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Resumo

Uma grande quantidade de genes que codificam flavina monooxigenases (Flavin-
containing monooxygenases — FMOs) é encontrada em genomas vegetais, embora poucas
funcgdes bioldgicas tenham sido relacionadas com esse grupo de enzimas em plantas. Um
importante papel desempenhado por FMOs € a conversdo de triptamina em N-hidroxil
triptamina, reagdo catalisada pelas proteinas YUCCA de Arabidopsis thaliana e que constitui
o passo limitante da via de sintese de auxina a partir de triptofano. Proteinas similares as
YUCCA foram descobertas e caracterizadas em outras espécies vegetais, como OsYUCCA em
arroz, FLOOZY em pettnia, ToOFZY em tomate e SPI1 em milho, todas comprovadamente
envolvidas na producdo do hormonio citado. Andlises da proteina recombinante CaFMOS de
Coffea arabica revelou caracteristicas similares as YUCCA, sugerindo que esta proteina de
café é a primeira YUCCA-like descrita para esta espécie e, inclusive, para a familia
Rubiaceae. CaFMOS8 apresenta os mesmos motivos protéicos conservados entre FMOs
vegetais, e particularmente entre proteinas YUCCA-like. O padrdo de expressdo espacial do
gene que codifica CaFMOS indica possivel relacdo com o desenvolvimento de raizes, folhas e
flores de café. Apesar de grandes semelhancas com as proteinas YUCCA, a atividade de N-
hidroxilacdo da triptamina ndo foi comprovada para CaFMOS8 recombinante in vitro. Uma
andlise minuciosa a respeito da funcionalidade de CaFMOS produzida em E. coli deve ser

feita antes de descartar a participacdo desta proteina na sintese de auxina.
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Summary

A large number of genes coding flavin-containing monooxygenases (FMOs) is found
in plant genomes, although only few biological functions have been related with these
enzymes in plants. An important role for FMOs is the conversion of tryptamine in N-hydroxyl
tryptamine, catalyzed by the YUCCA protein family in Arabidopsis thaliana. These proteins
perform the rate-limiting step in tryptophan-dependent auxin biosynthesis. Similar YUCCA
proteins were discovered and characterized in other plant species, like OsYUCCA in rice,
FLOOZY in petunia, ToFZY in tomato and SPI1 in maize. All of them are shown to be
involved in auxin synthesis. Analysis of the recombinant CaFMOS8 from Coffea arabica
showed features similar to YUCCA proteins, suggesting that CaFMOS is the first described
YUCCA-like protein from coffee and, indeed, from the entire Rubiaceae family. CaFMOS has
the same conserved motifs found in other plant FMOs and particulary conserved in YUCCA-
like proteins. The spatial expression pattern from the CaFMOS8 coding gene suggests a
probable role in the development of roots, leaves and flowers. Although very silimar to
YUCCA proteins, the CaFMOS8-mediated convertion of tryptamine in N-hydroxyl tryptamine
has not been confirmed in vitro. A further analysis of CaFMOS functionality should address

the relation of CaFMOS to auxin production.
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1. Introducao
FMO: definigcoes e distribuicdo

Flavina monooxigenases (Flavin-containing monooxygenases - FMOs) foram
descobertas na década de 1960 em microssomos hepaticos de mamiferos, com funcido de
converter N,N’-dimetilanilina em seu respectivo N-6xido, mediante utilizacdo de NADPH e
oxigénio molecular (Ziegler & Pettit, 1964). Caracteristicas das FMOs, como a localizacdo, o
requerimento de co-fator e a atividade sobre xenobidticos, as tornam muito semelhantes a
outro sistema enzimatico, as protefnas citocromos P450 ou CYPs (Krueger & Williams, 2005).
Embora ambos catalisem a N- ou S-oxigenag¢do dependente de NADPH de compostos
contendo hetero-atomo, estes dois sistemas de monooxigenases microssomais sdo distintos,
diferindo nos mecanismos cataliticos, regulacdo, especificidade de substratos, entre outros
(Cashman, 2005). Ao contrario das CYPs, que sdo inibidas por uma significante variedade de
compostos, as FMOs raramente sdo inibidas. Inclusive, ha exemplos de metabdlitos reativos
produzidos pela atividade de FMOs que inibem as CYPs, embora ndo inibam as préprias
FMOs (Cashman ef al., 1995).

Em mamiferos, as FMOs estdo relacionadas com a remoc¢do de produtos naturais
indesejados provenientes da alimentacdo, os chamados xenobidticos. De maneira geral, as
FMOs convertem substratos nucleofilicos lipofilicos em metabdlitos mais polares, oxigenados
e prontos para serem excretados (Cashman & Zhang, 2006). Acredita-se que essas enzimas
evoluiram como um sistema de protecdo de mamiferos ao “ataque” de compostos quimicos
nucleofilicos/lipofilicos de origem vegetal, como alguns metabdlitos secundarios (Ziegler,
1990). Os mamiferos apresentam cinco genes FMO funcionais, nomeados FMOI a FMO5
(Lawton et al., 1994). Um sexto gene foi descoberto em humanos, mas pesquisas posteriores

mostraram se tratar de um pseudogene (Hines et al., 2002).

1



A levedura Saccharomyces cereviseae apresenta somente um gene cujo produto é
homoélogo a FMOs (Suh et al., 1996). Um trabalho com a FMO de levedura (yFMO)
recombinante mostrou sua fun¢do na manuten¢do do potencial de oxido-reducdo intracelular,
sendo que yFMO estaria envolvida na formacdo de pontes dissulfeto em proteinas que se
encontram no reticulo endoplasmatico (proteinas que serdo exportadas) e na regulacdo dos
niveis celulares de thiol/dissulfeto pela oxidacdo da glutationa (Suh et al., 2000). Os autores
sugerem que este seria o papel ancestral das FMOs e que, em mamiferos, a funcdo de
oxigenacdo de xenobidticos teria surgido depois, com uma familia multigénica derivada desta
monooxigenase original. Outros pesquisadores também sugerem que a origem da familia
génica das FMOs em mamiferos ocorreu a partir da duplicacdo de um gene ancestral ou via
uma série de eventos independentes de duplicacdo génica (Hernandez et al., 2004).

Choi et al. (2003) caracterizaram uma FMO proveniente da bactéria Methylophaga sp.
strain SK1, responsdvel pela produ¢do do pigmento azul indigo, a mais antiga tinta conhecida
pela humanidade, tornando-se a primeira FMO de origem procariota a ser caracterizada.

Comparadas a outros organismos, as plantas apresentam um ndmero muito maior de
genes FMO. Em Arabidopsis thaliana, 29 genes estdo anotados como FMO-like. Isto sugere
um uso muito mais amplo deste sistema enzimético por parte dos vegetais em relagcdo a outros
organismos (Schlaich, 2007). De fato, pesquisas dos dltimos sete anos revelaram funcdes
especificas de FMOs em plantas, como a sintese de auxina (Zhao et al., 2001), metabolismo
de glucosinolatos (Hansen et al., 2007) e defesa contra patégenos (Koch et al., 2006; Mishina

& Zeier, 2006).

Mecanismo de acdo
FMOs sdo flavoenzimas que apresentam uma molécula de FAD (flavin adenine

dinucleotide) por mondmero (Kubo er al., 1997). Seu mecanismo de agdo difere do
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mecanismo de outras monooxigenases, ndo havendo necessidade de ligacdo do substrato para
a redugdo do grupo prostético FAD pelo co-fator NADPH (Eswaramoorthy et al., 2007).

No primeiro passo do ciclo catalitico, FAD sofre uma dupla reduc¢do pelo NADPH,
tornando-se capaz de reagir com o oxigénio molecular e formando o intermedidrio 4a-
hydroperoxyFAD. Este intermedidrio € responsavel pela inser¢do de um dtomo de oxigénio no
substrato, tornando-o mais polar e gerando o segundo intermedidrio 4d-hydroxyFAD.
Portanto, quando o substrato se liga a FMO, a enzima j4 estd na forma ativa, pronta para
efetuar a oxigenacdo. A perda do segundo dtomo de oxigénio pela flavina na forma de uma
molécula de dgua regenera o co-fator oxidado. A caracteristica mais marcante do ciclo
catalitico destas enzimas € sua capacidade de estabilizar o essencial intermedidrio 4a-
hydroperoxyFAD até a inser¢io do substrato no seu sitio ativo. A presenca do NADP" é
crucial para a estabilizacdo do intermediario e, conseqiientemente, NADP" permanece ligado
ao complexo enzimdtico durante todo o ciclo catalitico, sendo o dltimo produto a ser liberado
(Alfieri et al., 2008).

Este mecanismo catalitico foi descrito para FMOs de mamiferos (Cashman, 2005;
Krueger & Williams, 2005). Eswaramoorthy et al. (2007) descreveram o mecanismo catalitico
de uma FMO de Schizosaccharomyces pombe apds a determina¢do de sua estrutura
cristalizada. Eles observaram que o co-fator (NADPH) e o substrato (metimazole, no caso)
interagem com o grupo prostético (FAD) alternadamente, permitindo que a enzima catalise os
substratos continuamente. Eles sugeriram ainda que a redu¢do do FAD ocorre antes da ligacao
do substrato, mas a reagdo com o oxigénio molecular aconteceria apenas na presenca do
substrato. Os resultados obtidos sugerem que o substrato deve substituir o NADP”, ligando-se
no mesmo sitio de ligacdo que a nicotinamida do co-fator. Pelo fato deste processo ter sido

demonstrado com apenas um substrato, em apenas uma estrutura protéica, generalizacdes



podem ser prematuras. Alfieri et al. (2008) determinaram a estrutura cristalizada da mesma
FMO bacteriana caracterizada por Choi et al. (2003). Neste estudo, além de sugerirem uma
segunda fun¢do para o NADPH, a de estabilizacdo do intermediario 4a-hydroperoxyFAD, eles
tentam explicar os resultados adquiridos por Eswaramoorthy et al. (2007). O mecanismo
proposto envolve uma mudanga de conformacdo da proteina para a aceitagdo do substrato, ao
invés da liberacdo do co-fator, como propuseram Eswaramoorthy et al. (2007). Assim, haveria
o deslocamento da alca em que se encontra o motivo de ligacdo ao NADPH, somado ao
estiramento de residuos presentes no final da a-hélice, onde se encontra o motivo de ligagao
ao FAD. Finalmente, eles ainda citam outras monooxigenases que utilizam o mesmo
mecanismo de estabilizacdo de intermedidrios, como as Baeyer-Villiger monooxigenases

(Malito e al., 2004).

FMOs em plantas

A primeira caracterizagdo funcional de uma FMO de origem vegetal foi realizada por
Zhao et al. (2001), quase quarenta anos apds a descoberta dessas enzimas em animais. Estes
pesquisadores descobriram o papel de uma FMO, nomeada YUCCA, na via de sintese de
auxina dependente de triptofano em A. thaliana. Nos anos seguintes, outros genes YUCCA-
like foram descobertos em Arabidopsis, formando uma familia génica com 11 membros
(YUCI a YUCII). Seqiiéncias homologas a genes YUCCA foram descobertas em Petunia x
hibrida (Tobefia-Santamaria et al., 2002), Oryza sativa (Yamamoto et al., 2007), Zea mays
(Gallavotti et al., 2008), entre outras.

Em 2006, trés laboratérios identificaram independentemente uma FMO envolvida na
defesa contra patégenos em Arabidopsis (Bartsch et al., 2006; Koch et al., 2006; Mishina &
Zeier, 2006). Por meio da técnica “activation tagging” (Weigel et al., 2000), foi isolado um

mutante com alta resisténcia a bactérias virulentas, bem como avirulentas, e patégenos
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oomicetos. A superexpressao de FMOI em transformantes estdveis restabeleceu este fenétipo.
Além disto, a infeccdo por patégenos ativou a transcricdo de FMO1, enquanto o mutante fimol
apresentou alta suscetibilidade a microorganismos virulentos (Koch et al., 2006).

Glucosinolatos (GSLs) sao metabdlitos secunddrios derivados de aminoacidos que
apresentam variadas fungdes bioldgicas e ocorrem em plantas pertencentes a ordem
Brassicales. Hansen ef al. (2007) identificaram FMOgs.ox; como a enzima da biossintese de
GSLs alifaticos em Arabidopsis, que catalisa a S-oxigenacdo de GSLs methylthioalkyl em
GSLs methylsulfinylalkyl, conhecidos por suas propriedades anticancerigenas. Em 2008, o
mesmo grupo de pesquisadores identificou outros quatro genes FMOgs.ox de Arabidopsis
também relacionados com a sintese de glucosinolatos anticancerigenos (Li et al., 2008).

