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Resumo:

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria que coloniza tecidos internos de
gramineas com interesse econdmico e € capaz de fixar nitrogénio, o qual é
incorporado a biomassa da planta. Assim, apresenta potencial para ser utilizado
como biofertilizante. A assimilacdo de aménio em bactérias envolve a enzima
Glutamina Sintetase (GS), que catalisa a conversdo de amofnia e glutamato em
glutamina. A atividade de GS é fortemente regulada pela adenililacéo reversivel de
GS. Tanto a adicdo quanto a remoc¢ao de AMP de GS séo catalisadas pela enzima
bifuncional GInE (ATase), que possui 3 dominios estrutural e funcionalmente
distintos: um dominio N-terminal com atividade de desadenililagdo, um dominio
central com atividade regulatéria, e um dominio C-terminal com atividade de adenilil-
transferase. No entanto, 0 exato mecanismo de regulacdo de GInE ainda nao é
conhecido. Dessa forma, este projeto teve por objetivo isolar um dominio de GInE de
H. seropedicae para uma futura caracterizacao in vitro. Para isso, foram clonados os
plasmideos contendo genes que codificam o dominio Central+C-terminal. Apds a
clonagem, os plasmideos foram transformados na estirpe BL21 de Escherichia coli
para a superexpressao das proteinas recombinantes. A expresséao foi induzida pela
adicdo do indutor Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), visto que os genes
estavam sob controle promotor T7 regulado por Lacl. As bactérias foram lisadas em
sonicador, e a solubilidade das proteinas verificada por SDS-PAGE. A purificacdo da
variante Central+C-terminal foi conduzida por cromatografia em coluna de niquel. A
concentracdo da proteina purificada é de 2,982 mg/mL. Os proximos passos
envolvem experimentos para caracterizacao da variante.

Introducao

O nitrogénio € um elemento limitante do crescimento vegetal, entretanto plantas nao
conseguem assimilar diretamente o nitrogénio molecular (N,) da atmosfera, tornando
necessaria a utilizacao de fertilizantes industriais para producdo em larga escala,
gue causam impactos ambientais. Os procariotos chamados diazotrofos podem fixar
nitrogénio reduzindo nitrogénio molecular atmosférico a amoénio. Além disso, podem
estabelecer relacdes ecologicas com plantas, de forma que o nitrogénio fixado por
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eles pode ser assimilado e incorporado a biomassa da planta, promovendo o
crescimento vegetal. A bactéria Herbaspirilum seropedicae é um diazotrofo
endofitico que foi isolado da rizosfera e superficie de plantas como milho, arroz e
sorgo e posteriormente descrita colonizando bananeira e abacaxizeiro. Evidéncias
mostram que plantas de arroz inoculadas com H. seropedicae apresentaram
aumentos no peso seco (22% a 50%), conteudo total de carbono (15% a 50%) e no
conteudo total de nitrogénio (29% a 85%) em 30 dias, mostrando que esse
organismo se apresenta com um potencial biofertilizante (GYANESHWAR et al,
2002).

Em bactérias, a fonte priméria de nitrogénio € o aménio. Uma das vias de
assimilacdo de aménio é a via da enzima Glutamina Sintetase (GS) que catalisa a
aminacdo de glutamato a glutamina, um processo regulado pela adenililacdo
reversivel de GS pela enzima bifuncional GInE. Em enterobactérias, altos niveis de
nitrogénio fixado promovem a formagao de um complexo de GInE com a enzima
GInB livre e glutamina, catalisando a adenililagédo de GS, que leva a sua inativacao.
Nesses organismos, em baixas concentracfes de nitrogénio fixado, a GS é ativada
por desadenilacdo também catalisada pela GINnE complexada a GInB uridililada
(ARCONDEGUY et al, 2001).

A enzima GInE é formada por 946 aminoacidos e que possui 3 dominios funcional e
estruturalmente distintos. O dominio N-terminal ativa a GS ao remover 0 grupo
adenilil de GS (atividade adenilil removedora — AR) O dominio C-terminal inativa a
GS pela transferéncia de adenilil (atividade adenilil transferase — AT). Entre esses
dois dominios existe ainda o dominio regulatério (R), que é capaz de ligar a proteina
regulatéria GInB (JIANG & NINFA, 2009; CLANCY et al, 2009). Em H. seropedicae,
no entanto, existem diversas evidéncias indicando que o modelo de regulacdo de
GS parece ser diferente em varios aspectos do descrito para E. coli e diversos
pontos ainda precisam ser esclarecidos, especialmente aqueles que relacionam a
regulacdo da atividade com a modificacdo pés-traducional de GS, e ainda como
esses fatores se relacionam com o sistema Ntr.

