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RESUMO GERAL

O nitrogénio é um dos principais fatores limitantes da produtividade agricola em
diversos ambientes. Por isso, a agricultura moderna faz uso de grandes quantidades de
fertilizante nitrogenado para manter a produtividade em altos niveis. No entanto, além
desses fertilizantes serem caros, a sua fabricagdo e utilizacdo causam sérios danos
ambientais. Uma forma de diminuir a utilizacdo desses fertilizantes, reduzindo os custos
de producéo e mitigando os danos ambientais, € o emprego da inoculacdo das culturas
vegetais com bactérias fixadoras de nitrogénio. Essas bactérias podem se associar com as
plantas de diversas formas, reduzir o nitrogénio atmosférico e transferir moléculas
nitrogenadas para a planta hospedeira. Esse tipo de tecnologia ja é bastante utilizado para
leguminosas, como soja, por exemplo. No entanto, o mercado ainda carece de inoculantes
eficientes para plantas gramineas. Por isso, bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de
se associar com as principais culturas de gramineas tem despertado interesse. Um dos
obstaculos para a utilizacdo dessas bactérias como biofertilizantes comerciais é o efeito
ainda limitado de promocdo de crescimento vegetal por essas bactérias. Uma forma de
superar esse obstaculo € manipular geneticamente essas bactérias para produzir linhagens
com maior capacidade de fixacdo de nitrogénio do que as linhagens selvagens. Um
exemplo de vias metabdlicas que podem ser manipuladas para gerar essas linhagens
superiores sao aquelas envolvidas com a assimilacdo de aménio.

Dentre as bactérias promotoras de crescimento de gramineas, pode ser citada a
espécie Azospirillum brasilense, capaz de se associar epifiticamente e endofiticamente
com diversas plantas de interesse econémico, como cana de agucar, arroz, trigo e milho.
Embora o metabolismo de fixacdo de nitrogénio dessa bactéria ja tenha sido
detalhadamente descrito, pouco ainda se sabe sobre o metabolismo de assimilacdo de
amonio de A. brasilense. A manipulacdo dessas vias para gerar estirpes superiores
depende necessariamente do profundo conhecimento dos detalhes estruturais e funcionais
das enzimas envolvidas.

A principal via de assimilacdo de nitrogénio em bactérias se inicia com a
condensacdo do aménio em uma molécula de glutamato para formar a glutamina, em uma
reacdo catalisada pela enzima Glutamina Sintetase (GS). A atividade da enzima GS é
regulada por um intrincado mecanismo que envolve regulacéo alostérica e modificacdo
pos-traducional. Essa modificagdo covalente de GS se trata de uma adenililacdo
reversivel, catalisada pela enzima bifuncional GInE — GInE catalisa a adi¢do e tambem a



remocao de grupamentos adenilil de GS. Nos organismos na qual a GS ja foi estudada, a
adenililagdo provoca uma diminuicdo na atividade catalitica da enzima.

No presente trabalho n6s estudamos in vitro o efeito da adenililagdo da GS de
A. brasilense. Para isso, nds determinamos condi¢des para superexpressar a enzima em
sistema heterélogo nos dois estados de modificacdo pos-traducional: adenililada ou nédo
modificada. Uma vez definidas essas condigdes, as duas formas de GS foram purificadas
por cromatografia de afinidade, e sua atividade in vitro determinada. As melhores
condicdes para verificacdo da atividade de GS foram prospectadas.

Neste trabalho ainda foi purificada a enzima GInE de A. brasilense, responsavel
por alterar o estado de modificacdo covalente de GS. A atividade adenilil removedora
dessa enzima foi testada, e os resultados indicaram um novo mecanismo de regulagéo
ainda nédo descrito em outras bactérias.

Os resultados aqui apresentados acumulam conhecimento sobre os mecanismos
regulatorios envolvidos na modulacdo do metabolismo de assimilacdo de amdnio de
A. brasilense, e serdo essenciais para o desenvolvimento de novas linhagens superiores

na capacidade de promover o crescimento vegetal.



Resumo

A principal via de assimilacdo de amdnio em bactérias é conhecida como GS-GOGAT.
Nessa via, 0 aménio é utilizado para aminar o glutamato formando glutamina, a qual serve
como doadora de grupo amino para diversas rea¢des biossintéticas. A enzima Glutamina
Sintetase (GS) sofre uma regulacdo complexa, que envolve regulacdo alostérica e uma
adenililacdo pos-traducional reversivel. Tanto a adicdo de grupamentos AMP a GS quanto
a sua remocao sdo catalisadas pela enzima GInE. O presente trabalho teve como objetivo
purificar a enzima GS de A. brasilense nos estados adenililada e ndo modificada e testar
suas atividades in vitro. As condi¢des para se obter as duas formas da enzima foram
determinados, e as propriedades funcionais de ambas foram determinadas. NoOs ainda
purificamos a GInE de A. brasilense e descrevemos o mecanismo de regulacdo da
atividade adenilil removedora (AR) desta enzima. Os resultados mostraram que a
atividade AR da GInE de A. brasilense é estimulada por ATP, ADP e 2-OG, sendo que

ATP e 2-OG possuem um efeito sinérgico positivo nesta atividade.



Abstract

The main pathway of ammonium assimilation in bacteria is known as GS-GOGAT. In
this pathway, ammonium is used to amine glutamate to form glutamine, which serves as
an amino group donor for many biosynthetic reactions. The enzyme Glutamine synthetase
(GS) undergoes a complex regulation, which involves allosteric regulation and a
reversible post-translational adenylation. Both addition of AMP groups to GS and their
removal are catalyzed by the enzyme GInE. The objective of the present work was purify
the GS enzyme from A. brasilense in adenylated and unmodified states and test its
activities in vitro. The conditions for obtaining the two forms of the enzyme, as well as
their functional properties, were determined. We also purified GInE from A. brasilense
and described the mechanism of regulation of the adenylyl-removing (AR) activity of this
enzyme. The results showed that the GInE AR activity of A. brasilense is stimulated by
ATP, ADP and 2-OG, with ATP and 2-OG having a positive synergistic effect on this

activity.