A andlise de genes FMO-like dos trés genomas vegetais completamente seqiienciados
revela que as FMOs de A. thaliana, O. sativa e Populus trichocharpa se distribuem em trés
clados: (i) o Clado I (defesa contra patdégenos) contém FMOI1 e um pseudogene de
Arabidopsis, trés FMOs de arroz e seis de Populus; (ii) no Clado II (sintese de auxina)
encontram-se as proteinas YUCCA, juntamente com oito FMOs de arroz e doze de Populus;
(iii) o Clado III (S-oxigenacdo) é composto de dezesseis FMOs de Arabidopsis, sendo uma
delas FMOgs.ox1, sete FMOs de arroz e outras quatro de Populus (Hansen et al., 2007,
Schlaich, 2007). Além das diferencas funcionais, FMOs de clados distintos apresentam

peculiaridades em relagdo aos motivos protéicos que possuem, havendo grande variacdo de

tipos e localizagdo dos mesmos.

Estrutura e motivos conservados
As FMOs se ligam a adenina do FAD por meio de um dominio conservado do tipo
“Rossmann fold”, constituido pelos residuos “GXGXXG”, e localizado préximo ao N-terminal

da proteina (Eswaramoorthy et al., 2007). Muta¢des em qualquer um dos residuos de glicina
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foram correlacionadas com atenuacdo ou mesmo perda total da atividade enzimatica (Kubo et
al., 1997). O motivo de ligacio ao NADPH, que ocorre em uma regidio mais central da
proteina, é idéntico ao motivo para ligagdo ao FAD (“GXGXXG”), embora bem menos
conservado (Schlaich, 2007). Em algumas FMOs esse dominio apresenta somente o primeiro
residuo de glicina conservado, enquanto os demais foram substituidos por outros residuos
(Choi et al., 2003; Eswaramoorthy et al., 2007; Alfieri et al., 2008). Em dire¢ao ao C-
terminal, encontra-se o motivo “FATGY”, provavelmente relacionado com proteinas que
realizem N-oxidacdo. Este motivo é conservado entre FMOs de animais, levedura e bactéria.
Em Arabidopsis, ele € encontrado principalmente como “LATGY” nas YUCCA e em FMOI.
No caso das FMOs pertencentes ao Clado III, um motivo similar é encontrado, “HCTGYK”,
que compartilha os trés residuos centrais “TGY” com o motivo “F/LATGY” (Schlaich, 2007).
O motivo “HCTGYK” estd localizado antes, enquanto o motivo “F/LATGY” encontra-se
depois do chamado motivo identificador de FMOs (“FMO-identifying motif’). O motivo
identificador de FMOs “FXGXXXHXXXY/F” é encontrado em todas as FMOs de plantas e
de outros organismos (Suh et al., 1996; Falls et al., 1997; Tobena-Santamaria et al., 2002;

Choi et al., 2003), embora sua posi¢do ao longo da proteina seja varidvel.

A familia YUCCA

A técnica “activation tagging” (Weigel et al., 2000), que utiliza T-DNA para inserir
ativadores de superexpressao (promotor constitutivo CaMV 35S, por exemplo) aleatoriamente
em uma determinada seqiiéncia gendmica, mostrou-se uma ferramenta interessante para o
descobrimento de novas funcdes génicas em plantas. Foi por meio desta técnica que Zhao et
al. (2001) desvendaram o papel de uma FMO na sintese de auxina em Arabidopsis, marcando
a primeira caracterizagdo funcional de uma FMO de origem vegetal. Estes pesquisadores

identificaram mutantes com caracteristicas tipicas de plantas com alto teor endégeno de
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auxina, como hipocétilos longos, cotilédones com forte epinastia, peciolos alongados, raiz
curta com pélos radiculares numerosos e compridos. A andlise da seqiiéncia gendmica
adjacente a borda direita do T-DNA inserido possibilitou a identificacio do gene
superexpresso: tratava-se de um gene FMO, nomeado YUCCA. Este nome se deve as
semelhancas fenotipicas compartilhadas entre o mutante estudado e a planta yucca (Agave
sp.), como folhas curvadas e hédbito de crescimento semi-ereto. Buscas realizadas no BLAST
identificaram outros genes da familia YUCCA, totalizando 11 genes que compartilham de 44 a
66% de identidade em termos de seqiiéncia de aminodcidos. As superexpressdes de YUCCA2
(53% de identidade com YUCCA) e YUCCA3 (51% de identidade com YUCCA) também
resultaram em fendtipos semelhantes ao fendtipo yucca, demonstrando que estes genes sao
pardlogos e provavelmente apresentam fungdes redundantes. Baseados em ensaios
bioquimicos in vitro com a proteina YUCCA recombinante e experimentos com O
fornecimento de um andlogo téxico do triptofano, propds-se que YUCCA catalisa a N-
oxigenagdo da triptamina em N-hidroxil triptamina, reagdo pertencente a via de sintese de
auxina dependente de triptofano.

Posteriormente, outros membros da familia génica YUC foram isolados em
Arabidopsis e todos se mostraram envolvidos na biossintese de auxina. Apds Zhao et al.
(2001) terem descrito os trés primeiros genes YUC (YUCI, YUC2 e YUC3), Marsch-Martinez
et al. (2002) também utilizaram “activation tagging” para caracterizar um gene YUC com 66%
de identidade com YUCCA, cuja superexpressdo causava o mesmo fendtipo relativo a alta
producdo de auxina. Este gene foi nomeado THREAD/YUCCA4 e apresenta baixo nivel de
expressao em plantas do tipo selvagem. Woodward et al. (2005) isolaram o quinto gene YUC
de Arabidopsis, SUPERI/YUCCAS, e observou que este gene nao apresentava nenhum intron,

o que o diferenciava dos quatro genes YUC previamente caracterizados. Enquanto a



superexpressao dos outros genes YUC resulta em um fendtipo bastante caracteristico, no caso
de SUPERI/YUCCA este fendtipo € menos intenso: os hipocédtilos sdo mais curtos e
cotilédones ndo exibem forte epinastia. As diferencas de fendtipos encontradas entre os
mutantes de superexpressao de SUPERI/YUCCAS e dos outros genes YUCCA devem refletir
papéis redundantes, porém distintos para cada membro da familia ao longo do crescimento e
desenvolvimento da planta. Outro gene YUCCA apresentou fendtipo com certas caracteristicas
distintas do fendtipo padrao dos mutantes yucca em Arabidopsis. Kim et al. (2007) isolaram
os mutantes hypertall, referentes a superexpressao do gene YUCCAG6, e observaram que estes
ndo apresentam raizes curtas ou com muitos pélos radiculares. Além disso, as inflorescéncias
sdo extremamente altas (por isso o nome hypertall) com elevada dominéncia apical. Estes
pesquisadores também analisaram a atividade funcional in vitro da proteina YUCCAG6
recombinante e confirmaram a N-oxigenacdo da triptamina em N-hidroxil triptamina.

Para entender melhor a importancia dos genes YUCCA no desenvolvimento de
Arabidopsis, Cheng et al. (2006) produziram diversos mutantes duplos, triplos e quadruplos
com baixos niveis de expressdao de YUCCAI, 2, 4 e 6, em diferentes combinagdes. Além disso,
superexpressaram e reduziram a expressdao de cada um desses genes individualmente. A
superexpressao individual de cada um desses genes YUCCA resultou em altos niveis de auxina
endogenos e fendtipos caracteristicos semelhantes. Por outro lado, a inativagdo individual nao
resultou em nenhum fendtipo visivel, confirmando a redundancia de fungdes.
Interessantemente, eles observaram que inativagdes duplas de genes que pertencem ao mesmo
clado (YUCI e YUC4; YUC2 e YUC6) causam severos defeitos de desenvolvimento, enquanto
nenhum fendtipo marcante foi observado com combinagdes inativadoras entre dois genes de
clados diferentes, sugerindo que genes do mesmo clado apresentam fun¢des redundantes em

um nivel mais especifico, como estadios de desenvolvimento e condi¢des de ambiente. Eles



também constataram que os genes YUCCA desempenham papel fundamental no
desenvolvimento floral e vascular.

O mesmo grupo de pesquisadores utilizou estratégia semelhante para mensurar a
importancia dos genes YUCCA durante a embriogénese em Arabidopsis (Cheng et al., 2007).
Eles produziram mutantes duplos e quadruplos com baixos niveis de expressdo de todas as
combinagdes entre YUCCAI, 4, 10 e 11. Os mutantes quadruplos yucl yuc4 yuclO yucll
apresentam caracteristicas incomuns, como auséncia de hipocétilo ou raizes, plantulas com
apenas um cotilédone e pouco tecido vascular. Estes efeitos ocorrem logo na fase de embrido
globular. O embrido também ndo apresenta hipéfise, responsdvel pela posterior formacdo do
centro quiescente do meristema apical radicular, e o hipocétilo ndo € formado. Uma
caracteristica proeminente do embrido do mutante yucl yuc4 yuclO yucll é apresentar a
regido basal defeituosa e sem formacgdo de raizes primdrias. Estes resultados demonstram que
a auxina sintetizada pelos genes YUCCA € essencial para a embriogénese em A. thaliana.

Os estudos envolvendo os genes YUCCA-like ndo se restringem apenas a planta
modelo A. thaliana. Tobefna-Santamaria et al. (2002) identificaram em Petunia x hibrida o
gene FLOOZY (FZY), requerido para a iniciacdo dos 6rgdos florais e para o desenvolvimento
da vascularizacdo em folhas e bracteas. FLOOZY codifica uma FMO com alta homologia as
YUCCA de Arabidopsis. Além de alta similaridade em termos de seqiiéncia de aminoécidos,
esses genes compartilham estrutura génica similar, sendo o niimero e a posi¢ao dos introns de
FLOOZY idénticos aos de YUCCAI, 2 e 4. A superexpressdo dos genes YUCCA em
Arabipopsis ou FLOOZY em petinia resulta em altos niveis de auxina, folhas epindsticas,
pélos radiculares abundantes e alongados e crescimento independente de auxina em cultura de
tecidos. Todos esses resultados indicam que FLOOZY e YUCCA1/YUCCA2 sdo ortdlogos e

que as proteinas codificadas por tais genes catalisam reacdes enzimdticas semelhantes.



Exposito-Rodriguez et al. (2007) identificaram o ort6logo de FLOOZY em tomate (Solanum
lycopersicon), ao qual deram o nome de ToFZY. A proteina deste gene de tomate compartilha
87, 70 e 69% de identidade com as proteinas de FLOOZY, YUC4 e YUCI, respectivamente. O
ensaio in vitro de ToFZY recombinante evidenciou a capacidade de transformar triptamina em
N-hidroxil triptamina, sugerindo participacdo desta proteina na sintese de auxina in vivo.

Em monocotiledoneas os estudos referentes aos genes YUCCA-like envolvem
principalmente o arroz, unica planta deste grupo com o genoma completo seqiienciado.
Yamamoto et al. (2007) identificaram sete genes YUCCA-like no genoma de arroz por meio
de buscas no tBLASTn, utilizando a seqiiéncia de YUCCAI como referéncia. Para selecionar
quais destes genes estavam diretamente relacionados com a sintese de auxina, eles analisaram
o padrdo de expressao espacial dos sete genes em coledptile, cuja extremidade € abundante em
auxina, e observaram que trés genes eram preferencialmente expressos na ponta dos
coledptiles, mas que OsYUCCAI era o gene predominante. Por este motivo estes
pesquisadores utilizaram um sistema de expressdo induzido pelo hormdnio esterdide
dexametasona (DEX) para observar os efeitos da superexpressio de OsYUCCAI no
desenvolvimento de plantas transgénicas regeneradas por cultura de tecidos. Na auséncia de
DEX as plantas transgénicas apresentaram fendtipo normal, enquanto a adicdo de DEX causou
o desenvolvimento abundante de pélos radiculares. Além disto, as raizes destas plantas nao
responderam normalmente ao gravitropismo e a quantidade de auxina por miligrama de massa
fresca era maior em plantas tratadas com DEX, sugerindo participacdo direta de OsYUCCAI
na sintese deste hormonio. A producgdo de plantas transgénicas expressando o cDNA antisense
de OsYUCCAI sob controle do promotor ACT1 resultou em plantas ands com severa inibi¢do
da formacdo e alongamento de raizes. Todas estas informagdes corroboram a importancia de

OsYUCCAI para o crescimento e desenvolvimento de arroz.
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Gallavotti et al. (2008) identificaram e caracterizaram um mutante de milho (sparse
inflorescencel - spil) que apresenta defeitos na iniciacdo de meristemas axilares e 6rgaos
laterais durante o desenvolvimento vegetativo e da inflorescéncia. O gene SPII codifica uma
flavina monooxigenase similar as proteinas YUCCA de Arabidopsis. No entanto, ao contrario
de Arabidopsis, em que a inativacdo de ao menos dois genes YUCCA € necessdria para a
observacdo de um fendtipo, os mutantes spi/ por si s6 apresentam defeitos marcantes de
desenvolvimento. Andlises filogenéticas sugerem que isto pode ocorrer devido a aquisi¢do de
um papel especifico no desenvolvimento da inflorescéncia por parte de SP//, juntamente com
a expansdo independente da familia YUCCA entre monocotileddneas e eudicotiledoneas.

