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BIOSSINTESE DE GIBERELINAS EM Gluconacetobacter diazotrophicus

Isabela Pimentel de Almeida”
RESUMO

Bactérias promotoras do crescimento vegetal (Plant Growth Promoting Bacteria — PGPB)
exercem efeitos positivos no desenvolvimento de varias espécies de plantas por conta de sua
producdo de metabolitos bioativos. O acido giberélico, um fitohormonio com diversas
variagdes, tem relagdo direta com esses efeitos e ja foi anteriormente detectado em
Gluconacetobacter diazotrophicus, embora a via metabolica para sua produgdo até entdo era
desconhecida. Essa bactéria ¢ uma PGPB capaz de colonizar ¢ promover o crescimento de
espécies vegetais como o arroz vermelho (Oryza sativa L.), com importancia socioecondmica
e ambiental no semidrido brasileiro. Nesse trabalho, objetivamos detectar perfis ativos e
inativos de giberelinas em G. diazotrophicus PAlS e caracterizar genes para sua biossintese
nessa espécie bacteriana. Culturas filtradas de G. diazotrophicus PAl5 revelaram os perfis de
GA|, GAs, GA4 e GA7 fisiologicamente ativos € GAg, GA |, € GA, foram caracterizadas em
sua forma inativada. Através de ferramentas de Bioinformatica as sequéncias putativas de
enzimas descritas no genoma e, com indicagdo de literatura, sequéncias de outros organismos
foram alinhadas para a descri¢ao completa da via biossintética das variacdes deste hormonio
na espécie em estudo. Esses resultados podem ter uma importancia na produgao mundial de
arroz através de uma possivel inoculacdo de sementes.

Palavras-Chave: Acido giberélico. Acetobacteraceae. Fitohormdnio.
1 INTRODUCAO

Gluconacetobacter diazotrophicus ¢ uma bactéria fixadora de nitrogénio com a
habilidade fisiologica de solubilizar fosfato e zinco, controlar fitopatdogenos e produzir
fitohormonios, fatores que a estabelecem como uma importante bactéria promotora do
crescimento vegetal (Plant growth promoting bacteria — PGPB) (SEVILLA et al., 2001;
SARAVANAN et al., 2007). Originalmente isolada da cana de agucar, (CAVALCANTE e
DOBEREINER, 1988), essa bactéria também coloniza os tecidos internos de outras plantas,
como batata-doce (PAULA, REIS e DOBEREINER, 1991), café (JIMENEZ-SALGADO et
al., 1997), abacaxi (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2000), cenoura, rabanete, beterraba
(MADHAIYAN et al., 2004) e arroz (MUTHUKUMARASAMY et al., 2007; MENESES et
al., 2017), assim como outras poaceas (SARAVANAN et al., 2007) em associagdes benéficas.

Uma das alternativas viaveis para a implementacao de novas tecnologias na cadeia de
producdo de vegetais que possuem inegavel potencial economico, social € ambiental como o
arroz vermelho (Oryza sativa L.) para que seja possivel a expansdo do seu cultivo no
semiarido brasileiro seria o uso de PGPB, que exercem efeitos positivos na germinagao de

sementes, comprimento das raizes, crescimento dos colmos, aumento do numero de folhas, da
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area foliar e da floragdo, bem como da produtividade das culturas tanto em casa de vegetacdo
quanto no campo (ETESAMI, ALIKHANI e HOSSEINI, 2015).

Esses efeitos podem ser induzidos através da producdo de metabdlitos bioativos das
PGPB, entre os quais se destacam as giberelinas (Gibberellic Acids — GAs) (GLICK, 2012).
Esses sdo hormonios vegetais diterpénicos tetraciclicos que regulam muitos aspectos do
crescimento e da reproducdo vegetal (CASTILLO et al., 2015; HEDDEN e KAMIYA, 1997).
Primeiro identificados e isolados no fungo Fusarium fujikuroi (anamorfo de Gibberella
fujikuroi), giberelinas também podem ser encontradas em outras espécies fungicas, assim
como em plantas e bactérias (BOMKE e TUDZYNSKI, 2009; NETT, CONTRERAS e
PETERS, 2017) e s3o atualmente conhecidas mais de 136 variacdes deste hormonio
(SPONSEL e HEDDEN, 2004; HEDDEN e THOMAS, 2012) das quais apenas um pequeno
numero ¢ biologicamente ativo (GA |, GAs, GA4 e GA7) (CASTILLO et al., 2015; HEDDEN
e THOMAS, 2012).