15

1. Introducéo

1.1 Azospirillum brasilense

As bactérias do género Azospirillum sdo ndo-patogénicas e capazes de promover
o crescimento de plantas [1,2]. O microrganismo Azospirillum brasilense é uma
a- proteobactéria Gram-negativa capaz de efetuar todas as vias de fixa¢do do nitrogénio,
exceto a nitrificagé@o [3]. A. brasilense apresenta durante seu desenvolvimento em meio
liquido um unico flagelo polar com fungédo natatoria, no entanto, durante seu crescimento
em meio sélido ha a inducéo de flagelos laterais adicionais, que permitem o povoamento
bacteriano nas superficies solidas [4].

Sao bactérias quimiorganotréficas tipicas, capazes de realizar a absorcdo de
hidrogénio pela atividade da hidrogenase, produzem fitohorménios como auxinas,
giberelinas e citocininas, realizam a fixacdo de N> em condigOes tropicais, e podem
colonizar a superficie e os tecidos internos de milho, trigo, arroz, sorgo e ainda de plantas
ndo gramineas [5].

O potencial da capacidade da utilizacdo de A. brasilense como um inoculante
promotor de crescimento vegetal ja ¢ amplamente documentado. Como exemplo, o milho
inoculado com A. brasilense apresentou o nimero e massa das espigas superior
(15,2 mil ha® e 6,2Mg ha) quando comparado ao ndo inoculado com a bactéria
(9,5mil ha! e 3,6Mg ha?) [6]. Como um segundo exemplo, a co-inoculagdo de A.
brasilense e Bradyrhizobium spp. em soja mostrou um aumento de 11% da massa das
raizes, 5,4% de nimero de nddulos e 10,6% da massa dos nddulos em comparagdo com
a soja apenas inoculada com Bradyrhizobium spp. Esses resultados foram seguidos de
aumentos no rendimento de gréos, nas concentracdes de nitrogénio em brotos e graos na
maturidade fisioldgica, indicando que a inoculacdo contribui para o aumento do

nitrogénio fixado [7].

1.2 Vias de assimilagcdo de amonio em bactérias

Na maioria das células, os principais doadores de nitrogénio para as reagdes de
biossintese sdo a glutamina e o glutamato, sendo que o NH4" é incorporado nesses
aminoacidos atraves das vias glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT) e da
via da glutamato desidrogenase (GDH) [8].

Na via de assimilacdo pela enzima GDH, a aminacdo redutiva do 2-oxoglutarato
(2-OG) gera o glutamato (Fig.1 A). Por outro lado, via GS-GOGAT, a enzima GS fica
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responsavel pela catalisacdo da amidacdo do glutamato para formar a glutamina e, em
seguida, a transferéncia da amida para o 2-OG ¢ catalisada pela GOGAT, formando duas
moléculas de glutamato (Fig.1 B) [9]. Em E. coli o0 modelo mais aceito propbe que as
duas vias ocorrem em condi¢BGes metabolicas distintas: em ambiente com limitacdo de N,
a via GS-GOGAT seria mais utilizada devido o Km da GS ser menor para o aménio do
que 0 Km da enzima GDH [10]. Nesse modelo, a via da GDH, por sua vez, seria preferivel

durante condicbes de limitagdo energética, ja que a reacdo de GS consome ATP [11].
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Figura 1. Vias de assimilacdo de amo6nio em bactérias. (A) Assimilacdo de amonio via
glutamato desidrogenase (GDH). (B) Assimilacdo de amoénio via glutamina
sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT) [12].

1.2.1 Enzima Glutamina Sintetase (GS)

A enzima Glutamina Sintetase (GS; EC 6.3.1.2.), codificada pelo gene ginA,
possui uma forma dodecamérica formada por dois anéis hexaméricos com os 12 sitios
ativos entre eles, ligados por interac@es hidrofobicas e interacdes de hidrogénio [13,8].
Cada um dos sitios ativos da GS possui uma caracteristica estrutural de um funil duplo
(Fig. 2) tendo, na junta, dois sitios de ligacdo para ions, onde pode haver a ligacdo de
magnésio ou manganés [14]. O ATP e o glutamato se ligam em extremidades opostas do
funil, facilitando a sequéncia de eventos da catalise. No primeiro passo, ocorre a
transferéncia de um grupo fosfato do ATP para o glutamato, gerando assim o
intermediario ativado y-glutamil-fosfato. No segundo passo, o amonio ataca o

intermediério, liberando o grupamento fosfato e formando assim a glutamina [14].
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Sitio do ATP

Sitio do glutamato

Figura 2. Estrutura a Glutamina Sintetase de Escherichia coli. Dodecamero formado por
dois anéis hexamericos, com os 12 sitios ativos entre eles. Cada um dos sitios ativos,
possuem uma caracteristica estrutural de um funil duplo, no qual o ATP e o glutamato se
ligam em extremidades opostas [16].

A GS é uma enzima chave no metabolismo de nitrogénio, sendo a via primaria da
entrada ou reentrada do amonio nesse metabolismo ramificado, no qual é responsével
pela catalise da sintese de glutamina a partir do glutamato e NH4*, sendo uma reacgdo que
depende de ions metalicos e ATP (Fig. 1) [15,16]. Devido a sua dependéncia de ATP, o
gasto energético da reacdo catalisada por GS é muito alto, sendo assim, a sua atividade
precisa ser regulada em funcédo do estado energético e do nitrogénio intracelular [10].

A regulacdo de GS acontece tanto pelo controle da concentracdo da enzima, via
regulacdo da transcricdo do gene gInA, quanto pelo controle cinético pela modulagdo
alostérica e modificacdo pos-traducional atraves de adenililacdo reversivel catalisada por
GInE, que sera descrito a seguir. As regulacdes traducional e pos-transcricional sdo
relacionadas através do sistema Ntr. Em E. coli, a reacdo catalisada por GS é inibida por
alguns dos produtos finais do metabolismo da glutamina, sendo eles, serina, alanina,
glicina, triptofano, histidina, carbamoil fosfato, glucosamina-6-fosfato, AMP e CTP [17,
14].