Embora a auxina seja conhecida ha muito tempo como um importante hormdnio
regulador do crescimento e desenvolvimento vegetal, uma série de caracteristicas da sua via de
biossintese permanecem obscuras. A descoberta dos genes YUCCA, bem como a
caracterizacdo funcional de alguns membros desta familia, proporcionou um grande avango no
conhecimento acerca dos mecanismos envolvidos na produgdo da auxina. De fato, um melhor
entendimento da biossintese da auxina e da regulacdo do crescimento de plantas serd
conseguido apds a integracdo de dados resultantes da andlise de outros genes YUCCA em
Arabidopsis e, especialmente, por meio da caracterizagdo de genes YUCCA-like em outras
espécies de plantas.

Escolheu-se trabalhar com a espécie Coffea arabica porque i) € a principal espécie
comercial de café, ii) apresenta um extenso banco de ESTs com informacdes ainda pouco
exploradas, iii) representa a principal espécie estudada pelo grupo de pesquisa e iv) ndo possui
nenhuma FMO caracterizada até o momento. A escolha deste grupo de enzimas justifica-se
pelo pouco conhecimento acerca das fungdes bioldgicas das FMOs em plantas. Poucos

substratos enddgenos foram identificados, sendo limitados a um nimero restrito de espécies
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vegetais. Outras caracterizacdes funcionais envolvendo FMOs de diferentes espécies sao
necessdrias para determinar a real especificidade dessas enzimas por potenciais substratos

naturais, 0 que constitui o principal objetivo do presente trabalho.
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2. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho foi realizar a caracterizacdo funcional in vitro de uma flavina
monooxigenase (FMO) recombinante de Coffea arabica que apresenta alta similaridade com

proteinas YUCCA de A. thaliana.

Objetivos Especificos

- Clonagem, expressao e purificagdo de uma FMO recombinante de C. arabica;

- Caracterizagdo funcional in vitro da proteina recombinante;

- Determinacao do padrao de expressao espacial do gene estudado por RT-PCR semi-
quantitativa;

- Anilise filogenética de proteinas YUCCA-like.
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3. Material e Métodos

Material vegetal

Com excecdo das raizes, todo o material vegetal utilizado nos experimentos foi obtido
a partir de uma unica planta de Coffea arabica var. Mundo Novo cultivada na casa de
vegetacdo do Depto de Fisiologia Vegetal da UNICAMP, ndo tendo sido feito nenhum
controle de temperatura ou umidade. As raizes utilizadas nas andlises de expressdo foram
adquiridas de plantas cultivadas em hidroponia, apds a germinacdo de sementes oriundas do

individuo descrito acima.

Aquisigdo da seqiiéncia génica e andlises com ferramentas de bioinformdtica

Foi feita uma busca por palavras-chave (“flavin monooxygenase”) no Banco de ESTs
do Projeto Genoma Café (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe) e apds a clusterizacdo foram
formados 8 contigs, entre os quais apenas um estava completo. O unigene (contig) C8 foi
selecionado e submetido a uma série de andlises com programas de bioinformética para a
determinacdo das estratégias de clonagem, expressdo e purificacdo da proteina recombinante.

A maioria das andlises foi realizada com algoritmos das plataformas Expasy
(www.expasy.org) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Primeiramente, identificou-se a ORF
(Open Reading Frame) do unigene C8 utilizando concomitantemente os programas ORF
finder, do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), e Translate, do Expasy
(http://www.expasy.org/tools/dna.html). Esta seqiiéncia foi entdo submetida a comparacdo
com outras seqiiéncias depositadas no NCBI usando-se o mddulo blastp, que compara a
proteina de interesse com um banco de dados de proteinas depositadas, bem como detecta
dominios conservados na seqiiéncia submetida. A identificacdio de motivos conservados
caracteristicos de FMOs foi realizada manualmente com base em Schlaich (2007) e Exposito-

Rodriguez et al. (2007) e permitiu a classificacdo de C8 em um dos trés clados determinados
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para FMOs de plantas. Com a andlise do ProtParam
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) computou-se uma série de parametros fisico-
quimicos da proteina tedrica, como peso molecular, pl tedrico, composicdo de aminodcidos,
coeficiente de extingdo, entre outros. A predicdo da topologia da proteina e identificacdo de
possiveis hélices transmembranares foi realizada com os programas TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/) e HMMTOP
(http://www.enzim.hu/hmmtop/index.html). A presenca e localizagdo de peptideo sinal foram
preditas com o programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). A provavel
localizacao subcelular foi determinada com 0s algoritmos TargetP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) e WoLF PSORT (http://wolfpsort.org/). Finalmente,
o algoritmo PredictProtein (http://www.predictprotein.org/) foi usado para uma andlise
diversificada da seqii€ncia protéica, gerando informagdes como presenca de motivos de acordo
com o PROSITE, regides de baixa complexidade, predi¢do de estrutura secunddria, regides

globulares e transmembranares, pontes dissulfeto, entre muitas outras.

Alinhamentos e andlise filogenética

As seqiiéncias de aminodcidos referentes a proteinas YUCCA de A. thaliana foram
adquiridas no banco de dados de proteinas do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Os niimeros de
acesso das seqiiéncias utilizadas sdo: YUCCAI, At4g32540; YUCCA?2, At4gl13260;
YUCCA3, At1g04610; YUCCA4, At5g11320; YUCCAS, At5g43890; YUCCAG6, At5g25620;
YUCCA7, At2g33230; YUCCAS, At4g04610; YUCCAY9, Atlg04180; YUCCAIO,
At1g48910; YUCCAIIL, Atlg21430. A proteina FMO1 (Atl1gl9250) de A. thaliana,
pertencente a um clado distinto das YUCCA (Schlaich, 2007), foi escolhida como grupo
externo. Essas seqiiéncias, juntamente com a seqiiéncia de aminodcidos referente a CaFMOS,

foram alinhadas no programa BioEdit 7.0.5.3 (Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA,
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USA) e salvas no formato FASTA. Este arquivo foi convertido para o formato MEG no
programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) e uma arvore filogenética foi construida neste
proprio programa com base no alinhamento das seqiiéncias protéicas. Foi utilizado o método
de Neighbor-joining com bootstrap de 1000 replica¢cdes e modelo p-distance.

Ap6s estas andlises, realizou-se um alinhamento no BioEdit entre a FMO de café e as
duas proteinas YUCCA de Arabidopsis mais proximas. O arquivo foi salvo no formato
FASTA e utilizado no ESPript 2.2 (http://espript.ibcp.fr/), uma ferramenta online que permite
melhorar caracteristicas estéticas de alinhamentos de seqiiéncias. Na opcdo ‘“execute”, o
arquivo FASTA gerado no BioEdit foi utilizado e submetido a analise do ESPript, apds a

selec@o das opgdes de “output”.

Isolamento de RNA e andlises de expressdo

Para determinar o padrio de expressdo espacial do unigene C8, o RNA total de
diferentes partes da planta foi extraido com perclorato de sédio (Rezaian and Krake, 1987). Os
materiais vegetais utilizados foram: raizes, folhas jovens, botdo floral, fruto estidio F2 (30
dias apos a florada) e fruto estddio F4 (45 dias ap6s a florada). A quantificacdo foi feita pela
medi¢do da absorbancia a 260 nm e a integridade do RNA foi analisada por meio de gel de
agarose 1%, em tampao MOPS 1X e formaldeido 1,85%. DNA contaminante foi eliminado
por tratamento com DNAase “TURBO DNA-free” (Ambion, Inc), que utilizou 2 pug de RNA
total, sendo o volume recuperado utilizado diretamente na sintese da primeira fita de cDNA
pelo kit “SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR” (Invitrogen). Actina foi
utilizada como gene normalizador (Melo et al., 2006) utilizando-se os primers AcFl 5°-
GACCTCACAGATCACCTCAT-3") e AcRl (5’- GTAGTCTCGTGGATACCACG - 3’),
gentilmente cedidos pela Dra Miriam Peres Maluf (Instituto Agrondmico de Campinas). As

reacOes continham 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase
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(Fermentas), 0,2 mM de dNTPs, variando-se a quantidade de cDNA conforme necessdrio e
acertando o volume final da reacdo para 25 pl. A programacdo do termociclador para estas
reacoes foi: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos; trinta e cinco ciclos envolvendo
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 53°C por 30 segundos; extensdo a 72°C
por 1 minuto. Para a normalizagdo, reagdes foram retiradas apds 23, 28 e 30 ciclos, garantindo
a comparacio da expressao antes da saturagdo. O resultado foi avaliado em gel de agarose 1%
com brometo de etidio 0,5 mg/ml. Para as andlises de expressdao de C8, foram desenhados
primers especificos do unigene C8 wusando o programa Primer3 v. 04.0
(http://frodo.wi.mit.edu/), de modo a gerar um amplicon de 412 bp, apresentando as seguintes
seqiiéncias: FMO_Foward 5 — ATTTGGGTTCTTCCGATTCC - 3’ ¢ FMO_Reverse 5° —
GGCCTTTTGATTCCGTACCT - 3’. As reacdes foram idénticas aquelas descritas para os
primers de actina. A programacdo do termociclador para a reagdo com estes primers foi:
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos; 30 ou 35 ciclos envolvendo desnaturagdo a 95°C
por 30 segundos; anelamento a 50°C por 30 segundos; extensdo a 72°C por 1 minuto. A
comparacdo da expressdo foi feita tanto apds 30 quanto 35 ciclos, visto que mesmo depois de

tantos ciclos, alguns tecidos ndo apresentaram sinais de saturagao.

Producgdo da proteina CaF MOS8 recombinante

Vetores de expressdo e desenho de primers: a sele¢do dos vetores de expressao baseou-se em

(i) caracteristicas da seqiiéncia protéica, principalmente hidrofobicidade e regides
transmembranares; (ii) disponibilidade de vetores no laboratério e (iii) utilizagdo de diferentes
caudas de afinidade e solubilidade, visando alternativas durante a expressdo e purificagdo.
Assim, dois vetores foram selecionados, pPETMBP e pETNusA (ambos gentilmente cedidos
pelo Dr. Marcelo J. Murai, Laboratério de Fisiopatologia Médica, UNICAMP), que adicionam

respectivamente as caudas 6xHis-MBP (maltose-binding protein) e 6xHis-NusA (N utilization
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substance A) a por¢dao N-terminal da proteina recombinante. Em ambos os casos, a cauda
adicionada constitui um sistema combinatério de afinidade (6xHis) e aumento de solubilidade
(MBP e NusA). A cauda de MBP, além de aumentar a solubilidade também pode ser utilizada
como cauda de afinidade. O programa WebCutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) foi
utilizado para gerar um mapa de restricdo da seqiiéncia do ORF C8 e possibilitou a
determinacdo das endonucleases utilizadas para a ligagdo do fragmento aos vetores de
expressdo. Ncol e Xhol foram as enzimas de restricio escolhidas para as digestdes do
fragmento e dos vetores.

Com esses parametros estabelecidos, primers especificos para o unigene C8 foram
desenhados no programa GeneRunner 3.05 (Hastings Software Inc., Hastings-on-Hudson, NY,
USA) e analisados quanto a porcentagem de GC, temperatura de melting e complementaridade
entre pares no BioEdit 7.0.5.3 (Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA) e Primer3 v.
0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/), bem como no proprio GeneRunner. Em vista da escolha das
mesmas enzimas de restricdo para ambos os vetores utilizados, um unico par de primers que
adicionariam os sitios de tais enzimas foi desenhado, com as seguintes seqiiéncias:
Foward_Ncol 5’-CCATGGCAACCAAAGAACAAGT-3’ e Reverse_Xhol 5’-

AAACTCGAGCTATGTTTGGGCATCCAA-3’.

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA: RNA total de folhas jovens C. arabica var. Mundo

Novo foi extraido pelo método TRIzol (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante.
A quantificacdo foi feita pela medi¢cdo da absorbéancia a 260 nm (Ultrospec 1000, Pharmacia
Biotech). O comprimento de 280 nm foi usado para analisar a quantidade de proteinas e
determinar o grau de pureza do 4cido nucléico. A integridade do RNA foi analisada por meio
de gel de agarose 1% desnaturante, com tampao MOPS 1X e formaldeido 1,85%. Um volume

referente a 5 ug de RNA total foi tratado com DNAse “TURBO DNA-free” (Ambion, Inc.) e
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posteriormente usado como template para a sintese da primeira fita cDNA com o kit
“SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR” (Invitrogen), de acordo com o
protocolo do fabricante. O cDNA total produzido foi diluido dez vezes para a utilizacdo nas
RT-PCRs subseqiientes. A confirmacgdo da sintese foi feita por RT-PCR utilizando os primers
de actina (ver acima), em reagdes idénticas as descritas previamente, e o resultado analisado
em gel de agarose 1% com brometo de etidio. A programac¢do do termociclador para tais
reacOes foi: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos; trinta e cinco ciclos envolvendo
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a 55°C por 30 segundos; extensdo a 72°C

por 1 minuto.

