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Resumo Geral

Herbaspirillum seropedicae € uma bactéria capaz de colonizar os tecidos internos
das plantas, sem causar dano ao hospedeiro e promover o crescimento vegetal. Esses
fatores fazem com que H. seropedicae tenha grande potencial para ser utilizada como um
biofertilizante, uma alternativa eficiente e menos danosa do que fertilizantes
nitrogenados. A fonte preferencial de nitrogénio em bactérias é o0 amoénio, uma das vias
de assimilacdo dessa molécula é a Glutamina Sintetase (GS). Nesta via, o glutamato é
aminado a glutamina, que transfere seu grupo amida para o 2-OG para formar duas
moléculas de glutamato. A regulacdo da velocidade fluxo metabdlico através dessa via
depende da regulacdo da atividade de GS, fornecendo uma maneira de manter os niveis
intracelulares de glutamina constantes para atender as necessidades metabolicas da célula.
O mecanismo de regulacdo da enzima GS de H. seropedicae ainda n&do foram
completamente descritos. Aqui, nds construimos variantes da enzima GS de H.
seropedicae contendo as mutacBes pontuais H250R, L293R, P349L e G54C e
caracterizamos suas atividades in vitro. Construimos também uma estirpe da bactéria H.
seropedicae que expressa a enzima GS contendo a mutagdo G130S para contribuir com o

melhor entendimento dos mecanismos regulatérios da enzima GS de H. seropedicae.

Palavras-chave: gInA, Metabolismo de nitrogénio, Recombinacdo Homologa,
Enzimas mutantes, GS-GOGAT



Abstract

Herbaspirillum seropedicae is a bacterium capable of colonizing internal plant
tissues without harming the host and promoting plant growth. These factors make H.
seropedicae have great potential to be used as a biofertilizer, an efficient and less harmful
alternative to nitrogen fertilizers. The preferred source of nitrogen in bacteria is
ammonium, and one of the pathways of assimilation of this molecule is Glutamine
Synthetase (GS). In this pathway, glutamate is aminated to glutamine, which transfers its
amide group to 2-OG to form two glutamate molecules. The regulation of the rate of
metabolic flux through this pathway depends on the regulation of GS activity, providing
a way to keep intracellular glutamine levels constant to meet the metabolic needs of the
cell. The mechanism of regulation of the GS enzyme of H. seropedicae have not yet been
fully described. Here, we constructed variants of the GS enzyme of H. seropedicae
containing the point mutations H250R, L293R, P349L, and G54C and characterized their
activities in vitro. We also constructed a strain of H. seropedicae bacteria expressing the
GS enzyme containing the G130S mutation to contribute to a better understanding of the

regulatory mechanisms of the GS enzyme of H. seropedicae.

Key words: gInA, Nitrogen metabolism, Homologous recombination, Enzyme
mutant, GS-GOGAT.
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Resumo

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria capaz de fixar nitrogénio e colonizar tecidos
internos de plantas sem causar qualquer dano a elas. A fonte preferencial de nitrogénio
em bactérias € 0 amonio, uma das vias de assimilacdo dessa molécula ¢ a via Glutamina
Sintetase e Glutamato Sintase. Nesta via, a assimilacdo consiste na condensagdo do
amonio com o esqueleto carbdnico do 2-oxoglutarato para formar glutamato e glutamina
que servem como doadores de grupo amino para rea¢ées biossintéticas da célula. O fluxo
metabolico através dessa via € fortemente regulado, sendo GS o principal alvo de
regulacdo, que ocorre tanto alostericamente quanto por modificacdo pds-traducional. A
regulacdo da velocidade fluxo metabdlico através dessa via depende da regulacdo da
atividade de GS, fornecendo uma maneira de manter os niveis intracelulares de glutamina
constantes para atender as necessidades metabolicas da célula. O mecanismo de regulacédo
da enzima GS de H. seropedicae ainda ndo foi completamente descrito. O presente
trabalho teve como objetivo construir e expressar variantes enziméticas contendo
mutacBes pontuais sitio-dirigidas no gene gInA, que codifica GS, para realizacdo de
estudos in vitro e também fornecer dados que contribuam para o melhor entendimento da

via de assimilacdo de amonio de H. seropedicae.

Palavras-chave: gIlnA, amonio, Glutamina



Abstract

Herbaspirillum seropedicae is a bacterium capable of fixing nitrogen and colonizing internal
plant tissues without causing any harm to them. The preferred source of nitrogen in bacteria is
ammonium, and one of the pathways of assimilation of this molecule is the Glutamine Synthetase
and Glutamate Synthase pathway. In this pathway, assimilation consists of the condensation of
ammonium with the carbon skeleton of 2-oxoglutarate to form glutamate and glutamine, which
serve as amino group donors for biosynthetic reactions of the cell. Metabolic flux through this
pathway is tightly regulated, with GS being the main target of regulation, which occurs both
allosterically and by post-translational modification. The regulation of metabolic flux velocity
through this pathway depends on the regulation of GS activity, providing a way to keep
intracellular glutamine levels constant to meet the metabolic needs of the cell. The mechanism of
regulation of the GS enzyme of H. seropedicae has not yet been fully described.The present work
aimed to construct and express enzyme variants containing site-directed point mutations in glnA
gene, which encodes GS, to perform in vitro studies and also to provide data that contribute to the

better understanding of the ammonium assimilation pathway of H. seropedicae.

Key-Words: glnA, ammonium, glutamine



1. Introducéo

1.1 Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae € uma bactéria gram-negativa, vibridéide, membro da classe B do
filo proteobactérias, capaz de colonizar os tecidos internos das plantas, sem causar
qualquer dano aparente ao hospedeiro (Baldani et al, 1986; Olivares et al, 1997).
Evidéncias recentes apontam que o nitrogénio fixado por H. seropedicae é incorporado
na biomassa da planta hospedeira (Pankievicz et al, 2015). Além disso, H. seropedicae
pode contribuir para o crescimento da planta pela producéo de fitohorménios (Bastian et
al, 1998). H. seropedicae ja foi isolada da rizosfera e tecidos de varias plantas, incluindo
espécies economicamente importantes, como cana de agucar, milho, trigo e arroz (Baldani
et al. 1986; Baldani et al. 1992; Baldani e Baldani 2005). 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.

1.2 Assimilagéo do Nitrogénio

A fonte preferencial de nitrogénio em bactérias € o amonio, o qual é combinado
com o esqueleto carbbnico do 2-oxoglutarato (2-OG) para formar glutamina e glutamato
(Merrick e Edwars, 1995). Esses aminoacidos, por sua vez, servem como doadores de
nitrogénio para reacdes biossintéticas.

O amoénio pode ser assimilado por duas vias distintas: via Glutamato
Desidrogenase (GDH) ou via Glutamina Sintetase (GS) (Figura 1). A enzima GDH
combina ambnio e 2-OG para formar glutamato. Quando a enzima GS é usada, o
glutamato é aminado a glutamina, a qual tem seu grupo amida transferido para 0 2-OG
pela enzima Glutamato Sintetase (GOGAT) para formar duas moléculas de glutamato
(Bulen and LeComte, 1966; Hageman and Burris, 1978).
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Figura 1 - Vias de assimila¢do de amdnio em bactérias. O painel da esquerda mostra a
via GD (A)H, e o da direita a via ciclica GS/GOGAT (B). A via GDH consiste de uma
Unica enzima, a glutamato desidrogenase (GDH). Uma molécula de glutamato é formada
a partir da reacdo de aminacao do 2-OG; ATP nao esta envolvido. O ciclo GS/GOGAT
consiste de duas enzimas, a glutamina sintetase e a glutamato sintase. Em ciclo, essas
duas enzimas também produzem glutamato pela aminagéo redutiva do 2-OG.

1.2.1 Glutamina Sintetase (GS)

A glutamina sintetase bacteriana, codificada pelo gene glnA, é uma proteina
dodecamérica formada pela unido face a face de dois anéis hexaméricos (Almassy et al,
1986). Desta forma, GS possui doze sitios ativos, com estrutura descrita como “funil
duplo”, no qual o ATP e glutamato se ligam em extremidades opostas. No local de
encontro do funil duplo, ha dois sitios de ligacdo para ions divalentes (nl1 e n2) onde o
Mg?* ou 0 Mn?* podem se ligar para a catalise. O primeiro ion (n1) auxilia na ligagcdo do
glutamato e estabiliza a GS em sua estrutura ativa (Shapiro e Stadtsman, 1968), enquanto
0 n2 esta envolvido na transferéncia de fosforil (Hunt et al, 1975). Os anéis hexaméricos
da GS se mantém unidos gragas as interagdes hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio entre
eles (Almassy et al, 1986). A atividade de GS pode ser regulada de multiplas formas.
Metabolicamente, o fluxo através de GS pode ser regulado até quatro vezes. Essa
regulagdo metabolica ocorre via niveis de substrato (aménio e glutamato intracelular),
inibicdo pelo produto (glutamina), o estado redox da célula (NADPH), e o estado
energético da célula (ATP) (van Heeswjik, 2013).



Cada uma dessas substancias inibe a enzima de forma parcial, mas quando atuam
em conjunto possuem a capacidade de diminuir significativamente a atividade da enzima.
Isso é possivel, pois cada um dos inibidores atua em um sitio diferente da enzima
(Woolfolk e Stadtman, 1967). Esse mecanismo € conhecido como efeito inibitorio
cumulativo. A regulacdo da atividade de GS fornece uma maneira de manter os niveis
intracelulares de glutamina constantes, de forma a atender as necessidades metabdlicas
da célula naquele momento.

Além da regulacdo metabolica, a atividade de GS pode ser regulada por
adenililacdo reversivel de um residuo conservado de tirosina em cada subunidade
(Reitzer, 2003). Em Escherichia coli e Rhodospirillum rubrum, essa modificacdo pos-
traducional é realizada em resposta a altos niveis de nitrogénio pela enzima GInE
(Arcondéguy et al, 2001). A modificacdo intensifica a sensibilidade aos inibidores
alostéricos, e a atividade enzimatica diminui a propor¢do que mais subunidades séo
adenililadas (Nelson e Cox, 2014). Em H. seropedicae, através de um estudo protedmico,
trés diferentes formas de GS foram identificadas em gel 2D, indicando uma possivel
modificacdo pos-traducional ndo convencional nessa proteina além da adenililacéo, a qual

ainda é desconhecida (Huergo et al, 2010).

1.2.1.1 Reac0es catalisadas por GS

A atividade da enzima Glutamina Sintetase pode ser avaliada através de duas
reacdes distintas catalisadas por ela: a biossintética e a y-glutamil transferase (y-GT).

A reacdo mais importante catalisada pela glutamina sintetase é a sintese da
glutamina, por isso é chamada de reacdo biossintética. Essa reacdo pode ter como

cofatores 0 Mg*2 ou 0 Mn*2, e esta descrita a seguir:

L-glutamato + NH,* + ATP 2@, | -glutamina + ADP +P; + H*

Se 0 amonio for substituido por hidroxilamina (NH2.OH), o produto da reacéo € o
y-glutamilhidroxamato (Farnden e Robertson, 1980), o qual pode ser quantificado por
colorimetria.