1.2.2 Reagdes catalisadas pela GS
Como ja mencionado anteriormente a GS catalisa a reacdo de assimilacdo de
amonio em uma molécula de glutamato para formar glutamina, conforme mostrado na

reacdo (1) a seguir:
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M 2+/Mn2+
Reacdo (1)  L-Glutamato + NHs™ + ATP e, L-glutamina + ADP + Pi + H*

A reacdo (1), in vivo, por estar relacionada com a assimilagdo do amonio, é
conhecida como reacdo biossintética. Em condi¢es in vitro, o amonio da reacdo (1) pode
ser substituido por hidroxilamina, formando o intermediario y-glutamilhidroxamato,
conforme a reacdo (2) mostrada na sequéncia. Esse composto forma um complexo
marrom quando na presenca de ferro férrico em meio acido, o qual pode ser quantificado
por espectrofotometria.

Mg%*/Mn?*
Reacdo (2) L-glutamato + NH,OH + ATP  —— y-glutamilhidroxamato +
ADP + Pi + H*

Ainda em condic¢Bes in vitro, a GS é capaz de catalisar uma outra reacdo,
conhecida com y-glutamil transferase (y-GT), na qual o grupo y-glutamil da glutamina é
transferido para a hidroxilamina, para formar, novamente, o y-glutamilhidroxamato,
conforme descricdo da reacdo (3). Essa reacdo ndo envolve a hidrélise do ATP e o ADP
é um cofator necessario.

Arseniato, Mn?*
Reacdo (3) L-glutamina + NH.OH T v-glutamilhidroxamato + NH4*

1.3 Regulacéo pelo sistema Ntr

O sistema Ntr é o responsavel pelo controle geral da regulacdo do metabolismo
de nitrogénio em bactérias, estando melhor caracterizado até 0 momento em E. coli. O
sistema é constituido pelas enzimas GInD, pela familia de Pl e pelo sistema NtrB-NtrC
[18]. A proteina bifuncional GInD, codificada pelo gene gInD, possui uma funcgéo
uridililtransferase/uridilil-removedora (UTase/UR), e é responsavel por sensoriar 0s
niveis de nitrogénio intracelular. Em condicGes de baixo nitrogénio e na presenca de ATP
e 2-oxoglutarato (2-OG), a enzima GInD catalisa a uridililacdo das proteinas Pll, e quando
as concentragdes de nitrogénio aumentam ela catalisa a desuridililagdo das mesmas
[18,19]. Em A. brasilense as proteinas PIl sdo codificadas por dois genes: ginB,
codificador da proteina GInB, e gInZ, codificador de GInZ [20].

As proteinas P1I sdo responsaveis pela transdugéo de sinal por meio de mudancas

conformacionais na sua estrutura. Estruturalmente, as proteinas PIl sdo homotrimeros
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organizadas em forma de barril, onde cada monémero possui duas a-hélices e quatro
folhas B que sdo ligados por um loop, conhecido como loop-T, de 19 aminoéacidos, que
possui sitio para modifica¢do pos traducional, no residuo de tirosina conservado (Y51), e
é responsavel pela modulacdo da interacdo de P1l com suas proteinas-alvo (Fig. 3a) [21].
A regulacdo das proteinas P1l também ocorre por meio de efetores alostéricos, e cada
trimero possui trés sitios de ligacdo para ATP ou ADP e 2-OG (Fig. 3b). O ATP e 0 ADP
competem pelos mesmos sitios de ligacdo, e enquanto ATP e 2-OG agem de forma
cooperativa, 0 ADP age de forma antagonista ao 2-OG. Em altas concentragdes de 2-OG,

a ligacdo cooperativa com ATP é favorecida, enquanto que em baixas concentracfes de

2-OG a ligacdo de ADP é favorecida, podendo assim PII adotar duas conformacdes
diferentes [21].

(b)

" $—— ATP/ADF

Figura 3. Modelo estrutural da proteina GInB de E. coli. A proteina GInB é pertencente
a familia das proteinas PIl e possui um sitio para modificacdo pds traducional no residuo
de tirosina conservado (Y51) localizado no loop-T (a) e também pode ser regulada
alostericamente por ATP/ADP e 2-0OG (b). (Adaptado de 21)

Por fim, o controle geral da regulacdo dos genes da fixacdo de nitrogénio é
realizado por um sistema de dois componentes, o NtrB-NtrC, que é extensivamente
estudado em E. coli. Em baixas concentracdes de nitrogénio, NtrB ativa NtrC por meio
de uma fosforilagdo, e em condi¢des onde o nitrogénio esta suficiente, P11 ndo se encontra
em sua forma uridililada, assim interagindo com NtrB, que agora inativa NtrC por meio
de uma desfosforilacdo [8, 21]. NtrC fosforilado € um ativador transcricional de genes
como glInA, gInB e gInZ, de forma que em baixas concentra¢des de nitrogénio a sintese
da proteina Glutamina sintetase é estimulada, elevando as concentragdes intracelulares

desta proteina [18].
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Através da adenililacdo e desadenililagdo, em E. coli, a proteina GInE realiza a
regulacdo pos-traducional de GS. As proteinas PIl e PII-UMP regulam as atividades
adenililtransferase (ATase) e adenilil-removedora (AR) de GInE, respectivamente,
dependendo dos niveis de nitrogénio intracelular. Em condicGes de alto nitrogénio, a
proteina GInB € desuridililada pela proteina GInD, assim estimulando GInB formar um
complexo com GInE, dessa forma ativando sua atividade ATase, e consecutivamente,
tendo como resultado uma baixa atividade de GS. Em baixas concentracgdes de nitrogénio,
a proteina GInD uridilila GInB, dessa forma ativando a atividade adenilil-removedora de

GInE, que entdo remove os grupos adenilil de GS, tornando-a ativa [22].