Clonagem e segiienciamento: Apés a validacio do cDNA, os fragmentos da regido

codificadora de C8 foram produzidos por RT-PCR com o kit “Platinum PCR High Fidelity
Supermix” (Invitrogen), de acordo com determinagdes do fabricante e utilizando 0,2 uM de
cada primer. A programacgdo do termociclador foi: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos;
35 ciclos envolvendo desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; anelamento a 51°C por 30
segundos; extensdo a 68°C por 1 minuto e 30 segundos; extensao final a 68°C por 15 minutos.
As reagdes foram imediatamente purificadas com kit “illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” (GE Healthcare) e cerca de 50 ng do inserto purificado foi utilizado para a
ligacdo ao vetor de clonagem “pGEM T-easy Vector System” (Promega). Bactérias DH5a
termocompetentes (Novagen) foram transformadas com o plasmidio recombinante, plaqueadas
em meio LB semi-sélido contendo 100 pg/ml de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 80 pug/ml de
XGal (protocolo “pGEM T-easy Vector System”, Promega), e incubadas a 37°C “overnight”.
Colonias brancas foram selecionadas para a minipreparag¢do de plasmidios pelo método de lise
alcalina (modificacdo e adaptacdo de “PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit”, Invitrogen). A

presenga do inserto foi confirmada por uma reacdo de restricdo com EcoRI (Promega), que
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corta o vetor pGEM T-easy em ambas as extremidades, liberando o fragmento inserido. A
identidade do fragmento foi confirmada pelo seqiienciamento com primers do vetor (T7
promoter e SP6 promoter), e dois pares distintos de primers internos: o primeiro referente aos
primers utilizados para a producdo do fragmento a ser clonado, e o segundo referente aos
primers usados na andlise do padrdo de expressdo do gene em diferentes partes da planta. As
reacOes foram realizadas com “BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems) de acordo com as instrugdes do fabricante, seguidas de precipitacdo com etanol
70%, e os produtos separados pelo seqiienciador ABI Prism 377 (Applied Biosystems). Todos
estes processos relativos ao seqiienciamento foram realizados no Laboratério de Andlise
Genética Molecular, do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da

UNICAMP.

Expressdo de FMO recombinante em Escherichia coli: Fragmentos devidamente validados

pelo seqiienciamento foram utilizados para a ligacdo aos vetores de expressio pETMBP e
pETNusA. A digestao dos vetores e do fragmento clonado em pGEM T-easy foi realizada com
enzimas FastDigest Ncol e Fast Digest Xhol (Fermentas) a 37°C por 1 hora. Plasmidios e
fragmentos digeridos foram purificados do gel de agarose por meio de “illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification kit” e posteriormente ligados com T4 DNA ligase (Promega)
a 4°C “overnight”. Bactérias E. coli “One Shot Machl — T1” (Invitrogen) foram transformadas
por choque térmico, plaqueadas em LB semi-s6lido contendo kanamicina a 50 ug/ml e
incubadas a 37°C “overnight”. Cinco colOnias isoladas de cada constru¢do foram escolhidas
para minipreparacdo de plasmidios pelo método de lise alcalina. A identificacdo de clones
positivos foi feita por digestdes duplas com Ncol e Xhol que liberam o fragmento clonado, a
37°C por 1 hora. Os plasmidios recombinantes foram introduzidos em bactérias E. coli

BL21(DE3) “One Shot” (Invitrogen), linhagem propria para a expressao de proteinas. Devido
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as dificuldades encontradas para a producdo de proteinas recombinantes soldveis, uma
alternativa para comparacao de resultados foi transformar pETMBP carregando o gene FMO
em bactérias ‘“Rosetta (DE3) Competent Cells” (Novagen), linhagem suplementada com T-
RNAs para cédons raramente utilizados por E. coli. Em vista desta caracteristica, € necessario
adicionar cloranfenicol ao meio de cultura, em concentracao final de 34 ug/ml. Como controle
para expressdo e para os futuros testes enzimdticos, os vetores fechados (sem o gene FMO de
café) de pPETMBP e pETNusA foram introduzidos respectivamente em Rosetta (DE3) e
BL21(DE3). Diferentemente de outros vetores, cuja indugcdo da expressdo do plasmidio
fechado culmina somente na producao da cauda, pETMBP e pETNusA foram desenvolvidos
para expressar a proteina GFP (Green Fluorescent Protein) fusionada a cauda.

Virios procedimentos foram realizados para otimizacdo dos parametros de expressao,
visando maior producdo de proteinas recombinantes soliveis. Os pardmetros analisados foram
temperatura de inducdo (de 37°C até 18°C), tempo de inducdo (de 3h a 18 horas),
concentracdo do indutor (de ImM a 0,2 mM), tipo de indutor (IPTG ou lactose) e linhagem
bacteriana (BL21 DE3 e Rosetta DE3). Os resultados desses testes ndo foram adicionados,
permanecendo somente os dados referentes aos valores escolhidos para cada parametro.

Um teste em pequena escala foi realizado para avaliar a capacidade e eficiéncia da
expressdo. Para tal, 500 ul de pré-inéculo foi adicionado a 50 ml de LB liquido contendo 50
pg/ml de kanamicina e, no caso de Rosetta, 34 ug/ml de cloranfenicol, e incubado a 37°C, sob
agitacao de 200 rpm até ODg atingir 0,6. Apos este periodo, 20 ml de meio foram coletados e
centrifugados a 5000 rpm, 4°C por 10 minutos para constituir o tempo zero (controle). Ao
restante de meio, aplicou-se o indutor de expressio IPTG (isopropyl-8-D-
thiogalactopyranoside) em concentragdo final de 0,5 mM, seguido de incubagdo a 25°C, sob

agitacdo de 200 rpm. Apds 5 horas, 10 ml de meio foram coletados e centrifugados nas
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mesmas condicdes descritas acima. Os pellets foram ressuspendidos em 500 ul de tampao de
lise (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM) e tratados com lisozima (concentracao final: 1
mg/ml) por 30 minutos, na presenca de 1 mM do inibidor de proteases PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride). Para garantir o rompimento das células, a solucdo foi
sonicada (Ultrasonic Homogeneizer 4710, Cole-Parmer Instruments) utilizando ponteira fina e
pulsos de 15 segundos, separados por intervalos de 1 minuto. Este procedimento foi feito
devido a considerdvel instabilidade térmica apresentada por proteinas FMOs (Cashman, 2005).
Seguiu-se com a centrifugacdo a 15000 rpm, 4°C por 20 minutos, para separacdo da fragcdo
soliivel (sobrenandante) e da fracdo insoluvel (pellet). O resultado do teste foi avaliado por
SDS-PAGE de 10% (Laemmli, 1970). As amostras foram desnaturadas pela adi¢do de igual
volume de tampdo de desnaturacdo (Tris-HCI 0,5M pH 6,8, glicerol, B-mercaptoetanol 2%,
azul de bromofenol 0,001g/ml e SDS 0,02g/ml) e incuba¢do em 4gua fervente por 5 minutos.
Ao final da corrida, o gel foi corado em solu¢do de Coomassie Blue 2,7% por 30 minutos e
posteriormente descorado em solucdo de metanol 30% e 4cido acético 10%. Apods
digitalizacdo, o gel foi conservado em solucdo de metanol 5% e acido acético 7% em
temperatura ambiente.

Um segundo teste foi realizado para verificar como a solubilidade da proteina
recombinante poderia ser influenciada por (i) pH do tampao de lise, (ii) forga idnica, (iii)
detergentes e (iv) aditivos. Todos os procedimentos de indug@o, expressdo e rompimento
celular, bem como a resolucdo por eletroforese foram idénticos aos descritos para o primeiro
teste de expressdo. No entanto, dez tampdes de lise distintos foram preparados (Current

Protocols in Protein Science, 2007), cujas composi¢des podem ser observadas na tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢do dos tampdes de lise.

Bis-Tris pH 6,8  Tris-HCI pH 8,0 NaCl Arginina Glicina Triton X-100

(mM) (mM) (mM) (7)) M) (%)
1 20 - 150 - - -
2 20 - 150 0,1 - -
3 20 - 150 - 0,1 -
4 20 - 500 - - 0,1
5 20 - 500 - - -
6 - 20 150 - - -
7 - 20 150 0,1 - -
8 - 20 150 - 0,1 -
9 - 20 500 - - 0,1
10 - 20 500 - - -

As indugdes posteriores levaram em consideracdo os resultados obtidos no teste de
solubilidade, sendo a alteracdo da forca ionica de 300 mM para 500 mM de NaCl o tnico

parametro modificado.

Purificacdo da FMO recombinante: Um volume de 2 ml de pré-indculo foi adicionado a 500

ml de meio LB liquido contendo 50 pg/ml de kanamicina e, no caso de MBP-
6xHis:FMO/GFP em Rosetta (DE3), 34 ug/ml de cloranfenicol, e incubado a 37°C, 300 rpm
até a ODg atingir 0,6. Posteriormente, a expressao foi induzida com 0,4 mM de IPTG, e o
meio foi incubado a 25°C, 300 rpm por 4 horas. Ao final deste periodo, o meio de cultura foi
centrifugado a 5000 rpm, 4°C por 10 minutos e o pellet ressuspendido em 10 ml de tampao de
lise contendo Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 500 mM, lisozima 1 mg/ml e PMSF 1 mM. Apés
incubacao em gelo por 30 minutos, a mistura foi sonicada e centrifugada a 15000 rpm, 4°C por
25 minutos, para separacdo da fracdo de proteinas soliveis.

Cromatografia por afinidade foi utilizada para purificar a proteina recombinante
fusionada com ambas as caudas utilizadas no trabalho. No caso das constru¢des com 6xHis-
NusA, utilizou-se IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) em resina de niquel

Ni-NTA (Qiagen), cujo principio de funcionamento baseia-se na afinidade dos residuos de
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histidina pelo niquel imobilizado na resina, enquanto as constru¢cdes 6xHis-MBP utilizaram a
afinidade da MBP pela resina de amilose (New England). Desse modo, cerca de 1 ml da
respectiva resina foi empacotada em colunas especificas para purificacdo por gravidade
(BioRad) e equilibrada com 10 volumes de coluna (CV) de tampao A (Tris-HCI 20 mM pH
8,0 e NaCl 500 mM). Os extratos totais de proteinas soliveis foram carregados nas respectivas
colunas e o flow through coletado. Para eliminacdo do excesso de proteinas contaminantes, as
colunas foram lavadas com 20 CV de tampdo A, sendo todo esse volume também coletado
para andlise em eletroforese. A elui¢do das proteinas recombinantes variou de acordo com a

construgdo, seguindo a tabela 2.

Tabela 2: Série de Elui¢des para cada cauda

6xHis-MBP:(FMO/GFP) 6xHis-NusA:(FMO/GFP)

D I/SCV x5 Tampio A + 10 mM 1) 10CV Tampio A + 5 mM imidazole
Maltose

2 IBCV x 6 Tampao A + 10 mM 5y gy mod0 A + 20 mM imidazole
Maltose

3) I/SCV x4 Tampio A + 10 mM 3) 2CV Tampao A + 50 mM imidazole
Maltose

4) 2CV Tampao A + 100 mM imidazole

5) 2CV Tampao A + 250 mM imidazole

Os vetores fechados, que expressam GFP, foram utilizados como controle e as
proteinas 6xHis-MBP:GFP e 6xHis-NusA:GFP foram expressas e purificadas pelo mesmo
procedimento descrito para as FMOs recombinantes fusionadas. O resultado do teste foi
avaliado em SDS-PAGE de 10%, utilizando as mesmas especificagdes descritas para o teste de

expressao.
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Andlise da atividade enzimdtica da FMO recombinante: Os ensaios enzimaticos in vitro

envolvendo a FMO recombinante de C. arabica foram realizados com base em estudos
previamente realizados de caracterizagdes funcionais de proteinas YUCCA-like em
Arabidopsis (Zhao et al., 2001; Kim et al., 2007) e tomate (Exposito-Rodriguez et al., 2007).
Para tal, utilizou-se a mesma metodologia de expressdo e rompimento celular descrita
previamente, mudando-se apenas o tampdo de lise de Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e NaCL 500
mM para fosfato de potdssio 100 mM pH 8,0 e NaCl 500 mM.