Na atividade conhecida como y-glutamil transferase, ocorre a reacdo inversa: a

enzima catalisa a transferéncia do grupamento vy-glutamil da glutamina para



hidroxilamina formando o y-glutamilhidroxamato (Woolfolk et al, 1996), de acordo com

a reacdo descrita a seguir:

Arseniato, Mn2* o
L-glutamina + NH,OH OP — y-glutamilhidroxamato + NH,*

1.2.2 GInE

GInE é uma enzima com 946 aminoacidos e 3 dominios funcionalmente e
estruturalmente distintos. Ela € uma enzima bifuncional, ou seja, capaz de catalisar duas
reagdes distintas: adi¢do do grupamento AMP ao residuo conservado de tirosina de GS
(adenililacdo), ou remocdo deste grupamento AMP (desadenililagdo). Essas duas
atividades ndo consistem simplesmente na mesma reacdo em dire¢do oposta, ja que as
duas atividades de GInE (ATase — Adenilil Tranferase/AR - Adenilil Removedora) estéo
localizadas em dois dominios diferentes. O dominio N-terminal tem atividade AR e 0
dominio C-terminal tem atividade ATase (Jaggi et al, 1997; Clancy et al, 2007; Jiang &
Ninfa, 2007). Entre esses dois dominios cataliticos possivelmente se encontra um
dominio regulatério (R), no qual, em E. coli, supostamente se liga a proteina regulatoria
transdutora de sinal Pl (Clancy et al, 2007). A transducédo dos niveis de nitrogénio para
a proteina GInE é feita através do sistema Ntr, descrito a seguir.

1.3 Regulacdo da modificacdo pds-traducional de GS

A regulacéo pés-traducional de GS é mediada pelo sistema Ntr, que consiste em
um conjunto de proteinas com funcao integrada que regulam o metabolismo de nitrogénio
em Proteobactérias (Figura 2). Em E. coli a enzima GInE, que catalisa a adenililacdo
reversivel de GS, tem sua atividade regulada pelas proteinas do tipo PII, como GInB.
Neste modelo, altos niveis de nitrogénio fixado promovem a formacéo de um complexo
de GInE com GInB livre e glutamina, catalisando a adenililacdo de GS (reacdo ATase),
que leva a sua inativagdo. Nesses organismos, em baixas concentragdes de nitrogénio
fixado, a GS ¢ ativada por desadenililagdo (reagdo AR) tambeém catalisada por GInE
complexada a GInB-UMP3 (Reitzer, 2003).



10

-NH,* +NH,*

AMP N/

UMP
umMmpP I ump 1
AN 7\ GS (Ativa)

GINE  «---=-=--- \ \ ) ) - ~ GInE
o GInD (Utase) '
2-0G + NH,* Pll PIl AMP

Glutamina D

GS (Ativa) GS-AMP (Inativa)

GS-AMP (Inativa)

Figura 2 - Modelo da regulacéo de GS pelo sistema Ntr de proteobactérias. Em baixas
concentracdes de nitrogénio, as proteinas Pll sdo uridililadas por GInD. P1I-UMP interage
com GInE, que desadenilila GS, ativando-a. GS catalisa a sintese de glutamina a partir de
2-0OG (2-oxoglutarato) e amo6nio. Com altas concentra¢fes de amonio, P11 é desuridililada
por GInD. Nessa forma, interage com GInE, que adenilila GS, diminuindo sua atividade.

Em H. seropedicae ndo esta claro o papel do sistema Ntr na regulacédo da atividade
de GS. Experimentos realizados com estirpes de H. seropedicae mutantes nos genes ntrB
e ntrC, que codificam para proteinas relacionadas com a resposta transcricional de
condicgdes de baixa disponibilidade de nitrogénio fixado, mostraram que essas estirpes
tinham deficiéncia na atividade de GS (Persuhn et al, 2000). Os resultados levaram aos
autores a sugerir que a uma proteina PIl poderia transduzir os niveis de nitrogénio para
GS regulando sua adenililagdo. Como a atividade de GS no mutante gInB néo foi afetada,
a proteina candidata para essa funcéo foi GInK, cuja expressao é dependente de NtrC.

Posteriormente, no entanto, experimentos realizados com uma estirpe de H.
seropedicae mutante no gene ginK mostraram que o produto desse gene parece ndo estar
relacionado com a regulacéo da atividade de GS, visto que a atividade dessa enzima foi
semelhante a estirpe selvagem em todas as condi¢des testadas (Noindorf, 2006). Na
bactéria Azospirillum brasilense as proteinas PIl também parecem néo estar relacionadas
com aregulacdo da atividade de GS (de Zamaroczy et al, 1996; de Zamaroczy et al, 1998).
O papel do sistema Ntr na regulacdo da enzima GS de H. seropedicae ainda precisa ser
esclarecido.

1.4 Mutantes Excretores
Em um trabalho de selecdo de mutantes espontaneos gerados pela exposicao da estirpe
selvagem de A. brasilense Sp7 a etilenodiamina, foram encontradas 4 estirpes mutantes
capazes de excretar amonio (Machado et al, 1991). Essas estirpes foram denominadas
HMO014, HM026, HMO053 e HM210. Enquanto a estirpe selvagem tem a fixacdo de
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nitrogénio inibida por altas concentracdes de aménio, essas estirpes mutantes sao capazes
de fixar nitrogénio constitutivamente mesmo em concentragdes altas de amdnio. Esses e
outros fendtipos encontrados nas estirpes mutantes tém sido atribuidos a mutagdes
pontuais no gene gInA, que codifica a enzima GS. O gene gInA das estirpes mutantes ja
foi sequenciado, e as mutacdes presentes nele identificadas (dados nédo publicados). Esses
resultados sugerem que 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, com potencial para serem utilizadas como
biofertilizantes.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo expressar e caracterizar variantes
da enzima Glutamina Sintetase de H. seropedicae contendo mutacGes pontuais sitio-
dirigidas, para que a regulacédo da via de assimilacdo de amonio de H. seropedicae possa

ser caracterizada in vitro.

2. Materiais e Métodos

2.1 Meios de cultura e condigdes de cultivo

Os meios de cultura utilizados para o cultivo de rotina das estirpes de Escherichia
coli foram Luria-Bertani (LB) (meio liquido) e Luria Bertani Agar (LA) (meio s6lido)
(Sambrook et al., 1989). O cultivo em meio liquido foi feito a 37°C, sob agitacdo a 130
rpm e o cultivo em meio s6lido em estufa microbiolédgica overnight a 37°C.

Para superexpressdo das variantes de GS em E. coli deste trabalho foi utilizado o
meio minimo M9 (Sambrook et al., 1989) adicionado de 20 mM de cloreto de amonio ou
100 mM de glutamina como fonte de nitrogénio, conforme indicado em cada
experimento.

Todos 0s meios utilizados continham os antibi6ticos adequados para determinada

selecdo em cada etapa do experimento.

2.2 Bactérias e plasmideos
As bactérias utilizadas neste trabalho foram E. coli TOP 10 (Invitrogen) (estirpe
para propagacao e estoque de plasmideos) e E. coli BL21 (superexpressdo de proteinas).

Utilizamos também a estirpe parental H. seropedicae SmRI (Souza et al., 2000).
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Os plasmideos utilizados neste trabalho foram o pETNde-M11 (L.ittle et al, 2011)
e 0 pK18-mobSacB (Schafer et al., 1994).

2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo dos genes de estudo em um volume final de 25 pL foi feita a
seguinte reacdo: 2,5 pL do tampao da phusion DNA polimesase 10X, 0,5 pL de dNTPs
10 mM, 0,75 pL de cloreto de magnésio 50 mM, 0,5 pL de phusion DNA polimerase
(producéo prépria), 2 pL de solucdo contendo DNA genémico de H. seropedicae, 16,75
pL de agua ultrapura e 1 pL de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 1) 10 pM. A
reacao foi realizada em 25 ciclos de desnaturagéo (98°C, por 30 segundos), anelamento
em gradiente de temperatura (45 segundos) e extensao (72°C, por 1 minuto). Ap6s o final

dos ciclos, 7 minutos de extensao a 72°C.

Nome Sequéncia 5’- 3’

H250R_fwd CGTCGCCCGCACCTATGGCA
H250R_rev TGCCATAGGTGCGGGCGACG
L293R_fwd GGCTATGCTGGCCGCTCCGA
L293R_rev TCGGAGCGGCCAGCATAGCC
P349L_fwd CCGTATCCTGCACGTGGCCA
P349L_rev TGGCCACGTGCAGGATACGG
G54C_fwd GCCTTCGACTGTTCGTCGATCGC
G54C_rev GCGATCGACGAACAGTCGAAGGC
GInA_fwd ATGGCAAGGACGGCCGCAGAGGTTTTGA...

GInA_rev ACGCACCCGATCGAATTCGACATGTACT...

Tabela 1 - Lista de oligonucleotideos iniciadores (primers) que foram utilizados nas
reacOes da PCR deste trabalho

2.4 Amplificacdo de 5 variantes do gene que codifica para GS

Apos a realizacdo de um alinhamento estrutural de sequencias entre o gene ginA
de Azospirillum brasiliense e Herbaspirillum seropedicae, foram selecionadas
determinadas regides deste gene, que codifica a enzima Glutamina Sintetase, e as
substituicdes H250R, P349L, L293R e G54C foram adicionadas no gene ginA de H.
seropedicae. Assim, na posi¢édo 250, 0 aminoacido Histidina foi substituido por Arginina
(H250R), na posi¢do 293, o aminodcido Leucina foi trocado por Arginina (L293R), em
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349 substituimos uma prolina por uma leucina (P349L) e na posicdo 54, uma glicina
alterada para cisteina (G54C).

Para construir esses genes contendo as mutagOes pontuais, o gene gInA foi
submetido a duas amplificagdes por PCR com dois pares de iniciadores para cada
mutacdo: um par abrangendo a regido inicial do gene até o ponto da mutacéao (fragmento
up) e o outro par abrangendo a regido partir da mutacao até o final do gene (fragmento
down). Os primers internos das amplificagdes up e down eram complementares entre si e
possuiam a mutacao pontual desejada. Os fragmentos up e down eram entdo unidos em
uma nova reacdo de PCR, utilizando os primers flanqueadores do gene, a PCR
overlapping. O esquema de construcdo dos mutantes esta mostrado na Figura 3. Para a
clonagem em vetor de expressao, os primers flanqueadores usados foram o GInA_fwd e
GInA rev.

O produto dessa segunda reacdo de PCR correspondia ao gene ginA contendo a

mutacdo desejada.

A: ----- N"”‘"--SA
V[; .... S teerve, ( D
Primeira PCR
_A\ AB
cb
\D

Segunda PCR

2

Produto Final

Figura 3. Estratégia utilizada nas reagdes de PCR para a sintese das variantes
mutantes do gene gInA. Os primers internos sdo complementares e possuem a mutacao
pontual desejada. As regides inicial e final do gene foram amplificadas separadamente. A
seguir, uma nova PCR foi realizada, utilizando os produtos da primeira PCR como molde,
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com os primers externos. O produto final corresponde ao gene gInA contendo a mutagéo
desejada.

Para a clonagem dos fragmentos amplificados no vetor de expressdo pETNde-
M11, os fragmentos correspondentes ao gene glnA contendo as mutacGes foram clonados

nos sitios Ndel e Xhol do vetor.