Além da regulacdo das vias de assimilacdo de amdnio, as proteinas PIl também
sdo responsaveis pela regulacdo da fixacdo de nitrogénio, controlando diretamente a
atividade da nitrogenase ou pelo controle da transcricdo dos genes nif, em resposta a
concentracdo de nitrogénio fixado [23,24]. No caso da regulacéo transcricional dos genes
nif, 0 mecanismo varia entre os microrganismos. Em condi¢Ges onde o nitrogénio esta
limitante, nos microrganismos A. brasilense, Herbaspirillum seropedicae e
Rhodospirillum rubrum, as proteinas P1I s&o necessarias para a ativagdo de NifA. Em A,
brasilense, a proteina GInB € a responsavel por essa regulacdo. Em condi¢6es de baixas
concentragdes de nitrogénio, GInB-UMP3 interage com o dominio GAF da NifA,
permitindo assim, que esta ative a expressdo dos genes nif [21]. GInB e GInB-UMP3
competem pelo mesmo sitio de ligacdo em NifA, dessa maneira permitindo que a
expressdo dos genes nif responda rapidamente aos niveis de nitrogénio [25].

As proteinas Pll sdo capazes de integrar o estado celular do nitrogénio e do
carbono, niveis de 2-OG, com o0 estado energético, a razdo ATP/ADP. Em adicdo a
regulacdo do metabolismo de nitrogénio, foi descoberto que a enzima Acetil-CoA-
carboxilase (ACC), que catalisa a primeira reacdo da sintese de &cidos graxos, também é
um alvo de PIl. Na maior parte das bactérias a ACC é composta pela biotina carboxilase
(BC), proteina carreadora de biotina carboxil (BCCP) e carboxil-transferase (CT) [26]. A
BC é aresponsavel pela primeira catalise, carboxilando a biotina que esta ligada a BCCP.
A segunda catélise é realizada por CT, que utiliza biotina carboxilada, que foi translocada
por BCCP, como doadora do grupo carboxil, para carboxilar o acetil-CoA [26,27]. Foi
observado, que tanto em E. coli quanto em Arabidopsis thaliana, a GInB se ligaem BCCP
inibindo sua atividade ACC. Essa inibicdo é controlada pelos niveis de 2-OG, quando 0s

niveis deste metabolito estdo altos, a inibicdo de BCCP por GInB é revertida [27].
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O presente trabalho teve como objetivo fazer a caracterizacao in vitro da proteina
GS de A. brasilense, bem como comparar as caracteristicas funcionais entre as formas

adenililada e ndo modificada dessa enzima.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Bactérias e plasmideos

Duas estirpes de E. coli foram utilizadas, a TOP 10 (Invitrogen) para a replicacao
de plasmideos e BL21 (DE3) (Invitrogen) [28] para a expressdo de proteinas. Foram
utilizados os plasmideos gInA-Tev2, para a expressdo de GS de A. brasilense, e gInE-
pET?29, para a expressdo de GInE de A. brasilense, ambos gentilmente cedidos pelo Prof.
Dr. Luciano Huergo (UFPR litoral).

2.2 Meios de cultura
As cepas de E. coli foram cultivadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) e no

meio sélido Luria-Bertani Agar (LA) [28], descritos na tabela 1.

Tabela 1. Componentes dos meios de cultura LB e LA.

Componente Meio LB (g/L) Meio LA (g/L)
Extrato de levedura 5,0 5,0
Cloreto de Sédio 10,0 10,0
Triptona 10,0 10,0
Agar bacterioldgico 15,0

O meio minimo M9 foi utilizado para a obtencdo de GS em diferentes estados de

modificacdo (Tabela 2). Para GS adenililada foi adicionado ao meio 20 mM de glutamina

e para a ndo modificada 1 mM de NH4CI.

Tabela 2. Componentes do meio minimo M9

Solucéo de sais M9 5X | Concentracgdo Meio M9 Concentracéao
(mM) (mM)
Na;HPO4.7H20 7,5 Solucéo de sais M9 5X 250
NaCl 2,2 MgSO4 5
KH2PO4 0,2 Glicose 20% 85
CaCl; 10

2.3 Transformacao bacteriana

Para a transformacdo das células bacterianas competentes, 5 pL. de DNA

plasmidial foram misturados a elas e mantidos no gelo por 30 min. Apos esse periodo, as

celulas foram submetidas a choque térmico a 42°C por 45 seg. Em seguida, foram
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ressuspensas com 900 uL de meio LB e incubadas a 37°C por 30 min. Por fim, as células
foram centrifugadas a 10.800 g por 1 min e plaqueadas em meio LA contendo o
antibidtico adequado.

2.4 Expressao de proteinas

2.4.1 Teste de expressdo gInA-Tev2

Pré-inoculos das células transformadas foram crescidos durante a noite em 3 mL
de meio LB com ampicilina (100 pg/mL) (LB-ampicilina). Posteriormente, 50 puL desta
cultura foram transferidos para frascos contendo 5 mL de meio LB-ampicilina, e crescidos
a 37°C sob agitacdo até ODsoo em torno de 0,5. A expressao foi induzida com 50, 100 e
500 uM de IPTG (lsopropil-D-tiogalacopiranosideo) por 3 horas a 37°C. Ap0s esse
periodo, as células foram coletadas por centrifugacdo 10 min a 10.800 g e estocadas a -
20°C até o momento do uso. O resultado do teste de expressdo foi visualizado por

eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes.

2.4.2 Expressao de GS em alto e baixo nitrogénio

Pré-indculos das células transformadas foram crescidos durante a noite em 3 mL
de meio LB com ampicilina (100 pg/mL). Posteriormente, 500 puL desta cultura foram
transferidos para erlenmeyers contendo 50 mL de meio M9 com ampicilina. As condi¢fes
de nitrogénio no meio foram dadas pela adicdo de 20 mM de glutamina, para a obtencédo
da GS adenililada, e adi¢cdo de 1 mM de cloreto de aménio para obtencdo de GS néo
modificada. As células foram crescidas a 37°C sob agitacao até DOgoo em torno de 0,5. A
expressdo foi induzida com 50 uM de IPTG por 3 horas a 37°C. Apds esse periodo, as
células foram coletadas por centrifugacdo 10 min a 10.800 g e estocadas a -20°C até o

momento do uso.