Semelhante a Exposito-Rodriguez et al. (2007), o extrato total de proteinas soluveis foi
utilizado para os ensaios enziméticos. No entanto, ao invés da didlise, optou-se por passar o
extrato por uma coluna PD-10 (Amersham) para a retirada do sal, procedendo a elui¢do com
tampao fosfato 100 mM pH 8,0. A quantificagdo de proteinas foi feita com reagente pronto da
BioRad (Bradford, 1976), com leitura no espectrofotdmetro (Ultrospec 1000, Pharmacia
Biotech) no comprimento de onda de 595 nm. Reagdes contendo 50 uM FAD, 100 uM
NADPH, 2 mM triptamina e 300 ug de proteinas totais foram completadas com tampao
fosfato de potdssio 100 mM pH 8,0 para um volume final de 500 pl. Para o controle, as FMOs
fusionadas foram substituidas pelas GFPs produzidas pelos vetores fechados. Foram realizadas
cinco repeti¢des para cada constru¢do. Apds incubac@o a 37°C por 3 horas, as reagdes foram
analisadas diretamente em HPLC Shimadzu com detector de UV (diode array detector SPD-
MI10A), com coluna de fase reversa Varian Inertsil ODS-2 (5u, 250 mm x 4,6 mm) e fase
moével composta por dcido acético:acetonitrila (5:5 v/v). O fluxo foi regulado para 1,0 ml/min
e absorbancia em 280 nm. O padrdo de triptamina 100 mM foi preparado em dgua com
triptamina-HCI (Sigma-Aldrich), sendo utilizado para calibracio do sistema e quantificacdo da
triptamina de cada reacdo. As andlises estatisticas foram realizadas no programa Sisvar 5.0 por

meio do teste de Tuckey (p < 0,05).
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4. Resultados

Determinacdo da ORF e da seqiiéncia traduzida

A seqiiéncia do contig C8 obtida do banco de dados do Projeto EST-Genoma Café,
apresenta 1505 bp, das quais 1125 bp sdo referentes a regidao codificadora da putativa proteina.
As andlises da ORF de C8 mostraram que esta seqiiéncia codifica uma proteina de 374
aminodcidos (figura 1A), que apresenta alta similaridade com FMOs da familia YUCCA de
Arabidopsis thaliana, gerando valores de e-value no Blastp de 2e-109, 8e-99 e 3e-93 em
relacio a YUCCAIO (At1g48910), YUCCAI1l (At1g21430) e YUCCA2 (At4gl13260),
respectivamente. Similar a YUCCA, a FMO de café (CaFMOS8) apresenta os motivos de
ligacdo ao FAD (GAGPSG) e NADPH (GSGNSG), inclusive em posi¢cdes semelhantes ao
longo da seqiiéncia de aminodcidos (figura 1B). O motivo identificador de FMOs
(FXGXXXHXXXY) e o motivo “FATGY” também estdo presentes. No caso deste ultimo,
(Exposito-Rodriguez et al., 2007) propuseram um definicdo mais apurada para seqii€ncias
pertencentes a familia YUCCA: DXI/V)(I/V)(L/F)ATGY(K/R)SNVP. Além disto, eles
descreveram um motivo particularmente conservado em proteinas YUCCA e sugeriram se
tratar de um motivo exclusivo de FMOs de plantas: WL(I/V)VATGENAE. Embora com certa
variagdo (DAVIFATGFKRSTN e CLVVATGETSD - os sublinhados indicam as diferencas),
foi possivel identificar estes dois motivos na seqiiéncia de CaFMOS, reforcando sua
proximidade com proteinas da familia YUCCA. Esses resultados permitiram classificar a
FMO de café como uma proteina pertencente ao clado II de FMOs vegetais (figura 1C) de
acordo com Schlaich (2007), sendo provavelmente a primeira proteina YUCCA-like descrita e

caracterizada em C. arabica.

26



A)

CLADO Il

CLADO |

aapon

B)

O

Atlgl2130
Atlgl2160
Atlgl2140
FMOI
pFMO1
YUCCA
YUCCaAd
YUCCA2
YUCC A6
YUCCA3
YUCCA7
YUCCAS
YUCCA9
YUCCAS

YUCCAILOQ

YUCCAILL

CaFMOS

>CaFMO8

MATKEQVVIVVGAGPSGLATAACLNNLSIPNIVLEREDCFASLWKKYSYDRLHLHLAKQ
FCQLPLEKPFPTTYPTYVPRDQFLRYLDDYVSHFNICPLYQRSVESARYDEAAEAWIVEA
RNLGSSDSEEMEEYSSKCLMVATGETSDAF IPQLEGLNTYLGEVIHSTRYKNGKSYENK
NVLVVBSBNSEBME IAFDLSNYGAKTSIAVRSPLHILSRGMVYIGPVLLKYFSLNTVDWL
VLMLSKLWYGGDLSRYGIKRPEEGPFTMKVKYGKYPVIDVGTCQKIKSGEIQVLPAVAS
LGGNDVVFEDGKSY PFDAVIFATGFKRSTNKWLQGADDLLTDDGFAKPAFPNNWKGTKG
LYCAGLAGRGLYGAALDAQT

FAD-binding
GXGXXG

\/

4

s

[RE]

(£}

[RL]

i34

(am

FMO identifying
FXGXXXHXXXY/IF

DX(I/V)(IIV)(LIF)ATGY(K/R)SNVP

WL(I/V)VATGENAE NADPH-binding
GXGXXG

FAD-binding

ExExxE

viEaABaaEL v
viELBaaBLv
viA@aalLv
11@ABvsEL A
11EARvsELA
11EARFsEL A
1vEARPsEL A
ivigsEe sBLa
1vigale s A
TR G RG] G
1vEARrsEL A
Vg s a
vEARpsELA
ivEaRpsBLA
1vEARP ABL A
1 1@ARr ABL A
vvEalErsEL A

20%

21y

205)

(187

(1111

(195)

2o

205

(194

(1en

(175

78

LR

NADPH-hinding

ExExxE

vif@vossf@sp
vil@soaslnp
vil@soas@ap
VvIEFKKSAID
VIEFKKSA 1D
vvEcEN sEME
vvEcENsEME
vvEclEnsBuEe
vvEcEnsEME
vvEcENsEME
vvBcEnsEmE
vvEcENsEME
vviEcEN sEME
vvEclEnsBume
vvECENsEME
vvECENsEME
vvEsENsEME

(360}

329)

(325)

319)

i336)

(340

(34%)

(343)

335}

332)

(335)

(309)

(180

[E13)

5

vHCRERK
vHCETEK
VHCEKSRYE
A TGV
LA TGYD)
I FATGYLS
1116 Y[3
LA TGYLS
LA TGYES
LA TGYS
LA TGY]S
R LA TG YRS
LA TG
LA TGV
U FATG YIS
MFATGYLES

15 A TGIHS

(320)

36y

(320)

1180y

(173)

(159)

154y

(172

(174

(184)

(xL]]

(7o)

(I67)

(rroy

(HE)

(§R30)

(158)

FMO identifving

Bx@xxx _Wx xxEl

roLsEHiI@Lrs ma LoflFmFE
rGisli@Lrr mc LollFmFE
roLsEiIBLrw mT LollFMFE
Gr evio@kvym Ms vockLEe
GriEIfkEkvL [Ms voflskLo
GrREKEsEGk 1 villa sefik sGE
GLkkKf@evy  [rs.
gireofic@eiL  MrssMksce
ampkBaaacvvkllronlik T6o
GLEDGEFVL [Macpfik sGo
GLEDfEcEove  [Macofik sGE
LTTEle@ev  Mscefk sGE
tMTERDEEV 1 Macillksce
GLsefisBevi  Macols sce
GipTlcEeim  Bssefksor
LVESHoBky L  [EssefikNGE

GLNTYL@EV I  [EsTrEKNGK

SGS

Figura 1. Seqiiéncia completa de aminodcidos de CaFMOS. Os motivos conservados da familia

estdo destacados com as mesmas cores utilizadas na representacdo do item B (A). Localizacio
relativa dos motivos conservados nas proteinas YUCCA, pertencentes ao Clado II de FMOs
vegetais (B) e alinhamento dos motivos entre FMOs dos trés clados distintos, mostrando os

residuos conservados e indicando onde ocorrem as variagdes (C).
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O alinhamento de CaFMOS com as proteinas YUCCA de A. thaliana mostrou que elas
compartilham de 43 a 53% de identidade em termos de seqiiéncia de aminodcidos. A anélise
filogenética realizada com o alinhamento das seqiiéncias protéicas indicou que a YUCCA de
café pertence ao clado YUCCA10/YUCCAL11 (figura 2), o grupo mais divergente de proteinas

desta familia (Exposito-Rodriguez et al., 2007).
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Figura 2. Anilise filogenética das proteinas YUCCA de Arabidopsis e a FMO de café. A arvore
foi construida pelo método de Neighbor-joining, em relagdo ao alinhamento das seqiiéncias
protéicas. A proteina FMO1 (Atl1gl19250) de A. thaliana foi utilizada como grupo externo. Os
nimeros nos nés dos ramos indicam os valores de bootstrap (1000 repeti¢des).

Ja o alinhamento de CaFMOS8 com estas duas proteinas YUCCA mais proximas
permitiu observar o alto grau de identidade (53% e 51% com YUCCA10 e YUCCAIL,
respectivamente) entre as seqii€ncias analisadas, bem como identificar a presenca e posi¢ao

dos motivos conservados para a familia YUCCA (figura 3).

28



YUCCAlO
YUCCAll
CaFMO8

YUCCALO
YUCCAll
CaFMO8

YUCCALO0
YUCCAlLl
CaFMO8

YUCCALO
YUCCAll
CaFMO8

YUCCAL0
YUCCAll
CaFMO8

YUCCAlO
YUCCAll
CaFMO8

1 10 20 30 40 50 60 70

MI_TVE I VIR SM‘#MV—EEKEDIVMERF“EHGTEVE

IKILEj LIIAE RL} RDVCSRRS LKLAK
EQVEIIVV{eEXedys A[MAINLS Iv EpSilelia S LWEKEGYE YDRLEILELAK[ FCOLP}#

80 90 100 110 120 130 140

E‘FMSFEL!TNEEJAE_REDINEMTFDESWMWAEETWGETEVE-«TT_FFEMNGDGN

EI%‘EE ATR N'VNERE ENE$ YIFKDG| Iﬁ EKT‘TALIIVESPKF VEAAT G Ejfehieny
RD Q)| L DRV SHIEN|IIC o] RYDEA LGSSEhEE SISKCLUVESYSIITSDAF

YVP

150 160 170 19(_) 200 210
MV EETIDTFG EIfﬁEEﬁ]‘EEE"DFK [ s FRIACN FGEINT THL IE T PREVVTKE VT
ﬂI EVESFQOEKYLEESERSA IPAG GNSGMEIA SKCN MVSIV Sd BIVLTRCIWV
QLE[ELNTYL[EEV|I):E]TRySS K YEN| FSGNSGHEIA SNYGEKTShA Sﬂ EILSRGMN

220 230 249 250 250 270 299
SEO R B e R R
RFFP K.L CLLLAELRP N cpp RSAT CVGEMKS
YI[E p[vm:cns:l.mN‘EVLMLSKLMGDLERI v:{y [EK Y DVEBRLE T C QKKK S[EERTYY
290 300 310 320 330 340 350
INGT sx-: ~H QD FEAIVIZEIEYESEv CN EDYEYi\?M;{KD FoEaPMEKH EKNCE
VTSI TKN VIS I VSN YISV S KUBE VD DGILF N ENIEM IR E FD HLI4G KN GIRYS
LDA'VNSLG ND!VVEBD IqsprE}AVI PEARETN KJRQGADDILL TDDEF AP A FEN NI T K CIFqCEXE
360
FSREK n GB\E K
FGKQ
LAG‘RELVEAALEEQFI‘

Figura 3. Alinhamento das seqiiéncias protéicas de YUCCA10, YUCCAI11 e CaFMOS. Andlises
filogenéticas sugerem que estas proteinas pertencem ao mesmo clado, dentro da familia YUCCA.
Os residuos conservados aparecem sombreados, enquanto os motivos caracteristicos da familia
estdo destacados com as cores da figura 1B. YUCCA10 e YUCCA11 compartilham 53 e 51% de
identidade com CaFMOS, respectivamente.

Informagdes relevantes sobre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos foram adquiridas
com programas de bioinformdtica, especialmente oriundos da plataforma Expasy. O
ProtParam informou que o peso molecular esperado seria 41,3 kDa, o pl tedrico 6,95 e
coeficiente de extin¢do 65780. Estes dados sdo importantes para a identificacdo da proteina
expressa no gel de eletroforese, determinagdo da influéncia do pH na extracao da proteina, e

quantificacdo. No entanto, como a proteina expressa estaria fusionada a cauda, uma nova

andlise no ProtParam foi realizada para cada construgdo, e pode ser vista na tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas recombinantes de acordo com o

ProtParam.