2.5 Expressao e purificagdo das Proteinas das variantes mutantes
Uma vez confirmada a clonagem, os plasmideos recombinantes derivados do

PETNde-M11 foram entdo transformados em E. coli BL21(DE3). As células
transformantes foram crescidas durante a noite em pré-inoculos de 3 mL de meio LB.
Posteriormente, 500uL do pré-indculo foram transferidos para frascos contendo 50 mL
de meio M9, a fonte de nitrogénio oferecida era diferenciada entre 20 mM de aménio ou
27 mM de glutamina, simulando ambientes de alta disponibilidade de nitrogénio e baixa
disponibilidade de nitrogénio, para que a GS fosse modificada de acordo com a condigédo
oferecida. A enzima superexpressa em meio contendo amdnio foi chamada de “GS-N” e
a enzima expressa em meio contendo glutamina foi chamada de “GS-gIn”.

As células foram mantidas sob agitacdo a 37°C até DOsoo em torno de 0,5 e, entéo,
a expressdo da proteina foi induzida com 0,5 mM de IPTG por 3 horas a 37°C. Apds
inducdo as células foram coletadas por centrifugacdo durante 10 min a 11.000 x g e 0
pellet estocado a -20°C até 0 momento do uso.

As proteinas superexpressas nessas células foram extraidas e analisadas por SDS-
PAGE para checagem da superexpressao.

Apds confirmacdo da superexpressdo, as proteinas superexpressas, as quais
continham cauda-His, foram purificadas em coluna de niquel. As fracfes sollveis das
culturas lisadas por sonicagdo foram injetadas na coluna HiTrap Chealating (Cytiva) de
5 mL carregada com niquel e eluidas em gradiente de imidazol. As fracdes eluidas durante

0 processo foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE.

2.6 Quantificacédo de Proteinas
A quantificacdo de proteinas de extratos foi feita utilizando-se o método descrito

por Bradford (1976). A quantificacdo de proteinas purificadas foi feita pela absorbancia

em 280 nm em um nano-espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Fischer).

2. 7 Atividade GS
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2.7.1 Reacdo Biossintética
As reac0es biossintéticas de GS foram realizadas em microtubos de 1,5 mL, aos

quais foram adicionados 5 pg de proteina GS para proteinas purificadas ou 5 pg de
proteina total para os extratos das estirpes de H. seropedicae e 0 mix biossintético, que
contém Imidazol pH 7,5 (100 mM), hidroxilamina (50 mM), MgCl, (60 mM), glutamato
(170 mM). As reacdes foram disparadas pela adicdo de ATP (concentracéo final de 14
mM) e incubada a 37°C por 60 minutos.

A reacdo foi parada com a adicdo de um Stop Mix, composto de Cloreto férrico
(0,04 mM), Acido tricloroacético (0,12 mM) e Acido Cloridrico (0,61 mM). A
quantificacdo da reacdo foi feita através da leitura da absorbancia a 490 nm do produto.

As reagBes com mix biossintético também foram realizadas com os ions Mn?*,

adicionando-se MnClz (60 mM) ao invés de MgCl..

2.7.2 Reaciao de y-GT
A Reacdo y-GT da GS foi realizada em microtubos de 1,5 mL, aos quais foram

adicionados 5 g de proteina GS para proteinas purificadas ou 5 pg de proteina total para
0s extratos de estirpes de H. seropedicae e o mix y-GT que € composto por Imidazol
(77,14 mM), Hidroxilamina (11,4 mM), MnCl2 (0,17 mM), MgClz (1,15 mM), Arseniato
de Potéssio (14,3 mM) e ADP (0,23 mM).

As reacdes foram disparadas adicionando-se glutamina (concentracdo final 14
mM) e incubada a 37°C por 60 minutos.

A reacdo foi parada com a adicdo de um Stop Mix, que é composto de Cloreto
férrico (0,04 mM), Acido tricloroacético (0,12 mM) e Acido Cloridrico (0,61 mM).

A quantificacdo do produto foi feita a partir da leitura da absorbancia em 490 nm.

2.8 Reacdo de Adenililacédo e Desadenilicao

As reacOes de adenililacdo e desadenililacdo foram realizadas, em microtubos de
1,5 mL aos quais foram adicionados 5 g de proteina Glutamina Sintetase e 0 mix de cada
reacao.

Para a realizagéo da reacédo de adenililacdo, foi adicionado o mix composto de Tris
pH 7,5 (5 mM), KH2PO4 (25 mM), BSA (2 mg/mL, ADP (1 mM), Glutamina (1 mM) e
ATP (0,2 mM).
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As reacdes de desadenililacdo também foram realizadas, em microtubos de 1,5
mL. Foram adicionados o mix de desadenilialgao, que é composto por Tris pH 7,5 (5
mM), KH2PO4 (25 mM), BSA (2 mg/mL) e ATP (0,2 mM).

2.9 Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF)

A técnica de DSF foi utilizada para analisar a ligacdo de ATP, ADP, glutamina e
glutamato as variantes da enzima GS do presente estudo. Para isso, as proteinas foram
incubadas com o corante fluorescente SYBR Orange (Thermo), que emite fluorescéncia
mediante desnaturacdo proteica. O desdobramento da proteina foi quantificado por
fluorescéncia em funcdo da temperatura em um termociclador Step One Plus (Thermo).
A temperatura de desnaturacdo foi determinada pela analise da derivada da fluorescéncia
bruta em cada sistema e obtida em diferentes concentracdes do ligante. Para a realizacao
do DSF foram preparadas reacfes de 20 pl, contendo 5 pg da proteina Glutamina
Sintetase, 4 pL de Tampéo de interacdo 5 vezes concentrado (Tris 500 mM, KCL 50 mM
e MgCl2 125 mM), concentracgdes varidveis da molécula ligante e 1 pL do corante SYBR
Orange 100 vezes concentrado. A temperatura inicial das medicdes foi de 25°C por 60
segundos, e o sistema foi aquecido até 95° por 15 segundos em cada temperatura,
aumentando +0,3 °C em cada passo. Para a medida da fluorescéncia o corante foi excitado

a472 nm e emisséo lida em 570 nm.

3. Resultados

3.1. Amplificagéo e clonagem em vetor de expressdo das variantes mutantes
do gene que codifica para GS

Para a amplificacdo dos genes codificantes de versdes mutantes da enzima GS
(H250R, P349L, L293R e G54C), foram feitas duas amplificacdes com dois pares de
iniciadores para cada mutagdo: um par abrangendo a regido inicial do gene (fragmento
up) e o outro par abrangendo a regido final do gene (fragmento down). Os primers internos
eram complementares e possuiam a mutacdo pontual desejada. As regides inicial e final
do gene foram amplificadas separadamente. As eletroforeses dos fragmentos up e down
amplificados estdo mostradas nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Amplificacdo dos fragmentos down do gene para inser¢do da mutacao.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador UV.
O primeiro poco de cada gel contém o marcador 1kb fermentas — GeneRuler.
Amplificacdo do fragmento down da mutacdo A) P349L (379 pb) e H250R (760 pb); B)
L293R (884pb); C) G54C (179 pb).
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Figura 5 - Amplificacdo dos fragmentos up do gene para insercdo da mutacéo. Gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador UV. O
primeiro poco de cada gel contém o marcador 1kb fermentas — GeneRuler. Amplificacédo
do fragmento up da mutacdo A) H250R (676 pb) B) L293R (884 pb) C) P349L (1057 pb)
D) G54C (1266 pb).

Os produtos de PCR amplificados foram purificados com o Kit Easy Pure - PCR
Purification (Transgen Biotech). A seguir, os fragmentos up e down foram unidos através
de uma PCR overlapping, utilizando os produtos da primeira PCR como molde,
amplificando a partir dos primers externos flanqueadores (GInA_fwd e GInA_rev). O
produto dessa segunda reacdo de PCR correspondia ao gene glnA contendo a mutagéo

desejada. O resultado da PCR overlapping estd mostrado na Figura 6.
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Figura 6 - PCR overlapping. Os fragmentos, produtos da segunda reacao de PCR, foram
amplificados em gradiente de temperatura. As amostras foram corridas em gel de agarose
1%, tratado com brometo de etideo, a 70V, o marcador utilizado foi 1kb ladder Fermentas
— GeneRuler. Amplificagdo do gene glInA e inser¢do da mutagdo A) H250R B) L293R C)
P349L D) G54C.

Apbs a realizacdo da reacdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos up e down
do gene e a PCR overlapping para insercdo das mutacdes H250R, L293R, P349L e G54C,
os fragmentos foram clivados com as endonucleases de restricio Ndel e Xhol para
clonagem no vetor de expressédo pETNde-M11.

A clonagem dos fragmentos para a constru¢do do plasmideo recombinante foi
confirmada através da digestdo dos plasmideos com endonucleases de restricdo (dados

ndo mostrados).

3.2 Purificacdo das Proteinas Recombinantes

Apds a superexpressdo em todas as condicOes, as proteinas das variantes de GS
deste trabalho foram purificadas em coluna de niquel. As porcdes eluidas durante o
processo foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE, confirmando as purificagdes das
proteinas. A eletroforese em gel de poliacrilamida da purificagdo da GS-gln selvagem
(expressa em meio com glutamina) esta mostrada na Figura 7A, e da GS-N selvagem
(expressa em meio com amdnio) na Figura 7B. As mutantes H250R, L293R, P349L e
G54C, nas duas formas de expresséo (-N e -gln), também foram purificadas (dados nédo

mostrados).
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Figura 7 - Purificacdo da Proteina Glutamina Sintetase Selvagem. Eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% de purificacdo de proteinas por cromatografia de afinidade. O
poc¢o (M) contém o marcador Albumina bovina (BSA) com 66,5 KDa. O pogo (B) contém
o0 Extrato Bruto de proteinas das bactérias os pocos (S) e (I) contém as fragcdes sollveis e
insoltveis do lisado celular, respectivamente. O pogo (N.L) corresponde ao contetdo ndo
ligado a coluna e (L) a lavagem da coluna cromatografica. A proteina purificada foi
eluida. (A) GS-gIn. (B) GS-N.

3.3 Caracterizacgao das variantes da enzima GS purificadas

3.3.1 Atividade Biossintética

A caracterizacdo da enzima GS de E. coli em varias condi¢cbes mostraram que as
formas adenililada e ndo modificada da proteina tém propriedades funcionais distintas, as
quais séo frequentemente usadas para inferir indiretamente o estado de modificagdo pos-
traducional de preparacGes de GS. Entre essas propriedades diferenciais, a atividade
biossintética da proteina GS adenililada ¢é estritamente dependente de ifons Mn?*,
enquanto a ndo modificada depende de fons Mg?* (Kingdon et al, 1967). Para verificar o
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estado de adenililacdo das preparactes da GS desse trabalho, a atividade biossintética das
mesmas foi testada na presenca dos ions Mg?* e Mn?* (Figura 8).