2.4.3 Expressdo de GInE

As células transformadas foram crescidas durante a noite em pré-inéculos de 3
mL de meio LB. Posteriormente, 500 pL do pré-indculo foram transferidos para frascos
contendo 50 mL de meio LB e canamicina (100 pg/mL). As células foram mantidas sob
agitacdo a 37°C até DOsoo em torno de 0,5. A expressao das proteinas foi induzida com
0,5 mM de IPTG por 3 horas a 37°C. Apds esse periodo, as células foram coletadas por
centrifugacdo durante 10 min a 10.800 g e o pellet estocado a -20°C até 0 momento do

uso.
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2.5 Purificacao de proteinas

Os pellets de células obtidos através de centrifugacdo, foram ressuspensos em 5
mL de tampéao A (Tris-HCI pH 8,0 50 mM; NaCl 50 mM; Imidazol 20 mM) e a mistura
obtida foi submetida a sonicacdo, com o intuito de lisar as células, por um periodo de 5
min e intervalos de pulso de 5 s. As fragdes solUvel e insoltvel foram separadas por
centrifugagéo a 10.800 g por 10 min a 4°C.

As duas diferentes formas da proteina GS foram purificadas por meio de
cromatografia de afinidade em coluna de resina HiTrap-Chelating-Ni?*(GE). A fracio
soltvel foi injetada na coluna e a proteina foi eluida em um gradiente de 20 a 1000 mM
de imidazol em tampéo B (Tris pH 8,0 50 mM; NaCl 50 mM; Imidazol 1000 mM). A
proteina GInE foi purificada por cromatografia de troca idnica. Nesse caso, foi utilizado
0 tampdo A para troca iénica (NaCl 50 mM. Tris-HCI pH 8,0 50 mM). A fracdo soltvel
foi injetada em uma coluna cromatografica HiTrap-Heparina. As proteinas foram eluidas
por gradiente de 20 a 1000 mM de NaCl em tamp&o B (NaCl 1000 mM; Tris pH 8,0 50
mM).

As fracdes que continham as proteinas purificadas foram dialisadas em duas
etapas: na primeira contra tampao contendo 50 mM de Tris pH 8,0 e 50 mM NaCl durante
a noite, e na segunda foram transferidas para tampao contendo 50 mM de Tris pH 8,0; 50
mM de NaCl e 50% de Glicerol por, ao menos, 12h. Para a quantificacdo, foi realizada

espectrofotometria em Nanodrop (Thermofisher).

2.6 Eletroforese de proteinas em condicGes desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida foi realizada em sistema
vertical. A concentracdo do gel de separacéo utilizado foi de 12% (m/v) e era composto
por Tris pH 8,8 0,3 M; SDS 1%; Acrilamida 12%; Persulfato de aménio 0,05% e TEMED
e 0 gel de empilhamento composto por Tris pH 6,8 6 mM; SDS 0,05%; Acrilamida 4%;
APS 0,05% e TEMED. As amostras foram misturadas com 5 pL tampao de amostra (2%
de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 M de Tris-HCI pH 6,8,
5% de B-mercaptoetanol) e fervidas a 80°C por 5 min antes da aplicacdo para a
desnaturacdo. A voltagem aplicada para a corrida foi de 170V. Apds a eletroforese, as
proteinas do gel foram coradas com corante Coomassie Blue R-250 e descorados em uma

solucdo com 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de &cido acetico.
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2.7 Ensaios de atividade biossintética de GS

Para os ensaios de atividade biossintética de GS, 40 pL de mix reacional (Imidazol
pH 7,2 57 mM; Hidroxilamina 28 mM; MgCl; 34 mM e Glutamato 97 mM) foi
adicionado a 20 pL de dgua contendo GS na concentracdo indicada em cada experimento.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP e aconteceu a 37°C por 60 min. Ap0s esse
periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 pL de Stop mix (FeClz.6H>0 0,04
M, TCA 0,12 M e HCI 0,61 M). O produto da reacdo foi quantificado por
espectrofotometria a 490 nm. A analise de cinética da atividade biossintética foi realizada

com o software Prisma 9.

2.8 Ensaios de atividade y-GT de GS

Para os ensaios de atividade y-GT de GS, as reacdes foram realizadas conforme
descritas previamente [29, 30]. As reacdes eram compostas por 20 uL que podiam ser a
reacdo de desadenililacdo ou apenas GS e agua, a elas foram adicionados 40 pL do mix
v-GT (Imidazol pH 6,5 77 mM; Hidroxilamina 11 mM; MnCl, 0,17 mM; Arseniato de
Potassio 14 mM; ADP 0,23 mM). Para a condicdo com magnésio foi adicionado MgCl.
60 mM. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de Glutamina e a reacdo aconteceu a 37°C por
60 min. Apds esse periodo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 uL de Stop Mix.
O produto da reagao, y-glutamil-hidroxamato, foi quantificado por espectrofotometria a

490 nm. A analise de cinética da atividade y-GT foi realizada com o software Prisma 9.

2.9 Desadenililagdo de GS in vitro

Para a desadenililacdo de GS, 5 puL do mix de desadenililacdo (Tris pH 7,5 5mM;
KH2PO4 25 mM; Soro Albumina Bovino (BSA) 2 mg.mL™?) foram adicionados a GS
modificada e GInE. Para avaliar possiveis influéncias de moduladores alostéricos, foram
adicionados 5 mM de ATP, ADP e 2-OG conforme a necessidade. A reacdo aconteceu a

37°C por 20 min. Ap6s esse periodo, foi adicionado o mix y-GT.

2.10 Uridililagéo de GInB in vitro
A uridililacdo de GInB de Herbaspirillum seropedicae in vitro foi realizada

conforme protocolo descrito anteriormente [31], com modificacGes. Para realizar a
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uridililagdo 200 uM de GInB, gentilmente cedida pelo doutorando Eduardo Sabatine
Lopes, foi adicionado ao mix de uridililagédo 66 pL de tampao Mg5x (Tris pH 7,5 500
mM; KCI 500 mM; MgCl> 125 mM), 5 mM de 2-OG, 1 mM de UTP; 0,2 mM de ATP e
1 mM de GInD, gentilmente cedida pela doutoranda Lorena Polizelli. A reacdo foi
incubada a 37°C durante a noite. O progresso da uridililacdo foi acompanhada por
eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida em condigdes ndo-desnaturantes. Por
fim, GInD foi inativada através de aquecimento a 70°C por 15 min.
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3. Resultados e discussao

3.1 Expressao e purificacdo da GS de A. brasilense
3.1.1 Teste de expressao

Com intuito de se obter a melhor condicdo de expressdo para a proteina GS de
Azospirillum brasilense, a E. coli BL21 transformada com o plasmideo glnA-Tev2 foi
crescida em meio LB, e a superexpressao de GS foi induzida mediante a adigéo de IPTG
nas concentracdes de 50, 100 e 500 uM as culturas em estado exponencial de crescimento,
para que a melhor concentracdo de indutor fosse determinada. A proteina superexpressa
foi extraida e analisada em gel de SDS-PAGE (Fig. 4).