Embora a producdo de giberelinas por bactérias seja conhecida, sua via metabodlica até
o momento s6 foi descrita para Rhizobiales (Bradyrhizobium japonicum), com os metabolitos
GAy (NETT et al., 2016) e GAyy (TUDZYNSKI, STUDT e ROJAS, 2016), e para
Gammaproteobacterias (Xanthomonas oryzae pv. oryzicola), com o metabolito GA4 (NAGEL
et al., 2017). Para Rhodospirillales, embora tantas bactérias tenham tido seus genomas
sequenciados e apresentem genes para a producdo deste hormoOnio, ha apenas uma rota
hipotética para a producdo de GA; e GAs descrita para a familia Rhodospirillaceae em
Azospirillum sp. (BOTTINI, CASSAN e PICCOLL 2004, JANZEN et al., 1992).

Especificamente para G. diazotrophicus, da familia Acetobacteraceae, a produgio de
GAs ja foi demonstrada (BASTIAN et al., 1998) e seu genoma contém genes que codificam
moléculas precursoras para a formagao de geranil-geranil difosfato (GGPP) via a rota do nao-
mevalonato (BERTALAN et al., 2009). Essa via metabolica, também conhecida como DOXP
(1-deoxy-D-xilulose-5-fosfato) e alternativamente como MEP (2C-metil-D-eritritol-4-
fosfato), ocorre em cloroplastos de plantas, algas, cianobactérias, eubactérias e parasistas
apicomplexos e os produtos da rota, isopentenil pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) (HUNTER, 2007) sao requisitados para a sintese de acidos giberélicos através da
enzima geranil-geranil difosfato sintase (GGPS). Apesar das evidéncias de que G.
diazotrophicus as produza (GA; e GA3) (BASTIAN et al., 1998), essa ¢ a primeira vez que
uma referéncia ¢ feita a uma descricdo detalhada da via metabdlica para biossintese de
giberelinas por uma bactéria Acetobacteraceae, assim como da existéncia de outras variagdes

dessa classe de hormonios em G. diazotrophicus PAIS.



Aqui, através da combinagdo de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS-SIM), cromatografia liquida de alta performance (HPCL) e ferramentas de
Bioinformatica, objetivamos detectar giberelinas em G. diazotrophicus estirpe brasileira PAI15
e caracterizar genes para sua biossintese nessa espécie bacteriana, atribuindo fungdo a outros
genes ndo caracterizados nesta via metabolica de giberelinas e elucidando seus papéis na

biossinteses dos fitohormonios detectados.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacao Experimental

A estirpe selvagem de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5 (GDI) foi obtida
através do Termo de Transferéncia de Material (TTM) entre a EMBRAPA Agrobiologia
(Seropédica/RJ, 23891-000) e a Universidade Estadual da Paraiba (Campina Grande/PB,
58429-500).

As andlises moleculares foram desenvolvidas no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular (LGBM) do Departamento de Biologia do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude da Universidade Estadual da Paraiba, campus 1 — Campina Grande e no Laboratorio de
Biologia Celular da Universidade Federal da Paraiba, campus II — Areia.

Analises /n silico foram realizadas com o genoma completo de GDI (BERTALAN et
al., 2009) depositado no GenBank no nimero de acesso AM889285.1.

2.2 Condicoes de Cultura e Crescimento

A estirpe de Gluconacetobacter diazotrophicus em analise foi cultivada a 30 °C em
uma incubadora com agitagdo 4 150 rpm em meio LGI modificado (composi¢do em g.l™:
Ky;HPO4 0,2; KH,PO4 0,6; MgSO4.7H,0 0,2; CaCl,. 2H,O 0,02; Na,M004.2H,O 0,002;
FeCls.6H,0 0,018), pH 5,5, contendo 1 mM de acido glutdmico e suplementado com sacarose
20 g1 como fonte de carbono, por ser a melhor fonte de nutrientes para o crescimento da
espécie em analise (ROUWS, 2008). Todos os reagentes quimicos utilizados foram adquiridos
Sigma-Aldrich, para garantir a pureza e descricdo detalhada dos compostos quimicos, de

maneira a gerar uma maior confiabilidade nos resultados de cromatografia.
2.3 Extracao e Quantificacao de Giberelinas

Para detectar e caracterizar os acidos giberélicos secretadas por G. diazotrophicus, a
cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi

filtrado através de um filtro de acetato de celulose de 0,45 um. Os hormonios giberélicos de
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G. diazotrophicus foram extraidos de sobrenadante filtrado de cultura apds 3 dias de
incubacao de acordo com o protocolo descrito por Lee e colaboradores (1998).