Os resultados da atividade da GS selvagem mostraram que as 2 preparacdes da
GS selvagem (GS-N, GS-gln) parecem estar no estado ndo modificada, ja que a atividade
biossintética foi sempre maior na presenca do ion Mg?*. Ou seja, a condi¢io de inducdo
da GS na presenca de amoénio ndo foi capaz de estimular a adenililacdo da enzima
superexpressa pela GInE de E. coli, diferente do esperado, o que atrapalhou a
interpretacdo dos resultados do experimento. De qualquer forma, para as variantes
mutantes outros padrdes de adenililacdo foram encontrados. As proteinas mutantes
H250R e L293R parecem que foram parcialmente adenililadas nas versdes expressas com
amonio (H250R-N e L29R-N), ja que a atividade biossintética na presenca de Mg?*
aumentou na versao em relacdo as verses expressas com glutamina (H250R-glIn e
L293R-gIn). Ja variante P349L parece estar parcialmente adenililada em qualquer uma
das duas versdes de expressdo (P349L-N e P349L-gln). A variante G54C, por sua vez,
parece estar bastante adenililada tanto na forma expressa com amonio (G54C-N), quanto
na expressa com glutamina (G54C-gln), sugerindo que € possivel que essa mutacao
resulte em uma GS que é substrato constitutivo da ATase. No entanto, como os controles
feitos com a GS selvagem ndo apresentaram o padrdo de regulacdo esperado, as

conclusdes do experimento sdo limitadas.

| MgC|2
* MnCl,
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02

o L l I 1
i
bk LRGN
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SelvagemSelvagem H250R  H250R  L293R L293R P349L P349L G54C G54C
GLN NH4 GLN NH4 GLN NH4 GLN NH4 GLN NH4

Absorbancia 490 nm

(=1

Figura 8. Reacéo Biossintética com MgClz e MnCl2. Em cada reagdo foi adicionado 5
Hg de cada variante da enzima GS, as reag0es foram incubadas por 60 minutos a 37°C na
presenca de Magnésio (barras azuis) ou manganés (barras laranjas). Os dados representam
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a média de 3 experimentos independentes, as barras de erro mostram o desvio padrédo
encontrado para cada média.

3.3.2 Reac¢ao y-GT

Além da dependéncia do metal divalente na reacdo biossintética, diferencas nas
propriedades das formas adenililada e ndo modificada da enzima GS quanto a atividade
y-GT também sdo comumente utilizadas para demonstrar o estado de modificacdo pos-
traducional de preparacdes de GS. Ensaios de caracterizacdo da atividade da enzima GS
de E. coli em diversas condi¢cGes demonstraram que a forma adenililada da enzima tem
atividade y-GT inibida por ions Mg*? (Stadman et al, 1979). Dessa forma, nos testamos a
atividade y-GT das preparacdes de GS desse trabalho na presenca ou auséncia de ions
Mg?*. Os resultados estdo mostrados no grafico da Figura 9.

Os resultados com as duas formas da enzima GS selvagem testadas (GS-N, GS-
gln) corroboram as conclus@es das reacdes biossintéticas, ja que o padrdo de inibicao por
fons Mg?* foi semelhante em todas elas, indicando que a expressdo na presenca de amonio
ndo foi capaz de induzir a adenililacdo pela GInE do hospedeiro. No caso das variantes
mutantes, as proteinas H250R, L293R, e P349L aparentemente estao adenililadas quando
expressas com amonio, e desadenililadas quando expressas em glutamina, indicando que
a regulacdo da modificacdo dessas variantes parece ter obedecido ao modelo ja
anteriormente descrito. A variante G54C, por sua vez, parece estar totalmente adenililada
nas duas condicdes de expressdo. No caso das variantes H250R, G54C e L293R, o0s
resultados da reagdo y-GT corroboram aqueles encontrados com a reacdo biossintética
(Figura 8), ja que ambos sugerem um estado de adenililacdo das proteinas expressas com
amonio, e ndo modificadas para as proteinas expressas com glutamina. No entanto para a
variante P349L parece haver uma discrepancia no resultado, e experimentos

confirmatdrios precisam ser executados.
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Figura 9. Reacdo y-GT. Reagdo y-GT com proteinas selvagem e variantes mutantes
purificadas. Em cada reacdo foi adicionado 5 pg de cada variante da enzima GS, as
reacOes foram incubadas por 60 minutos a 37°C na presenca (barras azuis) ou auséncia de
MgClI> (barras laranja). Os dados representam a media de 3 experimentos independentes,
as barras de erro mostram o desvio padrdo encontrado para cada média.

3.3.3 Reacgéo de Adenililagéo

Para explorarmos o mecanismo de regulacdo da modificacdo das variantes
mutantes, nos realizamos reacGes de adenililacdo in vitro catalisada pela enzima GInE de
H. seropedicae purificada. Como substrato foram utilizadas as variantes de GS expressas
em meio com glutamina, que resulta em uma GS n&o modificada. O resultado foi
analisado pela analise da inibigdo da atividade y-GT por fons Mg?* e estdo mostrados na
Figura 10.

Os resultados das reacdes da adenililagéo in vitro sugerem que a GS selvagem e a
variante H250R parecem ter sido adenililadas pela GInE purificada, ja que a atividade y-
GT aumentou na auséncia de Mg?* apds a reacio de adenililagdo. As variantes L293R e
P349L, por sua vez, aparentemente ndo foram substrato para a reacdo ATase catalisada
por GInE in vitro. A variante G54C, como esperado, ndo sofreu qualquer alteracdo na
atividade y-GT induzida por adenililacdo, ja que o perfil de atividade dessa variante
parece ser de GS adenililada de forma constitutiva.
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Figura 10. Adenililacdo in vitro. Adenililacdo das variantes de GS catalisadas pela GInE
(barras azuis e laranjas). Os controles sem GInE s&o mostrados nas barras cinzas e
amarelas. Em cada reacdo foi adicionado 5 pg de cada variante da enzima GS.
Inicialmente as reagdes foram incubadas na presenca ou auséncia de 2 pg da enzima
ATase por 60 minutos a 37°C, em seguida adicionou-se o0 mix y-GT e as reagdes foram
incubadas por 60 minutos a 37°C na presenga ou auséncia de MgCl.. Os dados
representam a média de 3 experimentos independentes, as barras de erro mostram o
desvio padrdo encontrado para cada média.

3.3.4 Reacdo de Desadenililacio

Para a verificacdo do mecanismo de desadenililacdo in vitro de GS, n6s optamos
por utilizar uma variante truncada de GInE de H. seropedicae, AR-GInE, a qual contém
apenas o dominio de desadenililagdo da enzima. O substrato para a reacbes de
desadenililacdo foram as variantes de GS expressas em meio com amoénio, que deveria
resultar em uma GS adenililada, ao menos parcialmente. Os resultados s&o mostrados na
Figura 11.

Os resultados indicam que a enzima AR-GInE néo foi capaz de mudar o padréo
de inibigdo por ions Mg?* da reagdo y-GT da GS selvagem e das variantes H250R, P349L
e G54C, mas foi capaz de desadenililar a variante L293R. No caso da GS selvagem e da
variante P349L o padrdo antes da incubacdo com a AR-GInE j& era de uma GS ndo

modificada.
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Figura 11. Desadenililacdo in vitro. Desadenililacdo das variantes de GS catalisadas pela
AR-GInE (barras azuis e laranjas). Os controles sem GInE sdo mostrados nas barras
cinzas e amarelas. Em cada reacdo foi adicionado 5 pg de cada variante da enzima GS,
inicialmente as rea¢Oes foram incubadas na presenca ou auséncia de 2 pg da enzima AR-
GInE por 60 minutos a 37°C, em seguida adicionou-se o mix y-GT e as reagdes foram
incubadas por 60 minutos a 37°C na presenga ou auséncia de MgCl.. Os dados
representam a média de 3 experimentos independentes, as barras mostram o desvio padrédo
encontrado para cada média.

3.5 Determinacdo de interacdes proteina-ligante usando fluorimetria de varredura
diferencial (DSF)

Uma das hipdteses para os fenétipos das variantes da enzima GS aqui encontrados
é que as mutagdes analisadas poderiam alterar a ligagdo da GS aos seus diferentes
ligantes, sejam substratos, produtos ou moléculas reguladoras. Para testar a ligagcdo de
ligantes em GS, nos utilizamos a técnica de fluorimetria de varredura diferencial (DSF).
Essa técnica se baseia no aumento da estabilidade da estrutura tridimensional de proteinas
quando ligadas aos seus ligantes. No DSF, a proteina é aquecida, com ou sem ligante, na
presenca de um corante fluorescente especifico para residuos de aminoacidos
hidrofébicos de proteinas, e a fluorescéncia é quantificada em tempo real durante a rampa
de aquecimento. Quando a solucdo atinge uma temperatura na qual a proteina globular
desnatura, os aminodacidos hidrofdbicos do nlcleo da estrutura s&o expostos, aumentando
a fluorescéncia. Essa técnica permite a determinacdo da temperatura média de
desnaturacdo da proteina (Tm). Na presenca de um ligante, a formagdo do complexo
proteina-ligante aumenta a estabilidade da proteina, que é refletida por um aumento na
Tm. Dessa forma, o aumento da estabilidade é proporcional a fracdo proteica que esta



25

formando um complexo com o ligante, permitindo que a ligacdo seja caracterizada
indiretamente. Aqui, nds utilizamos o DSF para demonstrar a ligagdo de ATP, ADP,

glutamato e glutamina as variantes de GS do estudo.

3.5.1 Ligacéo de ATP e ADP as variantes de GS

A Figura 12 traz o dado representativo de um experimento, mostrando a leitura
normalizada da fluorescéncia e a curva derivada. O ponto minimo do vale da curva
derivada corresponde ao Tm (Figura 12B). Esses dados foram usados para construir as
curvas que relacionam a variacdo da Tm pela concentracéo de ligante, mostrado na Figura
13. Os resultados indicam que tanto ATP quanto ADP, com igual afinidade, foram
capazes de ligar em ambas as preparacdes da enzima GS selvagem. Os resultados indicam
ainda que a afinidade de ambos os nucleotideos parece ser a mesma na GS-N e GS-gln,
sugerindo que as diferencas na atividade catalitica ndo se devem a diferencas na afinidade
pelos ATP e ADP (Figura 12A).

Para verificar se nds estivamos observando ligacdo de ATP e ADP no mesmo
sitio da GS, nos fizemos o DSF da ligacdo de ADP utilizando GS saturada com ATP. O
resultado estd mostrado na Figura 14. A curva de ligacdo demonstra claramente que o
ADP néo foi capaz de se ligar a GS quando concentragOes saturantes de ATP estavam
presentes, mostrando que esses dois ligantes de fato competem pelo mesmo sitio de

ligacdo.
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Figura 12. Curva de Melting Glutamina Sintetase GIn e N. A. Curva de ATm da
ligacdo do ATP em GS-gIn eGS- N. B. Curva de Melting derivada da Glutamina Sintetase
e o ligante ATP. Nas reagdes foram utilizadas 5 pg de proteina GS, 4pl tampdo de
interacdo MgCl> 5x, 1pl corante SYBR Orange 100x e concentragdes variadas de ligante
para avaliar a ligagéo entre a GS GIn e GS-N e 0 ATP.
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Figura 13 — Ligacdo de ATP e ADP a GS selvagem. A. Ligacdo de ATP em GS-N B.
Ligacdo de ADP em GS-N C. Comparacéo das curvas de ligacdo de ATP e ADP a GS-
N. Em cada reacdo foi utilizado 5 pg de proteina GS, 4ul tampéo de interagdo MgCl> 5x,
1ul corante SYBR Orange 100x e concentragcdes variaveis de ligante para avaliar a
ligacdo entre a GS e moléculas ATP e ADP.
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Figura 14. Ligacdo de ADP em GS-N saturada com ATP. Nas rea¢des foram utilizadas
5 ug de proteina GS, 4l tampdo de interacdo MgCl2 5%, 1ul corante SYBR Orange 100x,
concentragdes variadas de ADP, e 2 na curva azul 2 mM do ligante ATP.