50 mM IPTG 100 mM IPTG 500 mM IPTG

| I |
[ | I 1 r 1

MW kDa EB FS F  EB FS F  EB_FS FI

662
«—GS

Figura 4. Teste de expressao da proteina GS de A. brasilense. Eletroforese em gel de
poliacrilamida 12% do extrato bruto (EB), fracdo soltvel (FS) e fragdo insoltvel (FI) dos
testes de expressdo de gInA-Tev2. A expressdo foi induzida com trés concentracdes de
IPTG, sendo elas 50, 100 e 500 uM.

E possivel observar o enriquecimento de bandas de proteina superexpressa nas
fracBes bruto e solivel com massa semelhante a teérica de GS, 52 kDa, em todas as
condicBes de concentracdo de IPTG. Outro resultado positivo obtido é a presenca da

proteina em abundancia na frag&o soltvel, sendo importante para a purificacdo da mesma.
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Dessa forma, foi definida a concentracdo de 50 uM de IPTG para todas as inducGes a

diante no trabalho.

O presente trabalho tinha como objetivo purificar a enzima GS de A. brasilense
nos estados adenililada e ndo modificada para entéo caracterizar essas duas formas. Logo,
era necessario determinar condicdes de expressao as quais permitissem a expressdo de
GS nos dois estados. Para isso, nos testamos a expressdo da proteina em meio M9
suplementado com diferentes fontes e quantidades de nitrogénio, e verificamos o estado
de modificagdo pos-traducional da GS de forma indireta, pela inibi¢do da atividade y-
glutamil transferase (y-GT) por ions Mg?*. Esse experimento permite inferir o estado de
modificacdo pos-traducional da GS, ja que diversos trabalhos anteriores mostram que a
atividade y-GT de GS adenililada € inibida por ions Mg?*, enquanto essa inibi¢do ndo é
observada para a GS ndo modificada [29]. Os resultados indicaram que a GS foi expressa
na forma adenililada quando a fonte de nitrogénio era 20 mM de glutamina, e ndo

adenililada quando a fonte de nitrogénio era 2 mM de NH.CI (Figura 5).

0,9

0,8 I

0,7
0,6

0,5
®m Com Mg

0.4 Sem Mg

0,3

Ahsorbancia (490 nm)

0,2

0,1

Amdnio 2 mM Glutamina 20 mM

Figura 5 — Determinacdo da condicdo para expresséo das diferentes formas de GS. As
células foram crescidas em meio M9 suplementando com a fonte de nitrogénio indicada
e a superexpressdo proteica induzida com IPTG. As células foram coletadas, lisadas e 20
pL do extrato solivel usado para a reagdo. Os dados representam a média de duplicatas
de reagéo y-GT.
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Considerando os resultados mostrados na Figura 5, a partir desse ponto
chamaremos a GS expressa em meio contendo 20 mM de glutamina de GS-AMP, ou GS
adenililada, e a GS expressa em meio contendo 1 mM de NH4Cl apenas de GS, ou GS

ndo modificada.

3.1.2 Purificacdo da GS de A. brasilense

Uma vez determinadas as melhores condi¢des de expressdo, nds partimos para a
purificacdo das duas formas de GS. Um pré-indculo da BL21 transformada com o
plasmideo glnA-Tev2 foi crescida em meio LB, o qual foi inoculado em 50 mL de meio
M9 contendo 20 mM de glutamina ou 1 mM de NH4CI. Os geis de eletroforese das

purificagcdes sdo mostrados na figura 6.

Concentracgao de Imidazol

R} ____—‘

) Concentragao de Imidazol
B

«—GS

Figura 6 — Purificacdo das enzimas GS-AMP e GS de A. brasilense. SDS-PAGE 12%
corado com Coomassie Blue. A linha B contém o extrato bruto, S fragdo soluvel, | fracéo
insoltvel, F o ndo ligado na coluna, L a lavagem e em seguida as fracGes eluidas em
concentragdes crescentes de Imidazol. A posicdo da GS é mostrada ao lado. A.
Purificacdo da GS-AMP. B. Purificacdo da GS ndo modificada.
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A purificacdo das duas formas de GS de A. brasilense, mostradas na figura 6,
indica que o rendimento parece ter sido maior para a GS-AMP. De fato, a quantificacdo
da GS-AMP mostrou uma concentracdo de 0,3 mg/mL, e para a GS néo modificada 0,1
mg/mL. No entanto, mesmo a preparacdo de GS ndo modificada, que parece bem fraca
na figura 6B, mostrou uma alta atividade in vitro, conforme demonstram os resultados

mostrados na sequéncia.

3.2 Caracterizacao da atividade da GS

As preparacdes da proteina GS foram submetidas as reagdes biossintética e y-

Glutamil Transferase (y-GT), para que sua atividade pudesse ser caracterizada.

3.2.1 Curva de concentracdo de GS

Inicialmente, para verificar a atividade das preparacbes de GS do presente
trabalho e determinar a concentracdo de enzima a ser utilizada nos diferentes ensaios
funcionais, nds testamos a reagdo biossintética ¢ a reagdo y-GT em diferentes
concentragdes de enzima. Tanto a reagdo biossintética quanto a reagdo y-GT permitem
inferir indiretamente o estado de modificacdo pds-traducional da GS. Através da reacao
biossintética essa inferéncia é possivel porque a GS apresenta diferente especificidade
para 0 metal divalente presente no meio reacional: a atividade biossintética da proteina
adenililada é maior na presenca de Mn?*, enquanto que a da proteina nio modificada é
maior na presenca de Mg?*. Por isso, a atividade biossintética das enzimas GS e GS-AMP
foi testada na presenca de Mg?* ou Mn?*, conforme mostrado na figura 7. Esses resultados
corroboraram a determinacdo do estado de modificacdo pds-traducional previsto no

ensaio de expressdo mostrado anteriormente.
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Figura 7. Curva de concentracdo de GS na atividade biossintética. As reacdes foram
realizadas nas concentracdes da proteina indicadas no gréfico e disparadas com ATP na
presenca de MgClz ou MnCl,. A. GS-AMP B. GS.

