism and control of phytohormtawels (Cohen and Bandurski,
1982; revised by Spaepen et al., 2007). In facte@onjugated, IAA can be catabolized
or stored for subsequent hydrolysis (Catala et1®92; Normanly and Bartel, 1999).
The ester-IAA can be either mobilized to the freenf or moved to the amide
conjugated form (Catala et al., 1992). Moreovee, #mide-IAA can also be formed
directly from the free IAA (Cohen and Bandurski829Normanly, 1997). It is believed
that the amide form is a precursor for the phytotmre degradation, although it has
been observed that this form can generate free dra@but it is unclear whether this
contributes significantly to the IAA regulation ldsen the cell (Normanly, 1997). We
verified that theP. serpens presence determines an increase in conjugatedalAdunts
in infected fruits, suggesting that the trypanosiiinais contributing to the
phytohormone production, which is stored in amidé aster conjugated form. Purgatto
Purgatto et al. (2002) observed an analogous phememwhen infiltrated IAA into
banana slices throughout the ripening stage. Ia taise, the fruit readily reacted
conjugating the hormone excess, probably to avoidpromising the viability of the
fruit. Probably this also occurs in the tomatotBusince during the ripening process the
IAA levels begin to fall to very low levels (Buta@ Spaulding, 1994).

We found no sequence similarity to authentic PDCsIRIDCs besides the
PDC/IPDC gene identified by us, queryiRfpytomonas spp. sequences deposited in
databases and information on the chromosomal ¢otisti of this organism (Marin et
al., 2008) with ThDP signature éfpergillus parasiticus PDC (GenBank P51844) and
E. cloacae IPDC (GenBank P23234). This signature is conserved linTADP
dependent enzymes and begins with the -GDG- residod ends with -NN- in the C-
terminal region of the enzyme and corresponds tobthding site of M§" and the
diphosphate portion of ThDP (Hawkins et al., 198B8ga et al., 1992; Koga, 1995;
Schutz et al.,, 2003). Knowing that many bacterRDCs besides decarboxylating
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indolepyruvate can also decarboxylate pyruvate (&chktial.,, 2003; Fedorov et al.,
2010), this led us to hypothesize that the PDC/IH®@ bifunctional enzyme whose
demand for metabolites in the organism could bencbked: with more Trp in the
medium, the enzyme would act as IPDC, and if marecge, as a PDC.

The PDC activity was assessed M serpens semi-purified extracts in the
presence and absence of indolepyruvate. The enaffigy for the pyruvate substrate
is very similar to the affinity o8 cerevisiae PDC (Ky = 1.3 mM) anck. cloacae IPDC
(Km = 2.5 mM) for pyruvate (Koga et al., 1992). We clode that the indolepyruvate is
a competitive inhibitor of the PDC activity i1 serpens extracts, decreasing the affinity
of the enzyme for the pyruvate substrate, posdiglpinding to the active site of the
enzyme, supporting the hypothesis that the PDC/IRD&Chifunctional enzyme.

Our data set allows us to infer that serpens could channel the demand for
metabolites adapting the use of different substraggruvate and indolepyruvate, by the
same enzyme. The PDC activity clearly could sene#r town benefit, regenerating the
NAD" needed to sustain high glycolytic rates. In tuitme IPDC activity, which
culminates in the production of an important plantmone, deserves future research
attention whether this phytohormone have an actimd beneficial role in plant-
trypanosomatid interaction, leading to a symbieétationship, or whether the auxin
production would not generate benefit for the plamid therPhytomonas would be an
endophytic organism keeping with its host a relafop of commensalism. Both
hypotheses are equally interesting, in terms ofpeemg understanding of the
Phytomonas-plant interaction, and in the understanding of alhimechanisms
Phytomonas could use to circumvent the plant innate immuniikygered in response to

the infection.
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TABLES

Table 1. Presence of IAA, its precursors and ethan®!.iserpens conditioned medfa

GraceFCS IAA IPyA Tol Ethanol
Medium (n9) (n9) (n9) (mg)
Control 41+04 1.0£04 5.4+0.5 36.04 £ 6.31
+ Trp 0.5 g/L 345+ 3.6 0.6+0.2 15.4 +2.02 58.98 £+ 9.79
+Trp 2.5 g/L 84.8+4.6 1.1+05 52.9 +2.2 81.97 + 11.39
+ Glu3.5¢g/lL 4.24 +0.64 0.19+£0.04 12.35+2.03 238.74 £ 34.62
+ Glu17.5¢g/L 7.27£1.19 0.32+0.19 12.87+1.84 289.07 £ 37.98

#Data represent the mean + standard deviation tddiaal triplicates and refer to 4-day
cultures containing a total amount of Parasites.