Uma vez determinadas as condicdes para verificacdo da ligacdo de ligantes a
proteina GS por DSF, nos utilizamos a técnica para verificar a ligacdo de ATP e ADP as
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variantes mutantes de GS estudadas nesse trabalho. Os resultados estdo mostrados na
Figura 15 indicam que a variante H250R liga-se ao ATP e ADP de forma semelhante a
GS selvagem. As variantes mutantes L293R e P349L possuem afinidade menor pelo ATP
e pelo ADP em relacédo a GS selvagem, enquanto a variante G54C aparentemente nao foi

capaz de ligar ATP e ADP nas condigdes testadas.
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Figura 15 Ligacdo de ATP e ADP a GS selvagem e mutantes A. Curva de ligacdo do
ATP B. Curva de ligacdo do ADP. Nas reac6es foram utilizadas 5 g de proteina GS, 4l
tampado de interacdo MgCl 5%, 1pl corante SYBR Orange 100x e concentragfes variadas
do ligante ATP ou ADP.

A auséncia de ligacdo de ATP pelo mutante G54C em tamp&o contendo ions Mg?*
possivelmente explica a auséncia de atividade enzimatica dessa variante na presenca de
MgCl: (Figuras 8 e 9). No entanto, esses experimentos indicaram que quando ions Mn?*
estavam presentes, essa variante enzimatica apresentou atividade. Por isso, nds
procuramos verificar se a variante mutante G54C era capaz de ligar ATP e ADP na
presenca de fons Mn?*. Os resultados apresentados na Figura 16 indicam que de fato a
mutacdo G54C provocou uma perturbacado no sitio de ligacdo de nucleotideo de tal forma
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que impediu a entrada de MgATP, mas com a possibilidade da coordenacdo de MnATP,
explicando o fendtipo de atividade enzimética peculiar encontrado nos experimentos
anteriores com esse mutante, os quais haviam sido erradamente interpretados como

adenililacéo constitutiva.
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Figura 16. Ligacdo de ATP a GS G54C utilizando tampdo MnCl2 e MgCl2.Nas
reacGes foram utilizadas 5 pg de proteina GS da variante mutante G54C, 1ul corante
SYBR Orange 100x, concentragdes variadas do ligante ATP e tampdo de interacdo 5x
composto por 25 mM de MgClz ou 5 mM de MnCl», conforme indicado.

3.5.2 Ligacédo de glutamato e glutamina as variantes de GS

Além de nucleotideos, o sitio ativo da enzima GS é capaz de se ligar ao substrato
glutamato (na reagdo biossintética) ou ao substrato glutamina (na reagdo y-GT). Para
estudar a interacdo desses substratos com as variantes de GS desse estudo, nés utilizamos
DSF conforme mostrado nas Figuras 17 e 18. Os resultados indicam que tanto glutamato,
quanto glutamina, ndo sdo capazes de se ligar a GS, exceto quando da prévia saturagdo
de GS com ATP. Esses resultados indicam que o sitio de ligacdo de glutamato ou
glutamina sé se forma com a prévia ligacdo de ATP. As conclusdes aqui apresentadas
contrariam a previsao feita anteriormente por estudos espectroscopicos que sugeriam que

Glutamato e ATP ligariam em GS em uma ordem aleatoria (Rhee et al, 1981).
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Figura 17. Ligacdo do Glutamato e do ATP a GS-N. Ligagao do glutamato a GS-N em
verde e em azul a ligacdo do ATP a GS-N. Nas reac6es foram utilizadas 5 g de proteina
GS, 4pl tampéo de interacdo MgCl> 5x, 1ul corante SYBR Orange 100x e concentragdes
variadas do ligante ATP e Glutamato. Em rosa, a ligacdo do glutamato a GS-N saturada
com ATP, foram utilizadas concentra¢des variadas de ATP para incubagdo e 2 mM do
ligante glutamato.
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Figura 18. Ligagdo da Glutamina e ATP a GS-N. Ligacdo da glutamina a GS-N em
amarelo e em azul a ligagdo do ATP. Nas reacdes foram utilizadas 5 pg de proteina GS,
4ul tampéo de interacdo MgCl2 5x, 1pl corante SYBR Orange 100x e concentragdes
variadas do ligante ATP e Glutamina. Em cinza, a ligagdo da glutamina & GS-N saturada
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com ATP, foram utilizadas concentracfes variadas de ATP para incubacdo e 2mM da
ligante glutamina.

Nos também testamos se 0 ADP era capaz de substituir ATP na formagao do sitio
ativo de glutamina e glutamato. Os resultados mostrados na Figura 19 indicam a ligagdo
prévia de ADP também é capaz de formar o sitio de ligacdo de glutamato e glutamina, de

modo semelhante ao ATP.
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Figura 19. Ligacdo de glutamato em GS-N saturada com ATP e ADP. Nas reacdes
foram utilizadas 5 pg de proteina GS, 4ul tampéo de interagdo MgCl, 5x, 1ul corante
SYBR Orange 100x, concentracdes variadas de ATP e ADP, e 2 mM do ligante
glutamato.

No6s também utilizamos o DSF para verificar a interacdo de glutamato com as
variantes mutantes de GS saturadas com ATP, e os resultados estdo mostrados na Figura
20. Dessa forma, podemos observar que as variantes mutantes H250R, L293R e P349L
parecem ligar o glutamato com menor afinidade do que a proteina selvagem. A variante
G54C, por sua vez, ndo foi capaz de ligar o glutamato, presumidamente por ndo ter ligado
ATP, ja que o experimento foi feito na presenca de ions Mg?*. O mesmo experimento
sera repetido na presenca de Mn?* para que a ligaco do glutamato possa ser observada.
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Figura 20. Ligacdo do Glutamato a GS selvagem e mutantes. Nas reacdes foram
utilizadas 5 pg de proteina GS, 4ul tampéo de interagdo MgCl, 5x, 1pl corante SYBR
Orange 100x, concentracdes variadas de ATP, e 2 mM do ligante glutamato.

3.6 Modelagem computacional

O modelo na forma monomérica da estrutura tridimensional da proteina
Glutamina Sintetase de Herbaspirillum seropedicae foi obtido por modelagem molecular
por homologia. Dentre os 500 modelos gerados pelo programa Modeller, foram
ranqueados os 10 melhores a funcdo do DOPE score. A partir do grafico de
estereoquimica (Figura 21) foi avaliado o modelo final. Por meio da ferramenta de
sobreposi¢do do programa Coot (Krissinel et al., 2004), utilizando o molde 1F52 foi

gerado 0 modelo dodecamérico (Figura 22).
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Figura 21. Avaliacdo do Modelo construido. Grafico Ramachandran do modelo
computacional da estrutura tridimensional de GS.

Figura 22. Modelo dodecamérico da estrutura tridimensional da Glutamina Sintetase de
H. seropedicae.

Uma vez construido o modelo da enzima, os aminoacidos que foram mutados
pontualmente no presente trabalho foram mapeados na estrutura. Os resultados indicam
que as mutacfes G130S, L293R e P349L estdo muito proximos ao sitio de liga¢do dos
nucleotideos ATP ou ADP, com grande potencial para interferir na atividade catalitica da

enzima (Figura 23).



33

H250

Figura 23. Modelo computacional da estrutura monomérica da Glutamina Sintetase
demostrando a posi¢do dos aminoacidos mutagenizados na enzima em relacéo ao sitio de
ligacdo de nucleotideos. Nesta Figura, os residuos de aminoacidos que foram
mutagenizados sdo representados em vermelho, a molécula ADP é representada em azul
e os cofatores Mn?* sdo representados em roxo.

O residuo G54 encontra-se relativamente afastado do sitio de ligacdo do
nucleotideo na subunidade em que o amino&cido se encontra, porém a partir de um
modelo computacional do dodecamero, podemos perceber que o residuo G54 encontra-
se proximo ao sitio de ligacdo do ATP da subunidade adjacente (Figura 24),
possivelmente causando uma alteracdo na estrutura ou até mesmo na afinidade pela

molécula.

, Subunidade
subjacente

Sitio de ligagao
do ATP da G54
subunidade

Figura 24. Localiza¢do do residuo G54 no dodecamero de GS. Modelo da estrutura
tridimensional da enzima demonstrando a localizacdo da posicdo 54 préxima ao sitio de
ligacdo do ATP e dos metais cofatores da subunidade adjacente.
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4. Discussao

A regulacdo do metabolismo de nitrogénio das bactérias é fortemente dependente
da regulacéo da atividade da enzima GS, a primeira da via de assimilacdo de amonio. O
metabolismo bacteriano é regulado para manter uma homeostase da concentracdo dos
principais metabolitos doadores de grupos amino para as reacOGes biossintéticas: o
glutamato e a glutamina (Schumacher et al, 2013). Assim, condi¢des bastante diversas de
disponibilidade de nitrogénio no meio ndo devem resultar em grandes variagdes na
concentracdo intracelular desses metabolitos. Dentro desse contexto, mutacdes que
alterem de alguma forma a regulacdo da atividade da enzima GS podem causar grandes
perturbacdes metabolicas na célula, dando origem a fenotipos pleiotropicos de dificil
previsdo. Embora o mecanismo bioquimico ainda ndo esteja esclarecido, essa é
possivelmente a racionalizacdo dos fendtipos de fixacdo bioldgica de nitrogénio
constitutiva encontrada em mutantes espontaneos da bactéria A. brasilense (Machado et
al, 1991). Como temos interesse tanto em compreender o fendmeno metabdlico
desencadeado por essas mutacdes, bem como em construir estirpes da bactéria H.
seropedicae super fixadoras de nitrogénio, nos decidimos reproduzir as mutacdes
encontradas naquele trabalho com A. brasilense na GS de H. seropedicae para realizar
estudos in vitro. Para 0s estudos in vitro as proteinas mutantes ativas foram expressas de
forma recombinante em sistema heter6logo.