O sobrenadante filtrado foi submetido a C18-HPLC de fase reversa. Os &acidos
giberélicos foram separados em uma coluna de Bondapak C18 de 3.9 mm x 300 mm (Waters
Corporation, USA) e eluidos a 1,5 mL/min com o seguinte gradiente: 0 a 5 min, metanol
isocratico 28% (MeOH) em 1% acido acético aquoso; 5 a 35 min, gradiente linear de 28% a
86% MeOH; 35 a 36 min, 86% a 100% de MeOH; 36 a 40 min, 100% MeOH isocratico. Até
48 fracdes de 1,5 mL de cada foram coletadas. As fragdes foram entdo preparadas para
injecdo em um cromatografo a gas/espectrometro de massa (GC/MS) com modo seletivo de
monitoramento de ions (SIM) (Sistema CG de modelo 6890N e detector seletivo de massa
modelo 5973; Agilent Technologies/USA). Para cada tipo de 4cido giberélico, 1 pl de amostra
foi injetado em uma coluna capilar DB-1 com uma dimensao de 30 mm x 0.25 mm i.d. € com
espessura de filme de 0,25 um (J&W Scientific Co., USA). A temperatura de forno do
cromatografo a gas foi programada para 60 °C por 1 min, para depois subir 15 °C/min até 200
°C seguida por 5 °C/min até 285 °C. O gas portador hélio foi mantido a uma pressao de 30
kPa. O cromatografo a gés foi diretamente interligado a um detector seletivo de massa com
uma interface e temperatura de fonte de 280 °C, uma tensdo ionizante de 70 eV e um tempo
de permanéncia de 100 mseg. O modo de varredura completo (primeiro teste) e os trés ions
principais dos padrdes internos suplementados [*H,] de 4cidos giberélicos e os acidos
giberélicos bacterianos foram monitorados simultaneamente. O tempo de retencdo foi
determinado usando padrdes de hidrocarbonetos para calcular o valor de KRI (Kovats
Retention Index) (KOVATS, 1958), e a quantificagdo de giberelinas foi baseada em razdes de

area de pico de acido giberélico ndo deuterados (extraidos) para acidos giberélicos deuterados.
2.4 Analises Bioinformaticas

Usou-se como base da Biossintese de Giberelinas as vias metabodlicas de Terpenoides
para G. diazotrophicus PAl5 e de Diterpendides disponivel no banco de dados KEGG
(KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017) para analise e identificagdo de genes
envolvidos, comparacdo de vias entre diferentes organismos e elucidagao da via metabolica de
giberelinas para a estirpe em estudo.

A identificagdo de sequéncias nucleotidicas e proteicas estritamente relacionadas de
interesse para a via foi realizada através das ferramentas do banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov) BLASTn e
BLASTp (ALTSCHUL et al., 1990; ALTSCHUL et al., 1997; ALTSCHUL et al., 2005). Os
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parametros algoritmicos utilizados foram os padronizados pelo programa protein-protein
BLAST para BLASTp e megablast para BLASTn, para identificacdo de sequéncias altamente
similares. Sequéncias com maiores pontuagdes (Max Score), cobertura (Query Cover) e
identidade e com menor valor de E-value foram selecionadas.

Para estas sequéncias, seus dominios conservados foram analisados através do Pfam
(FINN et al., 2016) ¢ da base de dados de dominios conservados do NCBI (MARCHLER-
BAUER et al., 2017, MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et al., 2011;
MARCHLER-BAUER ¢ BRYANT, 2004).

2.5 Analises Estatisticas

Todos os programas para analises /n silico possuem seu proprio algoritmo estatistico

para garantir a significancia dos resultados demonstrados.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sobrenadante filtrado de G. diazotrophicus estirpe PAI15 foi submetido a HPLC e
analise por GC/MS-SIM para a quantificacdo de GAs. As andlises GC/MS-SIM detectaram
sinais i0nicos de GAs que apresentaram correlagdo com os padrdes ultrapuros utilizados de
GAs [*H,] (Tabela 01). Foi possivel identificar sinais relativos a presenca de GA;, GA3, GA4,
GA7, GAy, GA; e GAyy.