Construcao Peso Molecular pl Coeficiente de Extin¢io
6xHis-MBP:FMO 84,4 kDa 5,88 133620
6xHis-MBP:GFP 70,2 kDa 5,58 89730
6xHis-NusA:FMO 98,7 kDa 4,93 98210
6xHis-NusA:GFP 84,4 kDa 4,84 54320

Ambos os programas TMHMM e HMMTOP, que fazem a predicdo da topologia da
proteina, identificaram significativa probabilidade da presenca de uma hélice transmembranar
na por¢cdo N-terminal da FMO submetida. De acordo com Graslund et al. (2008), recomenda-
se eliminar regides preditas como transmembranares, devido ao significativo aumento da
hidrofobicidade da proteina, causando problemas para expressar a proteina recombinante na
fracdo solivel. No entanto, optou-se por manter esta por¢do, pois ela contém o motivo de
ligacdo ao FAD (GXGXXG), seqiiéncia de aminoécidos indispensavel para a funcionalidade
das FMOs. Na mesma regido, o SignalP identificou grande probabilidade da presenca de um
peptideo sinal, com possivel sitio de clivagem entre os residuos 21 e 22. Este resultado, bem
como a predicdo da topologia, foi considerado um tanto incomum, visto que indicaria a
retirada do motivo de ligacio ao FAD da proteina expressa. Mutagdes nos conservados
residuos de glicina deste motivo foram relacionadas com atenua¢do ou mesmo perda total da
atividade de FMOs (Kubo et al., 1997; Bottoms et al., 2002). Em vista dessas informagdes da
literatura, algumas predi¢des realizadas in silico ndo foram consideradas para a continuidade
do trabalho.

A predicdo da localizagdo subcelular foi determinada pelo WoLF PSORT como
citoplasmatica e pelo TargetP como proteina excretada, embora ambos tenham apresentado
baixa confiabilidade. Poucos estudos relataram a localizaciao subcelular de proteinas YUCCA.
Kim et al. (2007) produziram plantas transgénicas com expressio constitutiva de YUCCAG6

fusionada a GFP, para observar onde esta proteina YUCCA se localizava no interior da célula.
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Os resultados obtidos ndo foram muito conclusivos, e os autores sugeriram que YUCCAG6

deve funcionar no citoplasma ou em um compartimento endo-membranar ndo identificado.

CaFMOS apresenta expressdo preferencial em raizes, folhas e flores

Os niveis de transcricdo de CaFMOS8 em diferentes 6rgdos da planta foi investigado
por RT-PCR semi-quantitativa. De modo geral, CaFMOS € altamente expresso em raizes,
folhas e especialmente em flores imaturas, mas € pouco expresso em frutos (nos dois estddios
verificados: F2 e F4), como pode ser observado na figura 4. Estes resultados diferem dos
resultados obtidos para YUCI0 e YUCI11 em Arabidopsis (Cheng et al., 2007). Apesar de ndo
investigarem o padrdo de expressdo destes dois genes por RT-PCR, esses autores analisaram
os dados de um microarray publico (Zimmermann et al., 2004) e observaram YUCIO ¢é
altamente expresso em siliquas, o tipo de fruto produzido por Arabidopsis. Posteriormente,
eles analisaram o padrio de expressdo dos dois genes por hibridizacdo in situ durante a
embriogénese, e descobriram que eles seguem o padrio de expressdo de YUCI e YUCH4. Desse
modo, embora as andlises filogenéticas indiquem que CaFMOS8 pertence ao clado
YUCCAI0/YUCCAII, aparentemente este gene ndo segue o padrdo de expressdo observado na

planta modelo A. thaliana.

30 ciclos

CaFMO8

35 ciclos

28 ciclos

ACTINA

35 ciclos

Figura 4. Andlises de expressio de CaFMOS8 em diferentes 6rgdos da planta por RT-PCR semi-
quantitativa. A comparacdo foi feita com 30 e 35 ciclos, visto que uma menor quantidade de ciclos
ndo permitiu visualiza¢do de banda no gel. A normalizacdo dos cDNAs totais foi feita com actina
(porgdo inferior).
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Producgdo de CaF MOS8 recombinante em E. coli

RNA total e validacdo do cDNA: RNA total foi extraido de folhas jovens de C. arabica e a

separacdo em gel de agarose desnaturante (figura SA) permitiu observar a integridade do
RNA, garantindo uma boa qualidade de template para a sintese do DNA complementar. Apds
o tratamento do RNA total com DNAse promoveu-se a producdo da primeira fita de DNA
complementar. Esta sintese foi confirmada por meio de RT-PCR utilizando primers de actina.
O resultado foi verificado em gel de agarose 1% com brometo de etidio (figura 5B).
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Figura 5. RNA extraido de folhas jovens de C. arabica (A), RT-PCR com primers de actina para
validacdo da sintese de cDNA, realizada em triplicata (B) e RT-PCR de alta fidelidade para
producdo dos fragmentos de CaFMOS a serem clonados (C). Em destaque, a banda de 1136 bp
referente ao gene amplificado.

Clonagem em pGEM T-easy: os fragmentos da regido codificadora de CaFMOS8 foram
produzidos com alta fidelidade por RT-PCR (figura 5C) e purificados para a clonagem direta
em pGEM T-easy, em reacdo catalisada pela T4 DNA ligase. Bactérias DH5o foram
transformadas com os plasmidios recombinantes para a produ¢do de grande nimero de cdpias

do inserto. Apds a selecdo de coldnias brancas e a extracdo dos plasmidios por miniprep, a
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presenca do inserto foi confirmada pela reacdo de restricdo com EcoRI, que corta o plasmidio
em ambas as extremidades do sitio multiplo de clonagem, liberando o fragmento clonado
(figura 6). As reacOes enzimdticas referentes aos clones positivos apresentam uma banda de
cerca de 1130 bp, referente ao inserto liberado, e outra banda referente ao plasmidio
linearizado, com cerca de 3000 bp. Os clones positivos foram submetidos ao seqiienciamento
para confirmacdo da identidade da seqiiéncia clonada. A figura 7 mostra caracteristicas da
cobertura do seqiienciamento, como o sitio multiplo de clonagem do pGEM T-easy, os

primers utilizados e a posi¢do em que estes primers pareiam com a seqiiéncia.

Figura 6. Selecdo de clones positivos em pGEM T-easy. A digestdo do plasmidio extraido por
miniprep com EcoRI libera o fragmento clonado, que apresenta exatamente o tamanho esperado de
cerca de 1100 bp. A banda referente ao plasmidio linearizado também apresenta o tamanho
esperado de 3000 bp. Legenda: M, miniprep; D, digesto.
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A)

5’ ...TGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAAT TCGAT TATCHONNGOR
GGTAATAGTAGTGGGAGCTGGGCCGTCGGGGCTTGCAACTGCAGCATGCTTGAACAACCTTTCCATTCCAAACCTAGTCCTTGAG
AGAGAAGATTGTTTTGCTTCCTTGTGGAAGAAATATTCCTACGACCGCCTTCATCTTCACCTGGCTARACAGTTCTGTCAACTTCCTCTCAAGCC
GTTCCCGACCACCTACCCGACTTACGTGCCCAGAGACCAGTTCTTGCGTTATTTAGACGACTACGTCTCCCATTTCAACATTTGTCCCTTGTACC
AAAGATCGGTGGAGTCGGCGCGGTACGATGAAGCCGCCGAAGCATGGATTGTCAAGGCGAGGA T TICEEITCHTCOCATTCOGAGGAGATGGAG
GAGTATTCCAGCAAGTGCTTGGTGGTGGCCACGGGAGAAACCTCCGATGCATTCATCCCGCAGCTTGAAGGTCTCAACACTTACCTGGGCGAGGT
CATCCATAGCACCCGATATAAAAACGGCAAGTCCTATGAAAACAAGAATGTTTTGGTTGTTGGGTCTGGAAATTCTGGTATGGAAATTGCATTTG
ATCTATCAAACTACGGTGCGAAGACTTCCATCGCCGTCCGTAGCCCGCTTCACATTCTGTCAAGGGGAATGGTATACATAGGACCGGTTTTGTTG
AAATATTTTTCTCTGAATACGGTTGACTGGCTGGTGTTGATGCTGAGCAAGCTGTGGTATGGAGGAGACTTGTCC
AGAGGAAGGTCCCTTCACCATGAAAGTTAAGTATGGCARATACCCCGTCATTGACGT TGGAACCTGTCAGAAAATCAAATCCGGCGAGATTCAGG
TACTGCCGGCAGTAGCAAGTCTTGGAGGCAATGATGTGGTGTTTGAGGATGGCAAGTCTTACCCATTTGATGCTGTTATTTTTGCAACTGGCTTT
AAAAGATCGACGAATAAGTGGCTCCAGGGGGCTGATGATCTCCTGACTGACGACGGATTTGCAAAACCTGCCTTCCCTAACAACTGGAAGGGTAC
CAAGGGATTGTACTGCGCTGGTTTGGCAGGAAGAAGATTGTATGGAGC TGO NNCOOOMMAGA TAGA TCACTAGTGAAT TCGCGGCCGCCT
GCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT. . . 3/

B) Primers Inicio
Vetor T7 Promoter (direto) -78 (bases do vetor)
SP6 Promoter (reverso) 1125 + 98 (bases do vetor)
Internos 1 Foward_Ncol (direto) 1-
Reverse_Xhol (reverso) 1125
Internos 2 FMO_Foward (direto) 359 —»
FMO_Reverse (reverso) <770

Figura 7. Cobertura do seqiienciamento do fragmento clonado em pGEM T-easy. Localizagdo
relativa do pareamento dos primers na seqii€ncia (A) e lista de primers usados no seqiienciamento,
bem como o niimero do nucleotideo de inicio de cada oligo (B). As trincas destacadas em azul
indicam os nucleotideos inicial e final.

Expressdo de CaFMOS8 recombinante em E. coli: os fragmentos clonados em pGEM T-easy

foram digeridos com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol e ligados aos vetores pPETMBP e
pETNusA previamente linearizados com as mesmas endonucleases. Apds a transformacgao de
bactérias com os plasmidios recombinantes, algumas col6nias foram selecionadas para
identificacdo de clones positivos. Esta andlise foi feita por digestdes duplas com Ncol e Xhol
que liberam a seqiiéncia presente no sitio de clonagem do vetor (figura 8), revelando uma
banda referente ao inserto (1130 bp) e outra referente ao vetor linearizado, com cerca de 7200
bp para pETMBP e 7550 bp para pETNusA. Vetores contendo o fragmento foram entdo
introduzidos em bactérias préprias para a expressdo, e os testes de expressdo e solubilidade

foram realizados para conferir as caracteristicas da proteina.
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MRBFP3 MBP4

Figura 8. Selecio de clones positivos em pETMBP e pETNusA. Cinco col6nias de cada
construcdo foram escolhidas para a miniprepreparacio de plasmidios. A dupla digestdo com Ncol e
Xhol libera o fragmento clonado em ambos os vetores, gerando uma banda de cerca de 1100 bp
referente ao inserto e outra de cerca de 7000 bp para pPETMBP e 7500 bp para pETNusA. Como
observado na figura, todas as colOnias selecionadas para o teste foram positivas. Legenda: M,
miniprep; D, digestao.

Um teste em pequena escala mostrou que a proteina foi expressa com peso molecular
esperado (figura 9), com ambas as caudas utilizadas.

6xHis-NusA: CaFMO8  6xHis-MBP:CaFMOS8

— — e
0 s 0 s

—_—

4

[ 3

Figura 9. SDS-PAGE de 10% do teste de expressdo de CaFMOS fusionada a NusA e MBP apés 5
horas de indu¢do com 0,5 mM de IPTG. Nota-se que a maior parte da proteina foi expressa na
fragdo insoluvel (seta pontilhada), enquanto pequena quantidade pode ser identificada referente a
proteina soluvel (seta sélida).
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Ainda que seja possivel observar CaFMOS8 recombinante na fra¢do soldvel, a maior
parte da proteina expressa apresentou-se na forma insoldvel, tanto fusionada com MBP quanto
com NusA. Em vista deste problema, um teste de solubilidade alterando-se diversas varidveis
foi realizado, em busca de estratégias que aumentassem a quantidade de proteina soldvel. As
varidveis alteradas individualmente no tampao de lise foram pH, forca idnica (quantidade de
NaCl), aditivos que impedem a agrega¢ao de proteinas (arginina e glicina) e detergente (Triton
X-100). Resultados significativos foram conseguidos com a utiliza¢do de tampao Tris-HCI pH

8,0, maior forga idnica e adi¢do de Triton X-100 (figura 10).

A) 6xHis-MBP:FMO

B) 6xHis-NusA:FMO

Figura 10. SDS-PAGE de 10% do teste de solubilidade da FMO fusionada as caudas MBP (A) e
NusA (B). Para cada nimero referente a um tampao de lise diferente, o primeiro pogo refere-se a
frag@o soluvel, enquanto o segundo refere-se a insolivel. Os nimeros observados correspondem
aos tampdes discriminados na tabela 1, pagina 23. A seta indica a proteina soltivel.
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No caso de FMO fusionada a cauda MBP (figura 10A), todos os tampdes compostos
por Tris-HCI pH 8,0 geraram quantidades de proteina solivel semelhantes, independentemente
da adi¢do de um composto adicional. No entanto, quando o tampao Bis-Tris pH 6,8 foi usado,
identifica-se proteina soltivel somente nos tampdes de lise com Triton X-100 a 0,1% e com
NaCl 500 mM. J4 no caso da FMO ligada a cauda NusA (figura 10B), nenhum tampao
contendo Bis-Tris pH 6,8 gerou quantidade significativa de proteina soluavel. Por outro lado, o
tampao contendo Tris-HCI pH 8,0 e 500 mM de NaCl resultou em grande quantidade de FMO
solivel, constituindo o melhor resultado dentre todos os adquiridos com o teste.