Quimicamente, na mutacdo H250R, o aminoacido Histidina foi substituida por
Arginina, que se caracterizam por possuirem grupo radical (R) carregados positivamente
e sdo hidrofilicos, indicando que esta mutacdo no gene trocou aminoacidos com
caracteristicas semelhantes, além de que, a posi¢do 250 na proteina, encontra-se fora do
sitio ativo em questdo, tornando esta variante com o fendtipo mais parecido com a
selvagem. Em L293R o aminoacido Leucina € trocado por Arginina: a leucina possui
Grupo R apolar, alifatico e tende a se agrupar no interior de proteinas, estabilizando a
estrutura por meio de interagfes hidrofobicas e a arginina possui grupo R carregado
positivamente e € hidrofilico, este fator pode estar interferindo na conformacéo das
ligacOes ao redor na estrutura proteica (Nelson e Cox, 2014). Na variante P349L,
substituimos uma prolina de cadeia lateral alifatica com estrutura ciclica, onde o grupo

imino é mantido em configuracéo rigida e reduz a flexibilidade estrutural por Leucina ,
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que tem o Grupo R apolar, alifatico e tende a se agrupar no interior de proteinas,
estabilizando a estrutura por meio de interagdes hidrofobicas, assim como a mutagdo em
G54C, em que, muda-se a Glicina de estrutura muito simples e apolar pelo aminoacido
cisteina com grupos sulfidrilas (Nelson e Cox, 2014). Isso possivelmente explica o
fenotipo divergente da proteina selvagem in vitro.

Nos investigamos a atividade enzimatica das versdes adenililada e ndo modificada
das variantes enzimaticas, e procuramos fazer a adigdo e a remogdo dos grupamentos
AMP utilizando a GInE purificada. Os resultados indicaram que todas as enzimas foram
purificadas em suas formas ativas. Sobre a regulacdo poés-traducional, os resultados
indicam que a variante H250R parece ser adenililada e desadenililada por um mecanismo
semelhante a selvagem. Sobre os mutantes L293R e P349L, os diferentes experimentos
aqui realizados sdo discrepantes e ndo conclusivos. Esses experimentos indiretos
indicaram que a variante G54C parecia estar constitutivamente adenililada, no entanto os
experimentos de interacdo indicaram que essa proteina ndo é capaz de interagir com ATP
ou ADP na auséncia de Mn?*, o que levou a uma dificuldade na interpretagdo dos
resultados dessa variante. De modo geral, a analise criteriosa dos nossos dados indica que
ainda carecemos de um método para visualizar diretamente a modificacdo pods-
traducional, apenas os métodos funcionais indiretos que foram aqui utilizados
aparentemente ndo serdo suficientes para que conclusdes mais precisas possam ser
tiradas, especialmente quando trabalhamos com as variantes mutantes que podem ter um
comportamento muito diferente da GS selvagem nesses experimentos. Para esse fim, nos
estamos tentando padronizar andlises de espectrometria de massas que permitam
diferenciar a versdo modificada da versdo ndo modificada da enzima.

A ligacdo de ATP, ADP, glutamato e glutamina em GS é importante, tanto porque
essas moléculas podem servir como substratos das reacdes biossintética e y-GT, quanto
porque sao reconhecidamente moléculas reguladoras da atividade de GS. Para avaliar a
ligagdo desses ligantes a enzima, realizamos a determinagdo de interagdes proteina-
ligante usando fluorimetria de varredura diferencial (DSF) e podemos avaliar que enzima
tem afinidade pelo ATP e também pelo ADP (Figura 13A e 13B). Os dados indicam que
ATP e ADP ligam com igual afinidade a GS (Figura 13C), e aparentemente ndo ha
diferengas na afinidade por esses ligantes entre a proteina modificada ou ndo modificada
(Figura 12A). Porém quando incubamos GS com o ATP inicialmente e logo apos
realizamos a ligagdo com o ADP, podemos perceber que o mesmo ndo se liga,

demonstrando que ambos possuem o mesmo sitio de ligagéo (Figura 14).
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A variante mutante H250R se ligou ao ATP e ADP de forma muito parecida a
selvagem, enquanto as variantes L293R e P349L parecem ter ligado com menor afinidade
(Figura 15). A variante G54C, por sua vez, s0 é capaz de ligar ATP na presenca de ions
Mn?* (Figura 16). A Figura 20 mostra que assim como a GS selvagem, as variantes
mutantes também se ligam ao glutamato apds a incubacéo prévia da enzima com o ATP.

Os resultados mostram que as modificacbes na enzima GS, promoveram
alteragBes que variam de acordo com a posi¢do do aminoacido substituido, levando a
observacdes importantes sobre modificacGes que ocorrem nos mecanismos de regulacédo

da assimilacdo do aménio em Herbaspirillum seropedicae.
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Resumo

A fixacgdo do Nitrogénio consiste na reducdo do nitrogénio atmosférico a aménio por um
pequeno grupo de procariotos, chamados diazotréficos. A fonte preferencial de nitrogénio
em bactérias € 0 aménio. Uma das vias de assimilacdo do amdnio € a da Glutamina
Sintetase (GS), nesta via, 0 glutamato é aminado a glutamina, que tem seu grupo amida
transferido para o 2-OG para formar duas moléculas de glutamato. Em estudos anteriores,
foram encontradas estirpes mutantes da bactéria Azospirillum brasilense capazes de
excretar amonio e fixar nitrogénio constitutivamente, ndo sendo inibidas por altas
concentragcfes de aménio, como a estirpe selvagem. Esses e outros feno6tipos encontrados
nas estirpes mutantes foram atribuidos a mutages pontuais no gene glnA, que codifica a
enzima GS, ou em sua regido promotora. Esses resultados sugerem que o conhecimento
do mecanismo de regulacdo da atividade de GS de H. seropedicae pode 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 amonio.O presente
estudo teve como objetivo construir uma estirpe da bactéria Herbaspirillum seropedicae
com mutacdo pontual no gene gInA, expressando uma variante mutante de GS a partir do

DNA cromossomal para estudos in vivo.

Palavras-chave: Glutamina Sintetase, Recombinacdo Homologa, Fixacdo de Nitrogénio
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Abstract

Nitrogen fixation consists of the reduction of atmospheric nitrogen to ammonium by a small group
of prokaryotes, called diazotrophs. The preferred source of nitrogen in bacteria is ammonium.
One of the pathways of ammonium assimilation is that of Glutamine Synthetase (GS), in this
pathway, glutamate is aminated to glutamine, which has its amide group transferred to 2-OG to
form two glutamate molecules. In previous studies, mutant strains of Azospirillum brasilense
bacteria have been found that are able to excrete ammonium and fix nitrogen constitutively, and
are not inhibited by high concentrations of ammonium like the wild-type strain. These and other
phenotypes found in the mutant strains were attributed to point mutations in the gInA gene, which
encodes the GS enzyme, or in its promoter region. These results suggest that knowledge of the
mechanism of regulation of GS activity of H. seropedicae may suggest ways to genetically
manipulate the bacterium with the aim of generating strains capable of constitutive nitrogen
fixation and, consequently, of excreting ammonium.The present work aimed to construct a strain
of the Herbaspirillum seropedicae bacterium with point mutation in the gInA gene, expressing a

mutant variant of GS from chromosomal DNA for in vivo activities.

Key words:. Glutamine Synthetase, Homologous recombination, gInA, Nitrogen fixation
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1. Introducéao

1.1 Importancia da fixacéo bioldgica de nitrogénio

A fixacdo do Nitrogénio é uma parte importante do ciclo bioquimico deste
elemento. Ela consiste na reducdo do nitrogénio atmosférico a aménio por um pequeno
grupo de procariotos, chamados diazotréficos (Dixon and Kahn, 2004). Organismos
diazotroficos podem converter nitrogénio atmosférico, altamente estavel, em moléculas
mais reativas contendo nitrogénio, as quais estdo disponiveis para outros seres Vivos.
Fazendo isso, os diazotrofos repdem o nitrogénio na biosfera perdido pela desnitrificagéo.
Além desta importancia ambiental, a fixacdo bioldgica do nitrogénio também é muito
importante para a agricultura. O Nitrogénio é geralmente o fator limitante para a
produtividade das culturas agricolas, justificando a grande demanda por fertilizantes
nitrogenados na agricultura. Uma alternativa para a fertilizacdo nitrogenada € a
inoculacdo das culturas com bactérias fixadoras de nitrogénio que podem promover um
aumento na produtividade. Varias bactérias promotoras de crescimento de plantas ja
foram descritas. Este grupo de bactérias inclui as de vida livre, aquelas que estabelecem
relacBes simbidticas especificas com as plantas e aquelas que podem colonizar a
superficie e os tecidos internos das plantas, assim chamadas endofiticas (Glick, 2012). As
bactérias promotoras de crescimento de plantas mais amplamente utilizadas como
inoculante vegetal sdo as bactérias rizobios, tal como Rhizobium leguminosarum e
Bradyrhizobium japonicum. Estas bactérias formam nodulos nas raizes de plantas da
familia Fabaceae (leguminosas). Tais nodulos sdo estruturas Unicas da planta para
hospedar as células dos rizébios, que se especializam para formar bacteridides. O
ambiente do nddulo é otimizado para fixacdo do nitrogénio, e o nitrogénio fixado desta
forma é incorporado na biomassa da planta. Estima-se que a economia com fertilizantes
nitrogenados atribuida ao uso de rizobios em soja no Brasil seja em torno de U$ 3 bilhdes
por ano (Alves et al, 2003). Apesar de a inoculagdo de culturas com bactérias rizobios ser
uma tecnologia amplamente empregada, as culturas de gramineas ndo podem ser
beneficiadas com ela. Isto porque nodudlos de rizobios sdo formados exclusivamente em
raizes de leguminosas. Como as gramineas estdo entre as principais culturas vegetais no
mundo, o desenvolvimento de um inoculante com bactérias promotoras de crescimento
de vegetal para essas plantas teria um gigantesco interesse ambiental e econémico. Em

tal perspectiva, muitas bactérias diazotroficas endofiticas, capazes de colonizar tecidos
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internos de gramineas tém sido isoladas e caracterizadas. Este grupo inclui a bactéria

Herbaspirillum seropedicae.

1.2 Assimilacdo do nitrogénio

A fonte preferencial de nitrogénio em bactérias € o amonio, o qual é combinado
com o esqueleto carbonico do 2-oxoglutarato (2-OG) para formar glutamina e glutamato
(Merrick e Edwars, 1995). Esses aminoacidos, por sua vez, servem como doadores de
nitrogénio para reacOes biossintéticas. A principal via de assimilacdo de aménio em
bactérias é a via da Glutamina Sintetase (GS). Nessa via, 0 glutamato é aminado a
glutamina, a qual tem seu grupo amida transferido para o 2-OG pela enzima Glutamato
Sintase (GOGAT) para formar duas moléculas de glutamato (Bulen and LeComte, 1966;

Hageman and Burris, 1978).

1.3 Glutamina sintetase

A GS bacteriana, codificada pelo gene gInA, é uma proteina dodecamérica
formada pela unido face a face de dois anéis hexaméricos (Almassy et al, 1986). Desta
forma, GS possui doze sitios ativos, com estrutura descrita como “funil duplo”, no qual o
ATP e glutamato se ligam em extremidades opostas (Figura 1). Os anéis hexaméricos da
GS se mantém unidos gracas as interacdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio entre
eles (Almassy et al, 1986).

A atividade de GS pode ser regulada de multiplas formas. Metabolicamente, o
fluxo através de GS pode ser regulado até quatro vezes. Essa regulacdo metabolica ocorre
via niveis de substrato (amoénio e glutamato intracelular), inibicdo pelo produto
(glutamina), o estado redox da célula (NADPH), e o estado energético da célula (ATP)
(van Heeswjik, 2013). Além da regulacdo metabolica, a atividade de GS pode ser regulada
por adenililacdo reversivel de um residuo conservado de tirosina em cada subunidade
(Reitzer, 2003).
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Figura 1. Modelo dodecamerico da estrutura tridimensional da Glutamina Sintetase de
H. seropedicae.