Tabela 01. Analise GC/MS-SIM das fragdes de HPLC do sobrenadante filtrado de G. diazotrophicus PALS
cultivada em meio LGI modificado por 72 horas. Identificado como derivados do éster metilico trimetilsililico
através da comparacdo com espectros de referéncia e dados de KRI (indices de retengdo de Kovats); GAs foram

identificadas com trés ions e quantificados pelo primeiro ion através da comparagdo com os padrdes rotulados.

Notas: RT, tempo de reten¢do (min).

Fracao de HPCL RT Amostra/Padrao GAs KRI m/z (%, intensidade relativa de picos de base)

0~ 13 2451 Amostra GA, 2650 506 (100) 491 (7) 443 (19)
: Padrio PH,JGA, 2650 508 (100) 493 (9) 450 (21)
Lels 2451 Amostra GA, 2741 504 (100) 487 (8) 443 (8)
: Padrio [H,JGA, 2741 506 (100) 491 (10) 445 (7)
2931 2451 Amostra GA, 2515 284 (100) 224 (66) 287 (63)
' Padrio [H,JGA, 2515 286 (100) 227 (71) 291 (68)
1538 2451 Amostra GA, 2498 522 (100) 285 (20) 505 (8)
' Padrio [’H,]GA, 2498 524 (100) 289 (22) 507 (6)
183 2451 Amostra GA, 2315 297 (100) 268 (70) 232 (50)
' Padrio PH,]JGA, 2315 300 (100) 272 (74) 229 (50)
4044 2451 Amostra GAn 2310 417 (100) 400 (90) 370 (68)
: Padrio PH,]JGA,, 2310 420 (100) 405 (92) 375 (70)
2126 2451 Amostra GAs 2501 419 (100) 371 (47) 402 (8)
' Padrio PH,]JGAy 2501 420 (100) 377 (50) 405 (10)

Fonte: Isabela Pimentel de Almeida
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Estas GAs foram identificadas e quantificadas pela comparagdo de suas massas
espectrais e seus indices retencdo Kovats (KOVATS, 1958). As GAs bioativas GA|, GA;3,
GA4 e GA; foram as GAs mais abundantes e estavam presentes em concentragoes de 10.1 ng,
32 ng, 19.87 ng e 0.5 ng mL™' no sobrenadante, respectivamente (Figura 01). Além disso, as
GA:s fisiologicamente inativas GAg, GA > e GA,y também foram detectadas no sobrenadante

em respectivas concentragdes de 9.2 ng, 3.14 ng e 12 ng mL™' (Figura 01).

Figura 01. Detec¢do de GAs no sobrenadante filtrado de G. diazotrophicus estirpe PAl5. Os valores médios

foram calculados a partir dos resultados de triplicatas; As barras mostram o erro padrio.

37.5
350 -
32,5 =
30,0 +
27.5 4
25,0
22,5 4
20.0 -
7.5 4
15.0 +
2.5 4
10.0 +

7.5

5.0

25

0.0 -

Concentration of GAs (ng mL™”)

GA1 GA3 GA4 GAT GAg GA12  GA20

Fonte: Isabela Pimentel de Almeida

Estudo anterior detalhado sobre metabolitos bioativos nessa mesma espécie bacteriana
identificaram a presenca de giberelinas GA| e GA3 (BASTIAN et al., 1998), que podem estar
relacionadas com a promog¢ado de aumentos da taxa de germinacdo de sementes nas plantas as
quais se associa. Atrelado a isso, o genoma de G. diazotrophicus PAIS contém genes para a
biossintese de precursores diterpendides do tipo geranil-geranil difosfato (GGPP) através da
via do ndo-mevalonato, por reagdes enzimaticas de condensagao destes precursores por ispA

