27° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica 2 e 3 de outubro de 2018

7° Encontro Anual de Iniciac&o Cientifica JUnior |

CLONAGEM E EXPRESSAO DA ENZIMA GInE (ATase) DE
Herbaspirillum seropedicae

Julia Bandeira Urbano (PIBIC/CNPQ), Marco Aurélio Schuler de Oliveira
(Orientador), e-mail: marco.aso@gmail.com.

Universidade Estadual de Maringa / Departamento de Bioquimica / Maringa,
PR.

Area e subarea do conhecimento conforme tabela do CNPg/CAPES:
2.08.00.00-2 — Bioquimica, 2.08.02.00-5 — Bioquimica de Microrganismos

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, glutamina sintetase, enzima
GInE

Resumo:

A Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria que coloniza tecidos internos
de gramineas e tem capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico. O
nitrogénio fixado por essa bactéria é incorporado a biomassa da planta
hospedeira. Além disso, H. seropedicae também pode induzir o crescimento
da planta pela producdo de fitohorménios, dessa forma, possuindo alto
potencial para substituir a fertilizacdo nitrogenada, que € mais cara e
agressiva ao meio ambiente. A enzima glutamina sintetase (GS) é
responsavel pela assimilacdo no nitrogénio fixado. O mecanismo de
regulacdo da enzima GS de H. seropedicae ainda € desconhecido, mas
parece envolver a enzima GInE, que adenilila GS, e as proteinas do tipo PII,
GInB e GInK. 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 fixagdo de nitrogénio
de forma constitutiva e, consequentemente, de excretar amonio.
Anteriormente, o gene gInA de H. seropedicae, que codifica a enzima GS, foi
amplificado e clonado em vetor de expresséo. O objetivo do presente projeto
é clonar o gene que codifica a enzima GInE e superexpressar a mesma em
sistema heterélogo. Com as enzimas GS e GInE purificadas, futuramente
serdo realizados ensaios de caracterizagdo in vitro, levando a um
entendimento refinado do mecanismo de regulacdo da assimilacdo de
nitrogénio em H. seropedicae e em outras bactérias.

Introducao

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria capaz de colonizar os tecidos
internos de gramineas com interesse econdmico, sem causar qualquer dano
aparente ao hospedeiro (Baldani et al, 1986). H. seropedicae realiza a
fixacdo bioloégica de nitrogénio, e o nitrogénio fixado pela bactéria é
incorporado a biomassa da planta hospedeira. Por isso, tem grande
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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 é o aménio, o qual é
combinado com o esqueleto carbonico do 2-OG (2-oxoglutarato) para formar
glutamina e glutamato (Merrick e Edwards, 1995). Esses aminoacidos, por
sua vez, servem como doadores de grupos amino para reacdes
biossintéticas. O primeiro passo na assimilacdo do aménio é catalisado pela
enzima glutamina sintetase (GS), no qual o glutamato é aminado a
glutamina.

A glutamina sintetase bacteriana, codificada pelo gene gInA, sofre uma forte
regulacdo, de forma a atender as necessidades metabdlicas da célula
naquele momento. Um dos niveis de regulacdo da enzima € modificacédo
covalente: uma adenililacdo reversivel do residuo de tirosina 397 (van
Heeswijik, 2013). Essa alteracdo € realizada em altos niveis de nitrogénio
pela enzima GInE, ou adenililtransferase (ATase). A modificagdo causa uma
diminuicao da atividade catalitica da enzima (Nelson e Cox, 2014).

Em nosso grupo de pesquisa, o gene que codifica a GS de H. seropedicae ja
foi clonado e a proteina superexpressa e purificada. O presente trabalho
pretende clonar o gene que codifica a enzima GInE, superexpressar e
purificar a proteina, para que sua atividade in vitro seja caracterizado. A
proteina produzida dessa forma tera sua regulacdo determinada por
trabalhos futuros.

Materiais e métodos

Meios de Cultura e Condic¢des de Cultivo

Para transformacédo, foi adicionado DNA plasmidial ao tubo de células
competentes e cultivadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) (Sambrook et
al, 1989), com a presenca de antibiotico. As estirpes de Escherichia coli
foram em seguida cultivadas em meio solido Luria Bertani Agar (LA)
(Sambrook et al, 1989), a 37°C.

Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% (m/v), segundo
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Os géis foram preparados
com tampdo TBE e a corrida eletroforética realizada no mesmo tampé&o. A
corrida foi realizada entre 40 a 60 V (aproximadamente 5V/cm de gel). O
DNA foi visualizado, ap0s tratamento do gel com brometo de etideo (0,5
png/mL), em transiluminador de luz ultravioleta.

Superexpressao de GInE

Algumas col6nias da placa BL21 GInE foram cultivadas durante a noite em
meio liquido LB. No dia seguinte, foram preparados o0s inoculos e a
superexpressao foi induzida com a adicdo de IPTG 0,5 mM durante o
crescimento.
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Eletroforese de proteinas em condi¢cdes desnaturantes

As amostras proteicas obtidas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% contendo glicina (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Apds a
coloracdo por Coomassie Blue, as proteinas presentes foram observadas.

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 ginE dessa bactéria. Apds a realizacdo da
PCR, os produtos da reacdo 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 o gene ginE amplificado.

O fragmento amplificado foi digerido com as enzimas de restricdo Ndel e
BamHlI, 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 restricAo dos provaveis clones, conforme demonstra a
figura 2.
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Figura 2 - Confirmacao da clonagem do gene gInE no vetor pET29a.

O plasmideo recombinante foi entdo transformado em E. coli BL21. Foi
realizada a inducdo da superexpresséo da proteina GInE adicionando IPTG
0,5 mM durante o crescimento exponencial. A expressdo da proteina foi
analisada em gel de acrilamida 12% contendo SDS-PAGE (Figura 3).
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Figura 3 — SDS-PAGE 12% dos extratos proteicos da estirpe BL21 de E. coli sem nenhum
plasmideo, com o plasmideo gInE:pET29a, conforme indicacéo na figura.

E possivel observar a superexpressdo da proteina em comparagdo a BL21
vazia. Porém a maior concentracdo da proteina encontra-se no extrato bruto
e, a maior parte, na fracdo insolivel da amostra. Os préximos passos do
trabalho sdo aumentar a solubilidade da proteina para entédo purifica-la.

Conclusodes

O gene gInE da bactéria H. seropedicae foi amplificado e clonado em vetor
de expressédo. A proteina recombinante GInE foi superexpressa no sistema
heterélogo testado.
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