Anteriormente, em nosso laboratério, foram construidos plasmideos de expressao
contendo genes que codificam para versdes truncadas correspondentes aos
dominios isolados da proteina GInE fusionados a cauda de histidinas (dados né&o
publicados). Uma dessas construcdes é bastante Util para estudar a regulacéo
exercida pelo dominio regulatorio: a que possui delecdo do dominio AR, possuindo
apenas os dominios R e AT (GINEAAR). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
expressar e purificar a variante truncada GInEAAR da proteina GInE de
Herbaspirillum seropedicae a fim de caracterizar in vitro o papel dessa proteina na
regulacéo de GS.

Materiais e métodos

Incialmente, foram transformadas, por choque térmico, células de E. coli Top10 com
o plasmideo recombinante gINEAARPET28a que possui gene de resisténcia a
canamicina (Km). As células foram cultivadas em meio LA (agar bacteriologico 15
g/L; NaCl 10 g/L; extrato de levedura 10 g/L e Triptona 5 g/L) contendo Km para a
selecdo de colbnias transformadas. Os plasmideos foram extraidos das células
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transformadas pelo método de extracdo por lise alcalina e transformados na estirpe
BL21(DES3), também de E. coli, para a superexpresséao de proteinas.

A superexpressao de proteinas foi conduzida em meio liquido LB (NaCl 10 g/L;
extrato de levedura 10 g/L e Triptona 5 g/L). As células foram mantidas sob agitacao
a 37°C até atingir DOggo €m torno de 0,5 e, entdo, a expresséo proteica foi induzida
pela adicdo de IPTG (0,5 mM) por 3 horas. As células foram centrifugadas a 10.000
rom por 10 min. Os pellets de células foram ressuspensos em Tampao A (Tris pH
8,0 50mM; NaCl 50mM e Imidazol 20mM) e rompidas por sonicagéao.

A purificacdo das proteinas foi realizada por cromatografia de afinidade. Para tanto,
a fracdo sollvel foi injetada em uma coluna Hi-Trap-Chelating-Ni,". A resina foi
preparada seguindo especificacbes do fabricante e equilibrada em tampéao A (Tris-
HCI pH 8,0 50mM, NaCl 100mM, Imidazol 20mM e glicerol 10%). A separacao foi
realizada em cromatografo Akta Basic (GE Healthcare) e verificada em SDS-PAGE.
A proteina foi dialisada em tampé&o de dialise (NaCl 50mM e Tris pH 8,0 50mM) sob
agitacdo por cerca de 16h. Apos esse periodo, a dialise prosseguiu em um segundo
tampéao (NaCl 50 mM; Tris pH 8,0 e Glicerol 50%) por mais 4 h. As proteinas foram
dosadas por espectrofotometria em Nanodrop (Thermo Scientific) pela absorbancia
em 280nm.

Resultados e Discussao

A inducéo por IPTG é bastante eficiente para a expressao da proteina GInE, isso
pode ser observado na grande quantidade de GInE na fracdo correspondente ao
extrato bruto, em contraste com as proteinas ndo superexpressas (Figura 1). Além
disso, GInE é uma proteina pouco soluvel em solugbes aquosas, prejudicando a
purificacdo, que utiliza &gua como solvente. A insolubilidade pode ser verificada na
eletroforese da fracdo insoltvel, mostrada na figura 1.
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Figura 1. SDS-PAGE para purificacdo da variante GINEAAR. O marcador (M) utilizado foi BSA. As
fracBes: Bruto (B); Solavel (S); Insoltvel (1); Nao Ligado (NL); Ligado (L); Fracbes 1,2, 3 e 4

A figura 2 mostra que foi possivel purificar a proteina, que apresenta peso molecular
de 54kDa.
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Figura 2. SDS-PAGE para purificagéo de GINEAAR. O marcador (M) utilizado foi BSA. As amostras
séo nas fragbes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14. E possivel observar GINEAAR nas fracdes 10, 11 e
12.

A quantificacdo da proteina em Nanodrop a 280 nm indica uma concentracdo de
2,982 mg/mL

Conclusbes

A variante truncada GINEAAR da proteina GInE, clonada no vetor pET28a, foi
expressa pela inducdo do IPTG e purificada. Os proximos passos envolvem a
utilizagcéo da variante purificada em experimentos de caracterizagéo da atividade dos
dominios central e AT na regulacéo de GS.
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