geraniltranstransferase/GGPS (GDI1861) (BERTALAN et al., 2009) (Figura 02).
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Figura 02. Biossintese de Terpenoides com destaque para a sintese de GGPP em G. diazotrophicus PAlS.
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Fonte: KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).
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A primeira etapa da sintese de giberelinas relacionado a formagdo especifica de
diterpenodides ¢ a ciclizacdo de geranil-geranil difosfato a ent-copalil difosfato (Figura 03C).
Essa reagdo ¢é catalisada por uma sintase diperndide bifuncional (CPS/KS — ent-copaly/
diphosphate synthase / ent-kaurene synthase) em fungos (TUDZYNSKI, KAWAIDE ¢
KAMIYA, 1998), com gene homologo de CPS detectado em Bradyrhizobium japonicum
(MORRONE et al., 2008), mas ndo encontrado no genoma da espécie em analise. No entanto,
foi demonstrado que a enzima esqualeno hopeno ciclase (SHC — squalene-hopene cyclase)
recombinante realiza ciclizagdes de geranil-geranil difosfato (HOSHINO et al., 2004) e uma
sequéncia putativa para SHC (GDI1620) pode exercer a mesma fun¢do em G. diazotrophicus.
Além de possuir dominios conservados com os terminais N e C de SHC de acordo com o
Pfam, quando alinhada a Bradyrhizobium spp, a SHC encontrada em G. diazotrophicus possui
dominios conservados, pontua bem, possui Otima cobertura, além de um E-value, que
conforme se aproxima do valor zero determina a maior similaridade das duas sequéncias
comparadas, de 0.0 (Figura 03), o que fortalece sua prévia descricdo do momento de

publicag¢do do genoma (BERTALAN et al., 2009).

Figura 03. Alinhamento BLASTp de GDI1620 com Bradyrhizobium spp — a) presenga de dominios conservados
com a superfamilia de isoprenos; b) alinhamento com valores de pontuagdo, E-value, Identidade e espagos

gerados no alinhamento para SHC e ¢) excerto da via metabolica do Anexo A.

1 104 290 300 400 s00 (11 663
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Fonte: NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017; MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et
al., 2011; MARCHLER-BAUER e BRYANT, 2004) BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al.,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).

A ciclizagdo de GGPP por CPS/SHC forma ent-copalil difosfato. Essa molécula
devera transformada em ent-caureno por uma ent-caureno sintase (KS — ent-kaurene
synthase). No genoma de G. diazotrophicus PAILS, o gene GDI2167 pertence a superfamilia de
trans-isoprenil difosfato sintases (IPPS) (NCBI — Conserved Domain) e esta anotada como
uma proteina conservada hipotética (BERTALAN et al., 2009). Em F. fujikuroi essa reagdo ¢
catalisada por uma KS com bifuncionalidade que tem dominios conservados com a familia de

esqualeno hopeno ciclases, e o gene GDI2167 apresenta os mesmos dominios, demonstrando
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que essa enzima pode exercer a fungdo de KS em G. diazotrophicus (Figura 04)
(TUDZYNSKI, KAWAIDE e KAMIYA, 1998).

Figura 04. Dominios conservados de GDI2167 de G. diazotrophicus PAl15 para SHC/KS —a) NCBI b) Pfam e ¢)
excerto da via metabolica do Anexo A.
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trgerda
Query seq. . c O
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B m type start | End | start | End | From | To | S
5Q5 PSY Squalene/phytoene synthase Domain CLO613 21 282 22 263 2 242 263 73.4 1.9e-20

Fonte: Pfam (FINN et al., 2016), NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017, MARCHLER-BAUER et al., 2015;
MARCHLER-BAUER et al., 2011; MARCHLER-BAUER e BRYANT, 2004) e adaptado de KEGG
(KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).

Etapas de oxidagdo do ent-caureno, necessarias para produzir os acidos giberélicos
detectados por cromatografia podem ser catalisadas por dois citocromos P450 (GDI2592 —
Figura 05 e GD12364), sugeridos na descricdo do genoma (BERTALAN et al., 2009) com a
participagdo de uma ferrodoxina (Fdga) em bactérias do género Rhizobiaceae e de uma
enzima redutase des-hidrogenase de cadeia curta (SDRga) (MACMILLAN, 2002; MENDEZ
etal., 2014).

Figura 05. GDI2592 de G. diazotrophicus PAl5 — a) presenca de dominios conservados com a superfamilia de
citocromos P450; b) alinhamento com valores de pontuagdo, E-value, Identidade e espagos gerados no
alinhamento em A. thaliana para KO; c) alinhamento com valores de pontuagdo, E-value, Identidade e espagos

gerados no alinhamento Bradyrhizobium spp para GA,, oxidase e d) excerto da via metabolica do Anexo A.
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Fonte: NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017; MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et
al., 2011; MARCHLER-BAUER ¢ BRYANT, 2004), BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al.,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).