Da mesma forma, com a reagdo y-GT também é possivel inferir o estado de
modificacdo de GS. Nessa reacdo o estado de modificacdo é determinado na presenca e
na auséncia de Mg?*, uma vez que a atividade da proteina modificada é inibida pela
presenca desse ion. Dessa maneira, GS adenililada é inibida em altas concentracdes de
Mg?* (60 mM). Novamente, os resultados da inibicdo da atividade y-GT por ions Mg?*
confirmaram o estado de modificacdo pos-traducional das proteinas expressas em meio

com glutamina 20 mM (Figura 8A) e aménio (Figura 8B).
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Figura 8. Curva de concentracdo de GS na atividade y-GT. As reacGes foram realizadas
diferentes nas concentragdes da proteina indicadas no gréafico e disparadas com glutamina
na presenga e na auséncia de MgClz. A. GS-AMP B. GS ndo modificada.

3.2.2 Curva de concentracao de substratos

A reacdo biossintética tem como seus substratos ATP e glutamato. Com o intuito
de estudar a cinética da GS de A. brasilense para cada substrato, em reac6es separadas, 0
ATP e o glutamato foram variados num intervalo de 0 a 20 mM utilizando apenas a GS-
AMP. Através da curva de concentracdo de ATP na atividade biossintética (Fig. 9A)
observa-se que na presenga de magnésio houve uma diminuigéo na atividade da proteina
com um aumento da concentracdo de substrato, indicando uma possivel inibicdo por
substrato. Na curva de concentragéo de glutamato na atividade biossintética (Fig. 9B), na
presenca de manganés, na medida que a concentracdo do substrato aumenta, a atividade

da enzima também é aumentada, mas quando o ion presente na reacdo € 0 magneésio,
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porque a proteina esta altamente adenililada, mesmo com o aumento da concentracdo do

glutamato a reacao praticamente ndo é observada.
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Figura 9. Atividade biossintética da GS-AMP em diferentes concentracdes de substrato.
A) variagéo da concentracdo de ATP. B) variagdo de concentracédo de glutamato.

A reagao y-GT tem como um de seus substratos a glutamina, que assim como para

a reacao biossintética para o ATP, sua concentracdo foi variada entre 0 e 20 mM, e a partir

dos resultados obtidos, podemos observar que com o aumento da concentracdo de

glutamina, em ambas as condi¢cGes de com e sem magnésio, a proteina GS teve sua

atividade aumentada (Fig.10).
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Figura 10 - Curva de concentracdo de substrato. Variacdo de concentracdo de glutamina,
para a reagdo y-GT. As reacdes aconteceram a 37°C e ap6s o periodo de 1h foram paradas
com 100 pL de Stop mix

Os dados de atividade da biossintética da proteina GS-AMP na presenca de ions
Mn?*, mostrados nas figuras 9A (curva de ATP) e 9B (curva de Glutamato) e de atividade
v-GT na auséncia de ions Mg?* da figura 10 (curva de glutamina) foram entdo fitados
contra 0 modelo de cinética de Michaelis-Menten (Figura 11), e os parametros cinéticos

calculados (Tabela 3).

Para a reacdo biossintética, os resultados indicaram que a GS possui um Km na
ordem de 10X menor para o ATP do que para o glutamato. De fato, para o glutamato
(Figuras 9B e 11C), a saturacdo completa ndo foi observada mesmo na méaxima
concentracdo de substrato testada, de 100 mM. Para o ATP, ao contréario, a saturacdo ja
foi visualizada quando o substrato estava proximo de 5 mM (Figuras 9A e 11B). Para y-
GT, o Km da glutamina foi ainda maior do que para o glutamato na reacdo Biossintética,
no entanto essa reacdo apresentou uma velocidade maxima na ordem de 10X maior do

gue na reacao biossintética.

Tabela 3 — Pardmetros cinéticos da enzima GS-AMP de A. brasilense

Substrato Reacédo Condicao Km (mM) Kcat (min)

Glutamina v-GT Sem Mg?* 11,64 £ 2,015 0,31+ 0,02
ATP Biossintética Com Mn?* 0,3015 +0,1204 0,02 £ 0,0012

Glutamato  Biossintética Com Mn?* 5,433+ 1,36 0,015 + 0,0008
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Figura 11 — Ajuste dos dados de atividade da enzima GS-AMP a cinética de Michaelis-
Menten. A) Atividade Biossintética com Mn?*, curva de glutamina. B) Atividade
Biossintética com Mn?*, curva de ATP. C) Atividade y-GT na auséncia de Mg?*, curva
de Glutamato.

3.2.3 Curvas de pH

Seguindo com a prospecc¢édo das melhores condicdes de verificagdo da atividade
in vitro das preparacGes de GS de A. brasilense, nds testamos as atividades biossintética
e y-GT das preparagdes GS e GS-AMP. Os resultados estdo mostrados nas figuras 12
(biossintética) e 13 (y-GT).
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Figura 12 — Curva de pH da atividade Biossintética das preparacdes de GS. As reacdes
foram realizadas nos diferentes pHs indicados no grafico e disparadas com ATP na
presenca de MgClz ou MnCl2 A. GS-AMP. B. GS ndo modificada.