1.4 GInE
GInE é uma enzima com 946 aminoécidos e 3 dominios funcionalmente e
estruturalmente distintos. As duas atividades de GInE (AT — Adenilil Tranferase / AR -
Adenilil Removedora) estdo localizadas em dois dominios diferentes, mas homologos
(dominios Nucleotidil Transferase — NT) separados por um dominio ligante central
(Figura 2).

Regido

Regiao AR Central Regido AT
AMP RN Regulatério TN

v / v AMP

Figura 2. Dominios da proteina GInE com atividade Removedora e atividade
Transferase. O dominio N-terminal (Regido AR) tem atividade removedora da
modificacdo e o dominio C-terminal (Regido AT) tem atividade de inserir a modificacéo
e sdo separados por um dominio ligante central, o dominio regulador.

O dominio N-terminal tem atividade AR e o dominio C-terminal tem atividade AT
(Jaggi et al, 1997; Clancy et al, 2007; Jiang & Ninfa, 2007). O dominio central interage
com as proteinas da familia PIl e dependente desta interacdo para uma ou outra atividade
(Clancy et al., 2007; Jaggi et al., 1997).

1.5 Proteinas da familia P11

As proteinas PI1 sdo participantes importantes do sistema Ntr, controlando a atividade
de muitas proteinas alvo através de interacdo proteina-proteina (Reitzer, 2003). Proteinas
da familia PIl sdo homotrimeros usualmente submetidas a uridililacdo pos traducional)
(Francis e Engleman, 1978).

As proteinas da familia PIl possuem alto grau de homologia entre si e sdo capazes de
fazer a transducdo de sinal através de interacéo proteina-proteina com diversos alvos. Elas
podem regular enzimas, fatores de transcricdo, proteinas de membrana, alvos

principalmente relacionados ao metabolismo de nitrogénio (Huergo et al., 2013).
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O efeito que as proteinas PIl causam nos seus alvos depende tanto das mudancas
conformacionais transmitidas pelos seus efetores moleculares, quanto as modificagdes
pos traducionais que os homotriméros podem acumularem em seus T-loop (M. Merrick,
2015). H. seropedicae possui duas proteinas da familia PIl, uma codificada pelo gene
gInB que € monocistronico e expresso constitutivamente, e outra codificada pelo gene
gInK que se encontra no operon nimAginKamtB que é NtrC-dependente (Noindorf et al.,
2011).

1.6 Sistema Ntr
O sistema Ntr (“Nitrogen regulation system”) é formado por diversas proteinas, dentre
elas: enzima glutamina sintetase (GS) (produto do gene gInA), NtrB, NtrC, UTase/UR
(GInD), ATase (GInE) e proteinas do tipo PII (Merrick & Edwards, 1995). No sistema
Ntr, a proteina efetora da transcricdo é o regulador de resposta NtrC, que ativa a
transcricdo de promotores reconhecidos pela RNA-polimerase contendo ¢ 54 (Kustu et
al., 1989).

A cinase sensorial do sistema Ntr, denominada NtrB, é bifuncional sendo cinase
fosfatase. NtrB/NtrC formam um sistema de dois componentes classico, onde NtrB é
capaz de sensoriar sinais ambientais e transferir a informacao para a proteina efetora NtrC
através de uma fosforilacdo (Kamberov et al., 1994; Sanders et al., 1992).

Sob condicdes de limitacdo de nitrogénio, o grupamento UMP ¢ adicionado a PlIl,
promovendo a atividade de cinase da NtrB, resultando na fosforilacdo de NtrC. Por outro
lado, a remocdo de UMP da proteina PIl promove a atividade de fosfatase da NtrB,
interferindo nos niveis de expressao das proteinas de todo o sistema (Persuhn et al., 2000;
Truan et al., 2010).

1.7 Mutacéo no gene ginA
Machado et al. (1991) selecionou, em um trabalho, mutantes espontaneos de A.
brasilense Sp7 capazes de excretar amonio que fixavam nitrogénio constitutivamente
mesmo em concentracdes altas de aménio, condi¢do que ndo era encontrada na estirpe
selvagem. Esse fendtipo encontrado nas estirpes mutantes foi atribuido a mutagdes
pontuais no gene gInA, que codifica a enzima GS. A partir da realizacdo um alinhamento
estrutural de proteinas, as mutacGes encontradas no gene glnA das estirpes excretoras de

A. brasiliense foram identificadas em H. seropedicae.
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Devido ao fenOtipo excretor encontrado em mutantes espontaneos nesses
Azospirillum brasilense (Machado et al, 1991), o presente trabalho teve como objetivo
substituir, por recombinacdo homdloga, o gene que codifica a proteina GS de H.
seropedicae pelos genes contendo a mutacdo pontual encontrada no alinhamento
estrutural de sequéncias, a G130S (O aminoacido Glicina sendo substituida pelo
aminoacido serina na posicdo 130 da enzima), assim, gerando uma estirpe que expresse
uma variante mutante de GS a partir do DNA cromossomal para estudos in vivo. Como 0
mecanismo de regulacdo da atividade da enzima GS de H. seropedicae e ainda carece de
esclarecimento, esse trabalho também pretende fornecer dados que contribuam para o
melhor entendimento da via de assimilacdo de nitrogénio dessa bactéria e sugerir formas
de manipular geneticamente a bactéria com o objetivo de gerar estirpes capazes de fixacao

de nitrogénio de forma constitutiva.

2. Materiais e Métodos

2.1 Meios de cultura e condicdes de cultivo

As estirpes de H. seropedicae foram cultivadas em meio NFb-malato (Klassen et
al., 1997). Para os experimentos de conjugacdo foi utilizada uma combinagdo do meio
NFb-malato e Luria-Bertani Agar. Como fonte de nitrogénio foi adicionado 20 mM de
cloreto de amonio ou 5 mM de glutamato, conforme indicado em cada experimento.

Para o preparo do meio NFb-malato, foi adicionada solucdo contendo fosfatos,
composta por Fosfato Monopotassico (159,4 g/L) e Fosfato Dipotéssico (17,8 g/L), sendo
chamado de Nfb -malato HPN. Estas solucGes foram esterilizadas por autoclavagédo
separadamente e adicionadas ao meio no momento do uso.

Para o preparo das placas de selecdo dos transconjugantes foi utilizado o meio
NFb-malato Agar (Agar 15 g/L) e para a estocagem das estirpes de H. seropedicae foi
utilizado o meio NFb-malato semi-solido (Agar 1,5 g/L).

Todos os meios utilizados continham os antibiéticos adequados para determinada

selecdo em cada etapa do experimento.

2.2 Bactérias e plasmideos
As bactérias utilizadas neste trabalho foram E. coli TOP 10 (Invitrogen) (estirpe
para propagacdo e estoque de plasmideos), E. coli S.17 (Simon et al., 1983) (estirpe

conjugadora).
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Utilizamos também a estirpe parental H. seropedicae SmRI (Souza et al., 2000).
Os plasmideos utilizados neste trabalho foram o pETNde-M11 (Little et al, 2011) e o
pK18-mobSacB (Schafer et al., 1994).

2.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificagdo dos genes de estudo em um volume final de 25 pL foi feita a
seguinte reacdo: 2,5 pL do tampao da phusion DNA polimesase 10X, 0,5 pL de dNTPs
10 mM, 0,75 pL de cloreto de magnésio 50 mM, 0,5 pL de phusion DNA polimerase
(producéo proépria), 2 pL de solucdo contendo DNA gendémico de H. seropedicae, 16,75
pL de &gua ultrapura e 1 pL de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 1) 10 pM. A
reacao foi realizada em 25 ciclos de desnaturacdo (98°C, por 30 segundos), anelamento
em gradiente de temperatura (45 segundos) e extensao (72°C, por 1 minuto). Apds o final

dos ciclos, 7 minutos de extensao a 72°C.

Nome Sequéncia 5’- 3’
G130S_fwd CACCGCCTACTTCAGTCCGGA
G130S_rev TCCGGACTGAAGTAGGCGGTG
BamHI mut_fwd GCCGACATGTCCGGATCCTTCG
BamHI mut_rev CGAAGGATCCGGACATGTCGGC
GS Rec_fwd CATCTATCTAGAATGGCAAGGACGGCCGCAGA
GS Rec_rev CGCACTGCAGTTACAGCGAGTAGTACATGTCGA

Tabela 1 - Lista de oligonucleotideos iniciadores (primers) que foram utilizados nas
reacOes da PCR deste trabalho

2.4 Amplificacdo de 5 variantes do gene que codifica para GS

Uma mutacdo que codificam enzimas GS contendo a substituicdo G130S foi
adicionada no gene gInA de H. seropedicae. Dessa forma, na posicdo 130 da enzima, o
aminoacido Glicina foi substituido por Serina (G130S).

Para compor a estratégia utilizada para reconhecimento do evento de
recombinacédo, foi adicionada ainda uma mutag&o silenciosa que insere um novo sitio
BamHI na posic¢ao 447 pb do gene gInA, gerando o fragmento ginABamHIMut.

Para construir esses genes contendo a mutacao pontual, o gene gInA foi submetido
a duas amplificages por PCR com dois pares de iniciadores para cada mutagdo: um par

abrangendo a regido inicial do gene até o ponto da mutacdo (fragmento up) e o outro par
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abrangendo a regido partir da mutacéo até o final do gene (fragmento down). Os primers
internos das amplifica¢fes up e down eram complementares entre si e possuiam a mutagdo
pontual desejada. Os fragmentos up e down eram entdo unidos em uma nova reacgdo de
PCR, utilizando os primers flanqueadores do gene, a PCR overlapping. O esquema de
construcdo dos mutantes esta mostrado na Figura 3. Para a clonagem em vetor de
recombinacédo, os primers flanqueadores usados foram o GS rec_fwd e GS rec_rev. O
produto dessa segunda reacdo de PCR correspondia ao gene glnA contendo a mutacao

desejada.
O, . ~S\
vp ---------------- T
Primeira PCR
cD
<o

Segunda PCR

\

Produto Final

Figura 3. Estratégia utilizada nas reacbes de PCR para a sintese das variantes
mutantes do gene gInA.

Os primers internos sdo complementares e possuem a mutacao pontual desejada.
As regides inicial e final do gene foram amplificadas separadamente. A seguir, uma nova
PCR foi realizada, utilizando os produtos da primeira PCR como molde, com os primers
externos. O produto final corresponde ao gene gInA contendo a mutagédo desejada.

Para a clonagem dos fragmentos amplificados no vetor de expressao
pK18MobSacB., o fragmento correspondente ao gene glnA contendo a mutagdo foram

clonados nos sitios Pstl e Xbal do vetor.

2.5 Construcao das estirpes mutantes de H. seropedicae

As culturas de E. coli S17 com o plasmideo recombinante (célula doadora) e H.
seropedicae (celula receptora) foram cultivadas sob agitagdo em meio de cultura e sem

adicdo de antibioticos.
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Ap0s o periodo de crescimento, as estirpes doadora e receptora foram misturadas
em proporcdes diferentes em microtubos e plaqueadas em polos opostos da placa em meio
Malato e LA. A seguir, a massa de células formada foi raspada, ressuspensa em meio
NFb-Malato, diluidas seriadamente e uma aliquota de 250 pl plaqueada em meio NFb-
malato solido sem adicdo de fosfatos e com antibioticos para a selecao.