16

De acordo com os alinhamentos de sequéncia proteica realizados, a GDI2592 tanto
apresenta funcdo de ent-caureno oxidase (KO — ent-kaurene oxidase) quanto de GA, oxidase
(Figura 05). A funcdo de oxidar ¢ desempenhada nas etapas de ciclizagdo de ent-caureno
necessarias para a formacdo do acido ent-caurendico (ent-caurenoato), fundamental para a
biossintese dos hormonios giberélicos, equivalente a CYP701A3 (GA requiring 3) de
Arabidopsis thaliana (DAVIDSON, REID e HELLIWELL, 2006) e a CYP117 BJ-4 de B.
japonicum (NETT et al., 2016). Enquanto GA, oxidase, essa proteina realiza a sintese de
GA4, GAg e GAy funcionando como uma P450-2 20 oxidase (CYP68B) de F. fujikuroi
(TUDZYNSKI et al., 2002) e como uma CYP112 BJ-1 em B. japonicum (NETT et al., 2016).

A conversdao de GA4 em GA7 ¢ realizada por uma enzima GA4 desaturase (DES) que
adiciona uma ligacdo dupla 1,2 na molécula formada. Giberelina A7 ¢ intermediaria para a
producao de GAj3 por CYP69A em fungos (TUDZYNSKI et al., 2003), embora no genoma de
G. diazotrophicus uma enzima homologa nao tenha sido identificada. A GA4 desaturase
possui dominios para 2-oxoglutarato dioxigenase dependente em fungos (TUDZYNSKI,
STUDT e ROJAS, 2016; BHATTACHARYA et al., 2012) e no genoma de G. diazotrophicus
PAIS a proteina GDI1238 apresenta os mesmos dominios, embora sua anotagdo nao seja
condizente com sua fun¢do — o genoma da mesma espécie bacteriana sequenciado sob niumero
de acesso CP001189.1 possui descricdo para essa mesma enzima que reflete suas funcdes

(GIONGO et al., 2010) (Figura 06).

Figura 06. Alinhamento BLASTp da GDI1238 de G. diazotrophicus PAl5 — a) presenca de dominios
conservados com a superfamilia de 2-oxoglutarato Fell oxigenasse dependente; b) alinhamento com valores de
pontuagio, E-value, Identidade e espagos gerados no alinhamento com genoma CP001189.1 para GA, desaturase

e ¢) excerto da via metabolica do Anexo A.
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Fonte: NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017; MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et

al., 2011; MARCHLER-BAUER ¢ BRYANT, 2004), BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al.,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).
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O gene GDI2364 apresenta funcdo na biossintese de giberelinas de oxidar a molécula
de acido ent-caurenodico ao acido ent-Hidroxicaurenoico, ao aldeido de Giberelina Ay, € a
GAj;, como uma acido ent-caurenodico oxidase (KAO - ent-kaurenoic acid oxidase),
confirmada tanto por seus dominios conservados da superfamilia de citocromos P450
demonstrados pela analise da sequéncia no Pfam quanto por alinhamento de sequéncias
(Figura 07). Essa mesma etapa ¢ catalisada por CYP114 BJ-3 em B. japonicum (NETT et al.,
2016), pelas enzimas CYP701A e CYP88A em A. thaliana (DAVIDSON, REID e
HELLIWELL, 2006) e por P450-1 (CYP68A — GAy4 synthase) em F. fujikuroi (ROJAS et al.,
2001). Em F. fujikuroi, P450-1 também sintetiza GA4 e sua forma em aldeido, funcionando
como uma GA 4 sintase (ROJAS et al., 2001). Além disso, GDI2364 desempenha de forma
semelhante as plantas, a fungdo GAj; oxidase para catalisar a reagdo de formacao especifica de
Giberelina A e de Giberelina A3 (JANZEN et al., 1992) — em fungos, esses metabolitos sdo
produzidos pelo citocromo CYP69A que desempenha a funcdo de uma 13-hidroxilase, sendo
correspondente a P450-3 (C13 oxidase) de F. fufikuroi (DAVIDSON, REID ¢ HELLIWELL,
2000).