Os dados obtidos no teste de solubilidade permitiram inferir algumas propriedades da
proteina expressa. A utilizacdo proveitosa de Triton X-100, um detergente ndo-idnico, sugere
que a proteina realizada interagcdes hidrofébicas, possivelmente formando agregados e
migrando para a fragdo insoluvel. No entanto, devido ao objetivo de se produzir proteinas
cataliticamente funcionais, optou-se por ndo utilizar Triton X-100 no processo, para se evitar
qualquer perda de atividade por parte da enzima recombinante. Nenhum efeito positivo foi
observado com o uso de arginina, um comprovado aditivo que suprime agregacio de proteinas
e solubiliza pellets insoliveis (Arakawa et al., 2007). Acredita-se que a arginina causa leve
desestruturagdo em proteinas, pela perturbacido local de ambientes aromaticos, embora nao
resulte na perda da conformacgdo estrutural ou na inativagdo de enzimas (Ishibashi et al.,
2005).

Resultados positivos também foram obtidos com a utilizacio de alta forca idnica (500
mM NaCl), condicdo que aumenta a estabilidade e solubilidade de proteinas. De fato, uma
significativa variedade de proteinas precipita se a concentracido de sal € reduzida para niveis
fisioldgicos (no caso de proteinas animais), principalmente quando elas se tornam mais puras e

concentradas (Graslund et al., 2008).
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Apos estas observacdes, o tampao de lise composto de Tris-HCl pH 8,0 e NaCl 500

mM foi adotado para todas as extragdes futuras.

Purificacdo parcial de CaFMOS8: as proteinas recombinantes fusionadas a MBP e NusA

foram purificadas por cromatografia de afinidade, embora o principio de funcionamento varie
de acordo com a cauda fusionada. Para a purificagdo de 6xHis-NusA:FMO e 6xHis-
NusA:GFP utilizou-se IMAC em resina de niquel imobilizado em &cido nitrotriacético (Ni-
NTA, Qiagen). Quantidades crescentes de imidazol, um competidor pelo niquel da resina,
foram usadas para eluir as proteinas fusionadas. Embora pequena, a quantidade de 6xHis-
NusA:FMO purificada foi relativamente satisfatoria (figura 11A).

O grande problema na purificacdo desta construcdo foi a grande quantidade de
contaminantes que eluiu juntamente com a proteina de interesse. Por outro lado, 6xHis-
MBP:FMO e 6xHis-MBP:GFP foram purificadas em resina de amilose (New England),
utilizando volumes diferentes de uma mesma solucdo de maltose 10 mM para a elui¢do das
proteinas recombinantes. No caso de 6xHis-MBP:FMO, o grau de pureza foi maior em relagdo
a 6xHis-NusA:FMO, mas a quantidade de proteina recuperada foi bem inferior.

Uma breve comparag@o com os controles, 6xHis-NusA:GFP e 6xHis-MBP:GFP (figura
11C), demonstra a gritante diferenca na eficiéncia de producdo de proteinas soliveis entre as
GFPs e as FMOs fusionadas. A quantidade de proteina solivel purificada foi o fator limitante

para a realizac@o dos ensaios enzimaticos.
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GxHis-NusA:GFP 6xHis-MBP:GFP

Figura 11. SDS-PAGE de 10% referente a purificacdo das proteinas fusionadas por cromatografia
de afinidade. Purifica¢do de 6xHis-NusA:FMO por IMAC em resina de niquel, sendo que a seta
solida indica a banda referente a 6xHis-NusA:FMO, equivalente a um peso molecular de 98,7 kDa
(A). Purificagdo de 6xHis-MBP:FMO em resina de amilose, sendo que a seta sélida indica a ténue
banda referente a FMO recombinante, equivalente a 84,4 kDa (B). Purificacdo de 6xHis-
NusA:GFP e 6xHis-MBP:GFP em resinas de niquel e amilose respectivamente, sendo que as setas
sdlidas indicam as proteinas soliveis eluidas como descrito acima, com peso molecular de 84,4
kDa (Nusa/GFP) e 70,2 kDa (MBP/GFP) (C). As setas pontilhadas representam, em todos os casos,
a expressdo da proteina na fracdo insoluvel. Legenda: P, pellet; FT, flow through; L, lavagem; 1 a
5, eluicdes.

CaFMOS8 ndo apresentou atividade de oxidacdo de triptamina in vitro: vérios estudos que

caracterizaram proteinas YUCCA e YUCCA-like recombinantes demonstraram a capacidade
destas enzimas em converter a triptamina, um composto derivado do triptofano, em N-hidroxil
triptamina, reacio pertencente a via de sintese de auxina dependente de triptofano (Zhao et al.,
2001; Exposito-Rodriguez et al., 2007; Kim et al., 2007). Para os testes in vitro, estes autores

utilizaram a proteina fusionada a MBP, expressa em bactéria e purificada por cromatografia de
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afinidade (Zhao et al., 2001; Kim et al., 2007) ou o extrato de proteinas soltiveis diretamente
(Exposito-Rodriguez et al., 2007). Assim, optou-se por utilizar somente a segunda opg¢ao, pela
dificuldade de se conseguir quantidades significativas de proteina solivel purificada. Além
deste problema, as FMOs recombinantes parcialmente purificadas precipitaram na didlise,
mesmo utilizando um tampao de didlise com 500 mM de NaCl.

O ensaio foi realizado com o extrato de proteinas soldveis totais, dessalinizado em
colunas PD-10, na presenga de FAD, NADPH e triptamina, em reac¢do incubada a 37°C por 3
horas. Embora se tenha observado previamente que uma alta for¢a idnica garantia maior
solubilidade da proteina expressa, decidiu-se eliminar o sal da solu¢do por dois motivos (1)
possivel interferéncia do sal na atividade enzimdtica da FMO e (ii) referéncias da literatura em
que os autores ndo utilizaram sal no tampdo da reacdo enzimdtica. Apds a incubacdo, as
reacOes foram analisadas diretamente em HPLC para a quantifica¢do da triptamina restante em
cada reacdo. Os resultados ndo evidenciaram nenhuma atividade de oxidag¢do deste composto
por parte das FMOs recombinantes, visto que as quantidades de triptamina presentes nos
controles foram estatisticamente iguais aquelas presentes nas reagdes com CaFMOS8 fusionada

tanto com MBP quanto com NusA (figura 12).
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Figura 12. Comparacdo das quantidades de triptamina restantes ao final das reagdes in vitro.
Nenhuma diferenca estatisticamente relevante foi encontrada entre as solucdes protéicas contendo
FMOs recombinantes em relacéio aos controles com GFP. Nao foi possivel inferir o papel bioldgico
in vitro da proteina CaFMOS pelos ensaios montados.
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5. Discussao

Enquanto outros organismos eucariotos e procariotos apresentam poucos genes FMOs
funcionais, as plantas dispdem de um ndmero significativamente maior, indicando uma
utilizacdo muito mais ampla dessa familia de proteinas. Todavia, poucas funcdes bioldgicas
envolvendo FMOs foram descritas em plantas, sendo a participacio de proteinas FMO-like na
biossintese de auxina o caso mais estudado. Ao menos duas rotas de sintese de 4cido indol-3-
acético (IAA) a partir de triptofano sdo ativas em Arabidopsis (Cohen et al., 2003), cuja
redundancia acaba por formar o mesmo intermedidrio indol-3-acetaldoxime (IAOx). A
conversao direta de triptofano em IAOx € catalisada por dois citocromos P450, CYP79B2 e
CYP79B3 (Zhao et al., 2002). Em 2001, Zhao e colaboradores identificaram o gene YUCCA,
que codifica uma FMO responsdvel pela N-hidroxilagdo de triptamina em N-hidroxil
triptamina, passo limitante na via de sintese de auxina via triptofano. Por sua vez, N-hidroxil
triptamina é transformada em IAOx, ponto de convergéncia entre as duas rotas redundantes
citadas acima. A identificacdo de outros genes YUCCA em Arabidopsis, bem como a
descoberta de genes homo6logos em outras espécies, permitiu estender a idéia de redundancia e
conservacao desta via.

No presente trabalho, foi feita a identificacio e caracterizacdo parcial do gene
CaFMOS8 de C. arabica, o primeiro gene YUCCA-like descrito em café e provavelmente na
familia Rubiaceae. CaFMOS codifica uma proteina de 374 aminodcidos, com alta identidade
em relacdo a proteinas YUCCA e YUCCA-like. Além disso, CAFMOS apresenta os mesmos
motivos conservados caracteristicos da familia YUCCA (Exposito-Rodriguez et al., 2007;
Schlaich, 2007). Embora variacdes nestes motivos tenham sido observados em proteinas de
clados mais divergentes (Exposito-Rodriguez et al., 2007), CaFMOS8 possui diferencas nao

encontradas em outras proteinas YUCCA-like previamente caracterizadas. O motivo
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identificador de FMOs (FXGXXXHXXXY/F), altamente conservado entre FMOs de todos os
reinos, € significativamente diferente em CaFMOS8 (YXGXXXHXXXY), sendo inclusive um
fato nunca antes observado para uma FMO, visto que este motivo, como o proprio nome diz, é
identificador deste tipo de enzimas. As conseqiiéncias dessa alteracdo ndo sdo conhecidas.
Choi et al. (2003) verificaram a importancia funcional deste motivo na FMO de Methylophaga
sp. responsavel pela producdo de indigo. Por meio de mutagdes sitio-dirigidas, estes
pesquisadores substituiram individualmente cada um dos residuos formadores do motivo por
alanina, e observaram sua influéncia na sintese de indigo. Seus resultados mostraram que
todas as substitui¢des aboliram a producdo do composto citado, indicando que a seqiiéncia
identificadora de FMOs € importante para a atividade da enzima bacteriana. Embora esses
dados sejam altamente significativos, seria prematuro afirmar que CaFMOS8 ndo apresenta
atividade funcional. Os residuos de fenilalanina (F) e tirosina (Y) sido estruturalmente
semelhantes, sendo ambos aromaticos, embora o primeiro seja um aminodcido apolar,
enquanto o segundo é polar. Ainda sim, a substituicdo de um residuo pelo outro ndo seria uma
mudanca dramdtica ao ponto de alterar definitivamente a interacdo da proteina com o
substrato. Esta hipdtese € suportada pelo fato de o udltimo residuo deste préprio motivo
apresentar a mesma variacao F/Y, sem a perda da atividade funcional.

Outra variagcdo apresentada por CaFMOS8 é em relacdo ao motivo “(F/L)ATGY”, ou
mais atualmente “DX(I/V)(I/V)(L/F) ATGY(K/R)SNVP”. Dentre as proteinas YUCCA,
somente YUCCAT1, YUCCA10 e YUCCAL11 apresentam “FATGY”, enquanto todas as outras
YUCCA possuem “LATGY”. De acordo com sua proximidade com YUCCA10/YUCCALI,
CaFMO8 também dispde de fenilalanina (F) como o residuo inicial deste motivo. No entanto,
o motivo desta proteina de café é “FATGF”, com a substitui¢do da tirosina (Y) por uma

fenilalanina (F). Novamente, esta diferengca ndo ocorre em nenhuma outra proteina YUCCA-
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like descrita na literatura. Exposito-Rodriguez et al. (2007), que ampliaram o motivo em
questdo para “DXI/V)(I/V)(L/F)ATGY(K/R)SNVP”, descreveram um novo motivo com
potencial para identificacdo de novas proteinas YUCCA-like (WL(I/V)VATGENAE). Ainda
sim, eles afirmaram que variagdes nestes motivos devem ser esperadas para membros do clado
YUCCA10/YUCCALI1, ao qual pertence CaFMOS, considerado o mais divergente dentre os
clados de proteinas YUCCA. De fato, outros estudos sugerem o cardter mais ancestral deste
clado. Gallavotti et al. (2008) caracterizaram o mutante spi/ de milho, deficiente em um gene
YUCCA-like, que apresenta sérios problemas de desenvolvimento. Neste trabalho, os autores
realizaram uma andlise filogenética bayesiana de 63 genes YUC-like de plantas, enraizados por
dois genes de fungos. Baseados na posi¢do do clado de genes YUC de musgos (Physcomitrella
patens) eles consideraram os genes AtYUCI0 e AtYUC11 mais distantes de outros genes YUC
de eudicotiledoneas e monocotiledoneas, sugerindo inclusive uma divergéncia anterior a
origem das plantas terrestres. Em vista destes dados, pode-se supor que as diferengas
peculiares apresentadas por CaFMOS8 podem ser fruto de um maior tempo de divergéncia e,
desse modo, um maior tempo para diferenciagdo ao longo do tempo evolutivo.

