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Resumo:

A enzima glutamina sintetase (GS) € responsavel pela assimilagdo no
nitrogénio fixado, um processo fortemente regulado. O presente trabalho tem
como objetivo expressar e purificar a enzima GS de Herbaspirillum
seropedicae, uma bactéria diazotrofica endofitica, com o objetivo de
caracteriza-la in vitro. O mecanismo de regulacdo da enzima GS de H.
seropedicae ainda é desconhecido, mas parece envolver de alguma forma a
enzima GInE, que adenilila GS, e as proteinas do tipo PIl. O conhecimento
do mecanismo de regulacdo da atividade de GS de H. seropedicae podera
sugerir formas de manipular geneticamente a bactéria com o objetivo de
gerar estirpes capazes de fixacdo de nitrogénio de forma constitutiva e,
consequentemente, de excretar amoénio. O objetivo do presente projeto foi
de amplificar o gene gInA, que codifica a enzima GS, de H. seropedicae,
clonar o gene amplificado em vetor de expressdo e verificar a
superexpressao da proteina. Os resultados obtidos permitirdo a purificacao
da enzima GS, que sera utilizada para ensaios de caracterizagao in vitro,
levando a um entendimento refinado do mecanismo de regulacdo da
assimilacao de nitrogénio em H. seropedicae e em outras bactérias.

Introducao

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogénio que
coloniza tecidos internos de gramineas (Baldani et al, 1984). H. seropedicae
contribui para o crescimento da planta, através da producdo de
fitohormonios e da incorporagao de nitrogénio fixado a sua biomassa. Esses
fatores fazem com que H. seropedicae tenha grande potencial para ser
utilizado como um biofertilizante, sendo uma alternativa mais eficiente e
menos poluente que os fertilizantes nitrogenados.

A fonte preferencial de nitrogénio em bactérias € o aménio, o qual é
combinado com o esqueleto carbonico do 2-OG para formar glutamina e
glutamato (Merrick e Edwars, 1995). Esses aminoacidos, por sua vez,
servem como doadores de nitrogénio para reacdes biossintéticas.
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A via mais utilizada para a assimilacdo do aménio envolve as enzimas
Glutamina Sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT). Nessa via, a GS
catalisa a aminacdo do glutamato a glutamina, a qual tem seu grupo amida
transferido para o 2-OG pela enzima (GOGAT) para formar duas moléculas
de glutamato.

A taxa catalitica de GS é regulada via transducdo de sinal, a qual determina
o estado de modificagdo covalente da proteina. Em altos niveis de
nitrogénio, GS é adenililada por GInE, o que em enterobactérias causa uma
diminuicdo da atividade de GS. Por outro lado, quando a concentracdo de
nitrogénio fixado diminui, GInE retira os grupamentos adenilil de GS, dando
origem a uma forma mais ativa da enzima. Em H. seropedicae, através de
um estudo protedmico, trés diferentes formas de GS foram identificadas em
gel 2D, indicando uma possivel modificacdo pos-traducional né&o
convencional nessa proteina além da adenililacdo (Huergo et al, 2010).

Em H. seropedicae ainda ndo esté claro o papel do sistema Ntr na regulagéo
da atividade de GS. Diversos pontos ainda precisam ser esclarecidos,
especialmente aqueles que relacionam regulacdo da atividade com a
modificagdo pos-traducional de GS, e ainda como esses fatores se
relacionam com o sistema Nitr.

Materiais e métodos

Meios de Cultura e Condi¢des de Cultivo

As estirpes de Escherichia coli foram cultivadas a 37°C no meio liquido
Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al, 1989) e o meio sdlido foi Luria Bertani
Agar (LA) (Sambrook et al, 1989).

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFbHP-malato
liquido, a 30° C, sob agitacdo a 130 rpm, por 24 horas. No momento do
in6culo foram adicionados 50 mmol/L de solugéo de fosfatos (K,HPO,4 17,8
g/L; KH,PO4 159,5 g/L), e 20mmol/L de cloreto de aménio. Os meios NFbHP
sélido e semi-solido possuem agar (15g/L e 1,75 g/L, respectivamente).

Eletroforese de proteinas em condi¢cdes desnaturantes

As amostras proteicas foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% contendo glicina (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). As
proteinas foram visualizadas ap0s a coloragcéo por Coomassie Blue.

Manipulacdo do DNA

As reacOes de ligacéo, restricdo e PCR foram realizadas em condi¢cbes
especificas para a atividade maxima de cada enzima, de acordo com
orientacao do fabricante.

A purificacao de plasmideos foi realizada através do método de lise alcalina
(Sambrook et al, 1989). Plasmideos, produtos de PCR e fragmentos de
restricdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etideo e visualizado sob luz ultravioleta, conforme descrito por
Sambrook et al (1989).
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Resultados e Discussao

Inicialmente o DNA gendmico da estirpe SmRI de H. seropedicae foi extraido
e utilizado como molde para uma reacdo de PCR utilizando primers
especificos para amplificar o gene gInA dessa bactéria. Apds a realizacdo da
PCR, os produtos da reacé&o foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% (Figura 1).
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% da reacdo de PCR. O gel foi corado com
brometo de etideo e visualizado em transiluminador UV. A primeira coluna contém o
marcador 1 Kb ladder (Fermentas®) e nas posteriores 0 Gene gInA amplificado.

— ginA

O fragmento amplificado foi digerido com as enzimas de restricdo Ndel e
Xhol, cujo sitio de reconhecimento foi adicionado nos primers. O gene foi
entdo clonado no vetor pET29a digerido com as mesmas enzimas, formando
um plasmideo recombinante. A clonagem foi confirmada através da digestéo
com enzimas de restricdo dos provaveis clones, conforme demonstra a
figura 2.
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Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1% da reacdo da confirmacdo dos clones em
pET29a. O gel foram corados com brometo de etideo e visualizados em transiluminador UV.
Os clones foram cortados com Xbal e Xhol. A primeira coluna contém o marcador 1 Kb
ladder (Fermentas®) e nas posteriotes a digestédo do clone glnA:pET29a.

O plasmideo recombinante foi entdo transformado em E. coli BL21(DE3),
estirpe utilizada para supexpresséo de proteinas codificadas por genes com
transcricdo sob controle do promotor T7. A inducéo da expresséo de GS foi
feita pela adicdo de IPTG a culturas em estado exponencial de crescimento.
As proteinas da célula superexpressando GS foram extraidas e analisadas
por SDS-PAGE (Figura 3).
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Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% dos extratos proteicos da estirpe BL21
de E. coli sem nenhum plasmideo ou com o plasmideo ginA:pET29a. As proteinas foram
coradas com azul de coomassie. A primeira coluna contém o marcador de massa LWM (GE
Lifesciences®). A posicao da proteina GS (52 KDa) estéa indicada.

Conclusodes

O gene gInA de H. seropedicae foi amplificado com primers especificos e
clonado em vetores de expressao. O plasmideo recombinante construido
dessa forma, foi utilizado para superxpressao da proteina GS em sistema
heterdlogo.
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