Figura 07. Alinhamento BLASTp da GDI2364 de G. diazotrophicus PAl5 — a) presenca de dominios
conservados com a superfamilia de citocromos P450; b) alinhamento com valores de pontuagdo, E-value,
Identidade e espagos gerados no alinhamento em A. thaliana para KAO; c¢) alinhamento com valores de
pontuagao, E-value, Identidade e espagos gerados no alinhamento em A. thaliana para GA; oxidase e d) excerto

da via metabolica do Anexo A.
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Fonte: NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017; MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et
al., 2011; MARCHLER-BAUER ¢ BRYANT, 2004), BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al.,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).

A ferrodoxina presente no genoma de B. japonicum alinhou com GDI2370 de G.
diazotrophicus PAIS, que apresenta dominios conservados demonstrados tanto pela

ferramenta de analise do NCBI quanto pelo Pfam com a superfamilia de ferrodoxinas (Figura
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08). Essa enzima ¢ importante em algumas etapas de ciclizagdo do 4cido ent-caurendico e
para formagdo da GA; aldeido, que ¢ a molécula precursora das diversas variacdes de GAs e
da propria forma ativa de GA),, conforme descrito por trabalhos anteriores para outras
espécies bacterianas e fungicas (MACMILLAN, 2002). Suas reagdes promovem a acdo da
enzima KAO previamente descrita.

Figura 08. Alinhamento BLASTp de ferrodoxina de Bradyrhizobium spp com G. diazotrophicus PAl5 — a)

presenga de dominios conservados com a superfamilia de ferrodoxinas; b) alinhamento com valores de

pontuagao, E-value, Identidade e espagos gerados no alinhamento e ¢) excerto da via metabodlica do Anexo A.
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Fonte: NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2017; MARCHLER-BAUER et al., 2015; MARCHLER-BAUER et
al., 2011; MARCHLER-BAUER e BRYANT, 2004), BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al,,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).

De forma semelhante, a redutase des-hidrogenase de cadeia curta putativa presente no
genoma de G. diazotrophicus PAI5 (GDI3734) alinhou com a Bradyrhizobium spp e
demonstra dominios conservados com a familia de Enoyl/-(Acyl carrier protein) reductase de
acordo com o Pfam e com a familia des-hidrogenase de cadeia curta (SDR) de acordo com a
ferramenta de analise de dominios conversados do NCBI (Figura 09). Em outras espécies, a

enzima SDRga auxilia o citocromo P450 previamente descrito na formacao de Giberelina Aj»,

que ¢é precursora de GAg e GAy) (MACMILLAN, 2002; MENDEZ et al., 2014).

Figura 09. Alinhamento BLASTp de SDRg, de G. diazotrophicus PA15 com Bradyrhizobium spp — a) presenga
de dominios conservados com a familia de SDR; b) alinhamento com valores de pontuagdo, E-value, Identidade

e espagos gerados no alinhamento com Bradyrhizobium spp para SDRg, € ¢) excerto da via metab. do Anexo A.
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Fonte: NCBI (MARCHLER BAUER et al., 2017; MARCHLER BAUER et al., 2015 MARCHLER BAUER et
al., 2011; MARCHLER-BAUER ¢ BRYANT, 2004), BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997 ALTSCHUL et al.,
2005) e adaptado de KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).
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A analise de sequéncias e de seus dominios conservados culminou na caracterizagao
dos genes descritos (Tabela 02) como parte da via biossintética de giberelinas em G.
diazotrophicus PAIS, demonstrando que essa espécie bacteriana de fato possui em seu
genoma proteinas que possibilitam a sintese deste hormonio, tanto os previamente descritos

(BASTIAN et al., 1998; MACMILLAN, 2002) quanto os detectados neste estudo.

Tabela 02. Lista de genes caracterizados em G. diazotrophicus. Descrigcdes dos genes pelo NCBI/GenBank,

identificadores dos genes (ID), seu focus tag, e identificadores do UniProtKB.