Com o intuito de rastrear outros possiveis casos em que estas variagdes ocorreram, um
alinhamento com outras proteinas YUCCA-like foi realizado. Além das proteinas YUCCA de
Arabidopsis (YUCCAL a 11) e OsYUCCA (OsYUCCAL1 a 7) de arroz, outras seqii€ncias
foram selecionadas com base em Gallavotti et al. (2008) e no resultado do blastp realizado
para CaFMOS8. A variacdo “YXGXXXHXXXY” foi encontrada somente em OsYUCCAS
(ABA99096), cuja andlise filogenética (Gallavotti et al., 2008) sugere ser um produto de
duplicacdo génica dentro de monocots, ndo apresentando um ortélogo em eudicots. Nao ha
dados na literatura sobre a caracterizagdo funcional da proteina OsYUCCAS, sendo o padrao

de expressao espacial do gene, avaliado por Yamamoto et al. (2007), o tinico dado encontrado
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referente a esta proteina. J4 a variacio “FATGF” foi encontrada em trés outras proteinas
analisadas. PtXIV000597 de Populus, que de acordo com a andlise de Gallavotti et al. (2008)
¢ aparentemente o ortélogo de YUCI0, e duas outras proteinas de Vitis vinifera, CAO22421.1
e CA022420.1, que foram obtidas com o blastp de CaFMOS e apresentam e-value de 4e-142 e
9e-140, respectivamente. Esses resultados comprovam que (i) ndo houve erros no
seqiienciamento de CaFMOS e (ii) variacdes podem ocorrer entre proteinas YUCCA-like,
principalmente do clado YUCCA10/YUCCAL11. As duas proteinas de Vitis e a proteina de
Populus, compartilham 68, 66 ¢ 70% de identidade com CaFMOS, respectivamente. No
entanto, como essas proteinas ndo foram caracterizadas funcionalmente, nenhuma dica em
relacdo a fungdo de CaFMOS pdde ser conseguida.

O padrio de expressdo espacial de CaFMOS foi analisado por RT-PCR semi-
quantitativa, utilizando actina como normalizador. Observou-se que este gene €
preferencialmente expresso em raizes, folhas e, em especial, flores imaturas. Uma banda
bastante fraca foi observada para frutos, em ambas as fases analisadas. Cabe ressaltar que o
unigene C8 que identificou CaFMOS8 é formado por 17 reads, sendo que sete sdo de
bibliotecas de folhas e mais 6 de uma biblioteca feita de um pool de tecidos, mas
principalmente de folhas de plantas submetidas a estresse hidrico.

Este padrio de expressdo génica ndo corresponde ao observado para YUCIO de
Arabidopsis. Embora nenhum dado de expressao por RT-PCR tenha sido publicado a respeito
de YUCIO e YUCII, Cheng et al. (2007) identificaram com o GENEVESTIGATOR
(Zimmermann et al., 2004) que YUCI0, mas ndo YUCI1, é altamente expresso em siliquas, o
fruto produzido por plantas de Arabidopsis. Com andlises de hibridizagao in situ eles também
mostraram que estes genes apresentam expressao semelhante a YUCI e YUC4 durante a

embriogénese, sendo significativamente expressos no terco superior do embrido globular e na
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regido apical dos cotilédones no embrido em fase de coragcdo. Os autores consideram os genes
YUCIO/YUCII, bem como YUCI e YUC4, fundamentais para a embriogénese em
Arabidopsis. A partir dessa observacdo, somada ao fato das andlises filogenéticas indicarem
proximidade de CaFMO8 com YUCCA10 e YUCCAL11, optou-se por verificar o padrao de
expressdo do gene de trabalho em diferentes partes da planta, com atengdo especial para
frutos. Assim, duas fases do fruto de café foram selecionadas, uma fase inicial (F2) e outra
mais proxima do fruto maduro (F4). No entanto, o nivel de transcritos de CaFMOS8 em frutos
foi extremamente baixo, quando comparado aos dados de raiz, folhas e flores em
desenvolvimento. Talvez CaFMOS8 néo seja o gene ortélogo de YUCI0 em café, mas somente
um gene pertencente ao mesmo clado, oriundo de duplicagdes génicas e com divergéncia
suficiente para apresentar um padrdo de expressdo diferente. Nem sempre genes ort6logos
apresentam necessariamente os mesmos padroes de expressdo génica. OsYUCCAI de arroz e
SPII de milho sdo considerados genes ortdlogos, embora apresentem padrdes de expressao
espaciais e mesmo caracteristicas funcionais distintas (Gallavotti er al., 2008). Como os
membros da familia YUCCA apresentam diferentes padroes de expressdo (Cheng et al.,
2006), sendo inclusive expressos em regides extremamente limitadas (Zhao, 2008), as plantas
devem utilizar varios genes da familia para produzir auxina onde e quando ela for necessaria.
As proteinas YUCCA apresentariam redundancia funcional em termos bioquimicos, mas
seriam importantes em estagios de desenvolvimento especificos ou em condi¢des ambientais
especificas (Kim et al., 2007).

A busca por outros genes YUC-like em café ndo se limita ao entendimento da
biossintese de auxina em plantas, mas também como diferentes espécies desenvolveram
estratégias distintas para a producdo deste hormdnio. Uma discussdo interessante que vém

acontecendo na literatura trata da complexidade da redundancia de genes YUC-like.
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Arabidopsis apresenta 11 genes YUC em seu genoma (Zhao, 2008). No entanto, nenhum
fendtipo aparente € observado quando um tnico gene YUC € inativado (Cheng ef al., 2006). A
inativacdo de ao menos dois genes YUC é necessdria para a observacdo de um fendtipo
caracteristico. Ademais, caso os dois genes inativados pertencam ao mesmo clado dentro da
familia YUCCA, um fenétipo mais dramatico € observado, sugerindo uma redundancia em
nivel mais profunda entre genes de um mesmo clado (Cheng et al., 2006). A inativagdo de
FLOOZY, o ortologo de YUCI em Petunia x hibrida, causa sérios defeitos no
desenvolvimento floral e vascular da planta (Tobefia-Santamaria et al., 2002). De maneira
similar, plantas de arroz antisense para OsYUCCAI apresentam fendtipo anormal associado a
deficiéncia de auxina (Yamamoto et al., 2007). Em milho, a perda de funcio de um tnico gene
SPI1 causa alteracdes dramdticas no desenvolvimento de 6rgaos laterais e principalmente em
inflorescéncias (Gallavotti et al., 2008). Esses fatos sugerem que a redundincia génica
referente aos genes YUC € muito mais complexa em Arabidopsis do que em outras plantas
estudadas. Além desta diferenca, a sintese de IAOx a partir de triptofano nem sempre € ativa
em outras plantas. Yamamoto et al. (2007) relataram a impossibilidade de se identificar genes
homoélogos a CYP79B2 e CYP79B3 em arroz, sugerindo que esta via ndo € ativa nesta
monocotiledonea e que a sintese de IAA seria diferente do que ocorre em Arabidopsis.
Portanto, genes YUC-like precisam ser identificados e caracterizados em outras plantas para
que a sintese de auxina seja entendida de uma forma mais universal, identificando possiveis
variagdes entre diferentes familias ou grupos taxondomicos.

A capacidade de metabolizar triptamina em N-hidroxil triptamina in vitro nao pdde ser
comprovada para CaFMOS8 recombinante fusionada. Uma série de questdes pode ser
formulada a esse respeito. Primeiramente, uma baixissima quantidade de proteina soluvel foi

conseguida, embora uma série de metodologias e alteracdes de protocolo tenha sido realizada.
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Nos experimentos de caracteriza¢do funcional in vitro de YUCCA (Zhao et al., 2001), os
autores utilizaram uma quantidade bastante alta de proteina recombinante para as reagdes (350
ug de proteina purificada), fato que nao podde ser realizado para CaFMOS recombinante. Além
disto, os autores utilizaram um sistema de regeneracdo de NADPH, com o uso de glicose-6-
fosfato desidrogenase, que permite a atividade continua da enzima analisada. No caso de
CaFMOB8, utilizou-se 0,1 mM de NADPH, a mesma concentragdo usada por Kim et al. (2007),
que caracterizaram YUCCAG6 de Arabidopsis.

Um fato a ser discutido € se a proteina CaFMOS8 recombinante fusionada, produzida
pela E. coli, estaria funcionalmente ativa. A identifica¢do de atividade enzimdtica em FMOs
fusionadas foi realizada com sucesso por Brunelle ef al. (1997), Zhao et al. (2001) e Kim et al.
(2007). Além destes estudos, que comprovaram que a presenca de uma cauda de afinidade, ou
mesmo de solubilidade, ndo interfere na atividade da proteina recombinante, hd estudos que
sugerem que caudas como MBP e NusA apresentam uma fun¢@o de chaperona, promovendo o
folding correto das proteinas a que estdo fusionadas (Nallamsetty and Waugh, 2006). Embora
esses dados suportem a funcionalidade de 6xHis-MBP:CaFMOS8 e 6xHis-NusA:CaFMOS,
experimentos que comprovem o estado funcional ativo desta proteina recombinante sao
necessarios, antes de se chegar a conclusdes definitivas. Novamente a discussdo acerca das
variagdes nos motivos conservados de CaFMOS8 tem espaco. Serd que essas substituicoes
levaram a perda da atividade da enzima, sendo ela agora incapaz de metabolizar triptamina?

Como observado no teste de solubilidade, a quantidade de CaFMOS8 recombinante
solivel apresentou um aumento considerdvel quando o detergente nao-anionico Triton X-100
foi utilizado. De fato, esse detergente ndo causa a desnaturacdo e, conseqiientemente, perda da
conformagdo estrutural por parte das proteinas, ao contrario de SDS (QIAexpressionist,

QIAgen). Brunelle ef al. (1997) analisaram o efeito de diferentes concentracdes de Triton X-
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100 na atividade enzimatica de MBP:FMO3 de humanos, em ensaios in vitro. A maxima
atividade desta enzima foi observada na presenca de 0,015% de Triton X-100, ndao sé
confirmando a manutenc¢do da atividade enzimdtica, mas também sugerindo vantagens na
utilizacdo do detergente. Embora cogitado, o uso de Triton X-100 foi desconsiderado devido a
possiveis problemas quanto a quantificacio em HPLC, visto que o uso de detergentes pode
danificar as colunas utilizadas neste aparelho.

Finalmente, a utilizacdo de extrato de proteinas soluveis totais também pode explicar o
insucesso em se detectar atividade para triptamina. Brunelle et al. (1997) observaram um
aumento significativo de atividade especifica quando MBP:FMO3 fo1 purificada. Além disto,
a retirada do sal do tampao pela utilizagdo de colunas PD-10 pode ter causado desestabilizagdao
de CaFMOS8, visto que o teste de solubilidade indicou a necessidade de grande quantidade de
sal para maior solubilidade das enzimas recombinantes. No entanto, € dificil mensurar o
quanto essa grande quantidade de sal influenciaria na atividade da enzima. Portanto, mais
testes devem ser realizados, alternado-se outros parametros e adotando outras metodologias

para analisar a conversao de triptamina em N-hidroxil triptamina.
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6. Conclusoes

Apesar de nao conseguir provar a capacidade de CaFMOS8 recombinante em converter
triptamina em N-hidroxil triptamina in vitro, uma grande quantidade de informagdes a respeito
do gene e, em especial, da proteina foram adquiridas. O gene CaFMOS apresenta expressao
preferencial em raizes, folhas e principalmente flores em desenvolvimento, porém com baixos
niveis de transcritos em frutos. A proteina codificada possui 374 aminodcidos e apresenta
todos os motivos conservados descritos para a familia YUCCA, apesar das variagdes ja
esperadas para o clado a que pertence. A andlise filogenética indica que CaFMOS pertence ao
clado YUCCA10/YUCCAI1I1, o grupo mais divergente de proteinas YUCCA-like, tendo
surgido provavelmente antes do aparecimento das plantas terrestres. A proteina recombinante
produzida em E. coli foi expressa em sua maior parte na fracdo insolivel, mesmo
encontrando-se fusionada a caudas com fun¢do de aumentar a solubilidade. Uma bateria de
testes mostrou que a quantidade de proteina solivel aumenta com a utilizacdo de um pH mais
basico, detergente e alta forca idnica, sugerindo caracteristicas hidrofébicas e provével
formacdo de agregados protéicos, o que justificaria sua expressdao na fracdo insolivel. A
purificacdo de CaFMOS8 fusionada foi pouco eficiente, gerando pequena quantidade de
proteina e baixo grau de pureza.

A comprovacio da funcionalidade da proteina expressa € de vital importincia para as
conclusdes finais do trabalho. A metodologia para isso jd foi adquirida na literatura
(Eswaramoorthy et al., 2007). Se a proteina ndo estiver sendo produzida na forma ativa,
algumas medidas serdo tomadas, como a clivagem da cauda, mudangas nos parametros de
expressdo e melhorias na purificacdo. Caso contrdrio, os ensaios com triptamina serao
repetidos, a fim de comprovar a atividade de CaFMOS na sintese de auxina dependente de

triptofano.
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