Table 2. Effect of P. serpens conditioned medium on Micro-Tom hypocotyls

elongatiofi.
Grace-FCS medium
control P. serpens conditioned +9uM IAA
Biological  Incubation length o C paired t op © paired t length % paired t
Replicate time (mm) % test ¢ length (mm) % test (mm) c test
T 12.32 (0.0 -- = : 12.19 (0.05 -- 11.98 (0.08 --
1 o (0.07) t=2.03; (0.05) t=888 S (0.08) {1=637:S
Tos 12.43(0.09) 0.9 NS 14.01 (0.22) 14.8 13.17 (0.17) 9.9
T 12.25 (0.05 -- = - 12.38(0.09 --
2 o (0.05) t=2.46; (0.09) 1=9.45; S NS
To 12.45(0.07) 1.63 NS 13.80 (0.19) 11,47

4The data represent the average of 20 hypocotyl segnitechnical replicates) in each
condition: controlP. serpens and exogenous IAA. Standard error is indicatedaireptheses.
®Incubation for 24 h.

¢ Percentage of length increase in relationgo T

d critical t = 2.86094. NS: Not significant; S: Significant.

® not determined.
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Table 3. Quantification of free and conjugated IAA (amidel@ster) in tomatoes collected on tfe &nd 14 days after injection with PBS, 10
T. cruz cells, 10 P. serpens cells or 1.34 pg exogenous IAA. Values in nanograer gram of pericarp. The mean and standard titviare

shown.
PBS T. cruz P. serpens exogenous | AA
7 days 14 days 7 days 14 days 7 days 14 days 7 days 14 days
freelAA 23.29+424 3256*1056 18.28+5.56 2443 %20 18.21+0.12 20.61+£590 35.18+10.09 2443275
52.09+11.59 38.54/M4.

IAA-amide 14.17 + 4.69 13.97 £1.97 12.45+5.81 18.72 + 2.5849.86 + 7.84 44.29 +2.29

31.26 £2.44 39.89 +2.60 29.00+8.21

45.83 +5.3008.02 + 13.52  106.63 £9.50 104.71 + 34.224.69 + 14.69

|AA-ester




Table4. Mann-Whitney test applied to free and conjugafedl amount data shown in Table
3. Confidence interval of 95% € 0.05). Thep value and the significance conclusion in
relation to the PBS controls are indicated.

T. cruz P.serpens  exogenous|AA
o freelAA 0.282; N$ 0.1; NS 0.133; NS
8 |AA-ester 1.0; NS 0.004; 8 0.021; S
™ |AA-amide  0.71; NS 0.002; S 0.006; S
o freelAA 0.254; NS 0.333; NS 0.319: NS
S IAA-ester  0.157;NS  <0.001; S 0.4; NS
S |AA-amide  02;NS  <0.001; S 0.007; S

#NS: Not significant
® S: Significant

Table 5. Ky of PDC activity inP. serpens cell extracts in the absence or presence of two
IPyA concentrations. The data represent the meantsefrom duplicate determinations.

Experimental condition P. sKe“rAp(emns'\:/llg/gleﬁ reclf)x]l(arinn'\grztl r;.r;[?;me
control 1.4 0.8
+1 mM IPyA 4.0 2.6
+2 mM IPyA 9.3 ND’

2not determined
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FIGURES

Pyruvate — Acetaldehyde +CO, —b» Ethanol

NADH NAD+

B

L — Tryptophan ;. Indole-3-pyruvic L; Indole-3-acetaldehyde _c> Indole-3-acetic

(Trp) acid (IPyA) (IAAId) acid (IAA)
I i
Indole-3-lactic Tryptophol
acid (ILA) (Tol)

Figure 1. A: alcoholic fermentation enzymes: (a) Pyruvateadleoxylase (PDC); (b) alcohol
dehydrogenase (ADH). BAA biosyntheticpathway in bacteria (adapted from Koga et al.,
1991). Enzymes: (@) L-Tryptophan aminotransfera@®) Indolepyruvate decarboxylase
(IPDC); (c) Indole-3-acetaldehyde oxidase. ILA drad are reversibly formed from IPyA and
IAAId, respectively, and may be important storagedpicts involved in the regulation of IAA
biosynthesis (Koga et al., 1991).
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Figure 2. IAA (A) and ethanol (B) quantification iR. serpens conditioned media. Trp and
Glu concentrations in Grace-FCS medium are, repadgt 0.1 and 0.7 g/L.

Figure 3. Elongation of hypocotyl segments &iflanum lycopersicum L. cv Micro-Tom
incubated for 24 hours with: (A) Grace-FCS medi(B);P. serpens conditioned medium;
(C) Grace-FCS + 9 uM IAA. The bars corresponds ¢anl Note hypocotyl curvatures in (B)
and (C).
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Figure 4. Ratio of free, amide- and ester-conjugated |1AAhaf tomatoes inoculated with 10
T. cruz cells, 16 P. serpens cells or 1.34 pg of exogenous IAA on thé"Iay pi in relation
to the amounts found in the PBS controls (Table 3).
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Figure 5. Kinetics ofP. serpens PDC activity. The data represent mean results fitaplicate
determinations. Panel A: Plot of initial reacti@ter vs. substrate concentration. Panel B:
Lineweaver-Burk plot of kinetic data.
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FONTE: "Piled Higher and Deeper" por Jorge Cham (site: www.phdcomics.com). Com permissao.