Enzima em

Descrigéo do

Gene .
diamg.p icus (BERTALAN et Produto ID locus tags ID - UniProKB
al., 2009)
Geranylgeranyl geranylgeranyl A9HIR3
GGPS transferase diphosphate synthase S789455  GDII86I (A9HIR3 GLUDA)
ent-copalyl
putative squalene-  diphosphate synthase/ A9HGY?2
CPS/SHC hopene cyclase squalene-hopene S789866  GDI1620 (A9HGY2 _GLUDA)
cyclase
conserved A9HLI13
KS hypothetical ent-kaurene synthase 5792526  GDI2167 (A9HL13 GLUDA)
protein -
putative . . A9HP25
KO cytochrome P450 ent-kaurene oxidase 5790217 GDI2592 (A9HP25 GLUDA)
. putative . A9HP25
GA; oxidase cytochrome P450 GA; oxidase 5790217 GDI2364 (A9HP25_GLUDA)
putative ent-kaurenoic acid A9HMHO
KAO cytochrome P450 oxidase S789014 - GDI2364 (AS9HMHO GLUDA)
. putative ) . A9HMHO
GA,, oxidase cytochrome P450 P450-2 GA,y oxidase 5789014 GDI2592 (A9HMH0 GLUDA)
NADH-quinone A9HRS9
Fdga oxidoreductase gibberellin ferredoxin 5791857  GDI2370
chain T (A9HRS9 GLUDA)
putaté;/lzi;hon- short-chain alcohol A9HTS3
SDRga dehydrogenases/re dehydrogzg:se/reduct 5791158  GDI3734 (A9H7S3 GLUDA)
ductases family
putative PKHD- A9HE4]
DES type hydroxylase GA4 Desaturase 5791990  GDI1238

(Y1238 GLUDA)

Fonte: Isabela Pimentel de Almeida

Usando as estruturas moleculares presentes no KEGG com relacdo as enzimas

analisadas e as moléculas produzidas em cada etapa, descrevemos a via biossintética de

giberelinas para G. diazotrophicus PAILS (Figura 10).
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Figura 10. Via de Biossintese para Giberelinas em G. diazotrophicus PAIS.
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Fonte: Isabela Pimentel de Almeida.

4 CONCLUSAO

Este trabalho culminou na elucidacdo de variacdes fisiologicamente ativas e inativas
de acido giberélico na estirpe brasileira de Gluconacetobacter diazotrophicus PAl5. Foram
detectados os perfis fisiologicamente ativos de GA;, GA3, GAs e GA7 e além disso foram
caracterizados em sua forma inativa as giberelinas GAg, GA 12 e GAyy.

Concluimos com a descricdio completa da via metabolica de giberelinas em
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI1S, ao demonstrar que essa espécie bacteriana possui em
seu genoma enzimas responsaveis pela sintese deste importante fitohormonio.

Vale ressaltar que a forma GAI12 aldeido, precursora intermedidria das demais
variacdes do acido giberélico, pode ser produzida pelas enzimas detectadas neste estudo,
reafirmando que a espécie bacteriana usada neste trabalho produz giberelinas e que ¢ uma
importante bactéria promotora do crescimento vegetal.

Uma interessante perspectiva seria um experimento para detectar a producdo deste
hormonio pela bactéria quando associada a uma planta de importancia econdmica, social e

ambiental para o contexto regional. Isso por conta de que o perfil das giberelinas detectadas
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varia com as fases fisiologicas da bactéria, bem como com suas condi¢des de cultura e, se na

presenca de moléculas e sinais de origem vegetal, com os mesmos.

GIBBERELLIN BIOSYNTHESIS IN Gluconacetobacter diazotrophicus
Isabela Pimentel de Almeida

ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria (PGPB) exert positive effects on the development of several
plant species due to their production of bioactive metabolites. The Gibberellic acid, a
phytohormone with many variations, are directly related to these effects and have been
previously detected in Gluconacetobacter diazotrophicus, although the metabolic pathway for
its production until now was unknown. This bacterium is a PGPB capable of colonizing and
promoting growth of plant species such as red rice (Oryza sativa L.), with socioeconomic and
environmental importance in the Brazilian semiarid. In this research, we aimed to detect
active and inactive gibberellin in G. diazotrophicus PAIS and to characterize genes for their
biosynthesis in this bacterial species. Filtered culture analyzes of G. diazotrophicus PAlS
revealed physiologically active GA;, GA3, GA4 and GA7 profiles and GAy, GA> and GAy
were characterized in their inactivated form. Through Bioinformatics tools the putative
enzyme sequences described in the genome and, with indication of the literature, sequences
from other organisms were aligned for the complete description of the biosynthetic pathway
of the variations of this hormone in the species under analysis. These results may have
importance in the world production of rice through a possible seed inoculation.

Keywords: Gibberellic acid. Acetobacteraceae. Phytohormone.
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Fonte: KEGG (KANEHISA e GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2017).