Apos 48 horas, as col6nias crescidas na placa, foram inoculadas em meio NFb-
malato contendo antibioticos para selecéo, reinoculadas e entdo, foi realizada uma reacao
de PCR com os supostos recombinantes simples para confirmacao da insercao da mutacédo
no primeiro evento de recombinacé&o.

Os supostos recombinantes foram escolhidos e cultivados durante a noite. Apds o
crescimento, 250 pl das culturas retirados e plaquados em NFb-Malato sélido contendo
0 antibidtico estreptomicina 80 pug/mL e 5% de sacarose para selecéo positiva, incubados
por 48 horas a 30°C. As colbnias crescidas na placa foram riscadas e selecionadas
novamente em placas contendo antibi6ticos de selecdo por 48h incubadas a 30°C e entéo,
as coldnias crescidas foram cultivadas, e submetidas a uma outra reagdo de PCR para
confirmacéo do segundo evento de recombinacao.

O produto desta reacdo de PCR foi cortado com a enzima de restricdo BamHlI
para confirmacdo da presenca da mutacdo silenciosa no gene, 0 que comprovaria o

segundo evento de recombinagéo.

2.6 Reacao Biossintética

As reacdes biossintéticas de GS foram realizadas em microtubos de 1,5 mL, aos
quais foram adicionados 5 pg de proteina GS para proteinas purificadas ou 5 pg de
proteina total para os extratos das estirpes de H. seropedicae e 0 mix biossintético, que
contém Imidazol pH 7,5 (100 mM), hidroxilamina (50 mM), MgCl, (60 mM), glutamato
(170 mM). As reacdes foram disparadas pela adicdo de ATP (concentragéo final de 14
mM) e incubada a 37°C por 60 minutos.

A reacdo foi parada com a adi¢do de um Stop Mix, composto de Cloreto férrico
(0,04 mM), Acido tricloroacético (0,12 mM) e Acido Cloridrico (0,61 mM). A
quantificacdo da reacdo foi feita através da leitura da absorbancia a 490 nm do produto.

As reacdes com mix biossintético também foram realizadas com os ions Mn?*,

adicionando-se MnCl (60 mM) ao invés de MgCl..



52

3. Resultados

3.1 Amplificacdo das variantes do gene que codifica para GS e Clonagem dos

genes que serdo usados para Recombinacdo Homéloga

Para a construcdo de estirpes de H. seropedicae contendo o gene mutantes desse
trabalho, era necessario inicialmente desenvolver uma forma para diferenciar facilmente
a versdo selvagem das versdes mutantes do gene glnA. Para isso, nos inserimos uma
mutac&o silenciosa no gene glnA que conferia um novo sitio de reconhecimento para a
enzima de restricdo BamHI, e essa versdo génica, chamada glnABamMut, foi utilizada
para a insercao das mutacdes do estudo. Os genes mutantes foram construidos utilizando

a metodologia de primers complementares.

A B

1500 1500
700 700 — G130S
500 500
250 — G130S 250
C
1500 —G130S
700
500

250

Fig.4 - Amplificacdo dos fragmentos do gene para insercdo da mutacdo G130S no
gene gInA de Herbaspirillum seropedicae. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo e visualizado em transiluminador UV. O primeiro poco de cada gel contém o
marcador 1kb fermentas — GeneRuler. A) Fragmento Down (395 pb) B) Fragmento UP
(1042 pb); C) PCR overlapping (1416 pb)

Ap0s a construcdo, a variante génica G130S foi clonada no vetor pK18Mob-sac.
A confirmacéo da clonagem do plasmideo G130S-pK18 foi feita atraves da digestdo dos

plasmideos com endonucleases de restricdo e reacdo de PCR (Figura 5).
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1500 — G130S

700
500
250

Figura 5. Confirmagéo da clonagem do gene que codifica a variante GS - G130S no
vetor pK18Mob-sac. Confirmacédo de Clonagem da variante mutante G130S através de
PCR. Ampliagdo do gene gInA utilizando os primers GS Rec up e GS Rec down. As
amostras foram corridas em gel de agarose 1%, tratado com brometo de etideo, a 70V,
marcador 1kb ladder — Fermentas GeneRuler.

3.2 Eventos de Recombinacdo Homologa

Ap6s a confirmacdo da clonagem, o plasmideo G130S-pK18 foi utilizado para
eventos de recombinacdo homologa com o genoma da bactéria H. seropedicae, para
obtengéo de transconjugante mutante que expresse essa variante da GS.

A recombinacdo acontece em dois eventos de recombinacdo homologa simples.
No primeiro evento, o plasmideo inteiro é integrado ao genoma, e nao ha a perda da copia
selvagem. Assim, esse primeiro mutante possui duas copias do gene gInA, a mutante e a
selvagem, e pode ser selecionado pela resisténcia ao antibiético Canamicina, a qual é
conferida pelo plasmideo inserido. No segundo evento, ocorre uma recombinagdo
intramolecular: as duas copias recombinam entre elas, com a expulsdo do plasmideo
juntamente com uma das copias do gene glnA. Teoricamente, ha iguais chances de ser
expulsa a versdo mutante ou a versado selvagem. Esse segundo recombinante é selecionado
por uma selecdo negativa. Isso é possivel pois o plasmideo possui 0 gene sacB, que
confere toxicidade quando a sacarose esta presente. Logo, o recombinante que expulsou
o0 plasmideo com uma das copias do gene gInA é um duplo recombinante que ndo cresce
em Canamicina e cresce em sacarose, e essas caracteristicas permitem o seu isolamento.
Ap0s o primeiro evento de recombinacgdo, a ocorréncia evento genético foi confirmada
através da realizacdo de PCR e digestdo com a endonuclease de restricdo BamH| para a
deteccdo de duas copias do gene alvo, ou seja, uma copia selvagem e outra copia com a
mutacdo de interesse. A partir disso, os recombinantes simples foram identificados,
crescidos em meio Nfb malato-HPN, e plagueados em meio contendo sacarose para

selecdo, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Eventos de Recombina¢do Homologa. A Culturas de E. coli S17 contendo o
plasmideo recombinante. B- Cultura de H. seropedicae. C- Placa do primeiro evento de
recombinacdo contendo a célula doadora e a receptora, plagueadas em forma de gota nos
polos da placa. D- Placa NFb-Malato agar para sele¢do dos recombinantes simples quanto
a sensibilidade. E. Transconjungante do segundo evento de recombinacdo contendo o
gene mutante.

Ap0s o0s eventos de recombinacdo homologa, os supostos transconjugantes foram
submetidos novamente a PCR para amplificar a regido do gene glnA que possui a mutagao

silenciosa para reconhecimento do sitio BamHI. Foram utilizados os primers G54C_Fwd

e H250_Rev que abrangem a regido glnABamMut do gene (Figura 7).

1I 173 447 760 1416
—> BamHI €
G54C_fwd H250R_rev

Figura 7. Estratégia utilizada nas rea¢des de PCR para confirmacéo dos eventos de
recombinacdo homologa. Foram utilizados os primers G54C_fwd e H250R_rev que
abrangem a regido ginABamMut do gene, que possui a mutacéo silenciosa, gerando um
fragmento de aproximadamente 600pb.
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A amplificacdo da PCR gerou como produto, um fragmento de aproximadamente
600pb (Figura 8).

C SmRI Supostos Mutantes do segundo evento

ol PSR B —— 600 pb
*. |

Figura 8. PCR da regido ginABamMut dos provaveis mutantes. Perfil eletroforético,
em gel de agarose 1,2% em TBE 1X. (C) controle, produto de PCR do plasmideo
recombinante, SmRI, produto de PCR da estirpe selvagem, e 0s supostos mutantes do
segundo evento respectivamente.

Os produtos de PCR foram digeridos com a endonuclease de restricdo BamHl,
para a confirmacdo da insercdo da cdpia mutante do gene e expulsdo da copia selvagem
do genoma do transconjugante. Esta verificacdo foi feita através da analise da digestéo
do fragmento de 600pb, com a enzima supracitada gerando dois fragmentos de

aproximadamente 300 pb cada um (Figura 9).

Mut 1 Mut 2 Mut 3
1IKb C SmMRIR NR R NR R NR

Inserto
BamHlI

Figura 9. Confirmacao das estirpes de H. seropedicae mutantes do segundo evento
de recombinacao. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1,2% em TBE 1X dos produtos
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de PCR digeridos com a enzima BamHI. Pocos: marcador de pares de base, C controle,
que corresponde ao do plasmideo recombinante digerido com BamHI, SmRI estirpe
selvagem com banda GS 600 pb digerida com BamHI, Mutl, Mut2 e Mut3 os mutantes
de interesse do segundo evento de recombinacdo, onde R corresponde a regido
ginABamMut do gene amplificada e digerida com endonuclease de restricio BamHl,
liberando o fragmento em 313 pb e NR corresponde a regido ginABamMut amplificada
sem a digestdo com a endonuclease de restri¢ao, respectivamente.

Os resultados mostrados na Figura 6 confirmam que a estirpe contendo a mutagéo

G130S foi construida com sucesso, a qual foi chamada de APO5.

3.3 Atividade Biossintética

A atividade biossintética in vivo de GS da estirpe mutante APO5 foi avaliada em

duas fontes de nitrogénio diferentes: 5 mM de glutamato e 20 mM de aménio. A condic¢édo

de crescimento em glutamato simula uma baixa disponibilidade de nitrogénio, enquanto

que amonio simula alta disponibilidade de nitrogénio.
0,4

m Menos N
0,35 Mais N

o
w
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Absorbancia 490 nm
o

0,05 |

SmRI APQ5

Figura 10. Atividade Biossintética. Em cada reagdo foi adicionado 5 pg do extrato in
vivo das culturas selvagem e mutante, as reaces foram incubadas por 60 minutos a 37°C
na presenca de MgCl,. Os dados representam a média de 2 experimentos independentes
realizados com 3 culturas saturadas diferentes, as barras de erro mostram o desvio padrdo
encontrado para cada média.

Os resultados da Figura 10 mostram que a estirpe mutante possui atividade
biossintética menor do que a estirpe selvagem em meios que simulam o ambiente com
baixa e alta disponibilidade de nitrogénio. No entanto, diferente do selvagem,
aparentemente a linhagem mutante tem uma regulacgéo da atividade de GS de acordo com

a disponibilidade de nitrogénio.
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4. Discussao

A estirpe mutante APO5 foi construida com sucesso. A realizacdo da reacdo PCR
e a digestdo com enzima de restricdo confirmaram que houve a expulsdo da copia
selvagem do gene. Em uma caracterizagéo inicial, a Figura 10 mostra que a GS expressa
pela variante possui menor atividade biossintética em relacao a estirpe selvagem SmRI,
0 que pode indicar que esta ocorrendo uma alteracdo no metabolismo de assimilacao de
nitrogénio da bactéria.

Estudos posteriores sdo necessarios para maiores caracterizagGes da atividade

nitrogenase da estirpe mutante.
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