O resultado mostrado na figura 12 indica que a reacdo biossintética varia pouco
de acordo com o pH. No entanto, para a proteina GS-AMP (Figura 12A) foi possivel
determinar um pH 6timo de 6,8, tanto para a reacdo contendo Mg?*, quanto para a reagio
contendo Mn?*. Para a GS ndo modificada a indicacio do pH 6timo n&o foi clara. Além
disso, para essa preparacao, foi possivel observar que a diferencga na atividade das reacoes
na presenca de Mn?* e Mg?", frequentemente utilizada para inferir o estado de
modificagdo pds-traducional de GS, diminuiu nos pHs mais altos testados. Portanto, nds
indicamos aqui que a deducdo do estado de adenililagdo da GS de A. brasilense pela

atividade na presenca de Mn?* ou Mg?* seja feita no pH 6,0.
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Na figura 13 é mostrada a curva de pH da reacdo y-GT das duas preparagdes de
GS. Para a GS-AMP (Figura 13A), o pH 6timo encontrado é entre 6,8 e 7,0, sendo mais
conspicuo na reacdo sem ions Mg?*, ja que esses ions inibem a reacdo y-GT da enzima
adenililada. Para a reag¢ao y-GT da GS ndo modificada, o pH 6timo na auséncia de ions

Mg?* foi proximo de 8,0, e na presenca de Mg?* foi 7,2.
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Figura 13 — Curva de pH da atividade y-GT das preparacGes de GS. As reacdes foram

realizadas nos diferentes pHs indicados no gréafico e disparadas com glutamina na
presenca ou auséncia de MgCl, 60 mM. A. GS-AMP. B. GS nao modificada.

Em E. coli, a atividade y-GT na auséncia de ions Mg?* das proteinas adenililada e

ndo adenililada “se cruzam” no grafico de curva de pH, e o ponto onde as curvas se
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encontram é chamado de ponto de isoatividade [29]. Para determinar o ponto de
isoatividade das preparagdes de GS de A. brasilense desse trabalho, nds plotamos a curva
de pH da atividade y-GT na auséncia de Mg?*. O resultado esta mostrado na figura 14.
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Figura 14 — Curva de pH da atividade y-GT das preparacfes de GS. As reac¢des foram
realizadas nos diferentes pHs indicados no grafico e disparadas com glutamina na
auséncia de MgCl, 60 mM.

A figura 14 mostra que a GS de A. brasilense tem um perfil semelhante ao
encontrado anteriormente para E. coli, e as curvas da variagdo do pH da atividade y-GT
se cruzam no grafico. O ponto de isoatividade da GS de A. brasilense determinado aqui

é de aproximadamente 7,2, enquanto que em E. coli é de 7,6 [29].

3.3 Caracterizacao da atividade adenilil removedora (AR) da GInE de A. brasilense.

A enzima GInE ¢ a responsavel pela adi¢do e remogéo dos grupamentos adenilil
de GS. Neste trabalho nés purificamos a enzima GInE de A. brasilense e verificamos a

atividade AR exercida sobre a GS-AMP.

Aqui, a reacdo de desadenililagdo de GS-AMP por GInE de A. brasilense foi
realizada na presenca de efetores, sendo eles ATP, ADP e 2-OG, em uma concentragao

final de 5 mM. O estado de modificagdo pds-traducional de GS foi inferido por meio da
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inibicdo de ions Mg?* da reagdo y-GT. Foi possivel observar que, quando comparado aos
controles sem GInE e sem efetor, a GInE catalisou a desadenililagdo de GS-AMP na
presenca de todos os efetores. No entanto, quando a reagdo ocorre na presenca de ATP e
2-0G juntos, a desadenililacdo de GS aparentemente € maior do que nas outras condicdes

(Fig. 15), sugerindo um efeito sinérgico desses dois efetores.
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Figura 15. Reacdo de desadenililacdo de GS por GInE. Para a reacdo foram utilizados 80
nM de GS e 2 nM de GInE, os efetores foram utilizados na concentragéo final de 5 mM.
A reacdo foi disparada com 14 mM de glutamina a 37°C e ap0s o periodo de 1h foram
paradas com 100 pLL de Stop mix.

3.3.1 Efeito de GInB e GInB-UMP3 sobre a desadenililacdo de GS por GInE

Com o intuito de avaliar a influéncia das proteinas PII sobre a atividade AR de
GInE de A. brasilense, nos testamos essa atividade na presenca de GInB ndo modificada
e GInB uridililada de H. seropedicae. A proteina GInB de H. seropedicae possui alta
homologia com a GInB de A. brasilense. Através dos graficos obtidos (Fig. 16), foi
possivel observar que GInB e GInB-UMP3 de H. seropedicae ndo possuem influéncia na

desadenililacdo de GS por GInE, ambas de A. brasilense.
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Figura 16. Reacdo de desadenililacdo de GS por GInE na presenga de GInB e GInB-
UMP3 de H. seropedicae. Para a reagdo foram utilizados 80 nM de GS, 2 nM GInE e 20
nM GInB ou GInB-UMP3, os efetores foram utilizados na concentragédo final de 5 mM. A
reacao foi disparada com 14 mM de glutamina e a 37°C e ap0s o periodo de 1h foram
paradas com 100 puL de Stop mix. A) reagdo de desadenililacdao na presenga de GInB. B)
reacao de desadenililacdo na presenca de GInB-UMPs.

Para explorar melhor os detalhes da sensibilidade da atividade AR da GInE de A.
brasilense aos efetores testados, nds testamos a atividade em diferentes concentragdes
dos efetores. Os resultados sdo mostrados na figura 17 em fungdo da atividade y-GT na

auséncia de Mg?*.
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Figura 17 - Reacdo de desadenililacdo de GS por GInE na presenca de diferentes
concentracdes de efetores. Para a reacdo foram utilizados 80 nM de GS e 20 uM GInE.
A reacdo foi disparada com 14 mM de glutamina e a 37°C e ap0s o periodo de 1h foram
paradas com 100 pL de Stop mix. A. Curva de 2-OG na presenca de ATP 5 mM. B. Curva
de ATP na presenca de 2-OG 5 mM. C. Curva de 2-OG. D. Curva de ATP.

Os resultados mostrados na figura 17 indicam que de fato ATP e 2-OG séo
capazes de estimular a atividade AR da GInE de A. brasilense, no entanto um papel

sinérgico entre ATP e 2-OG parece claro. Chama atencdo que ATP e 2-OG s&o 0S mesmos

efetores que agem de modo sinérgico no sitio alostérico das proteinas PIl. Entdo, no caso
do sistema regulatorio GInE-GS de A. brasilense, mesmo néo tendo a participagdo das
proteinas PII, os mesmos sinais que medeiam a interacdo destas com as proteinas-alvo
parecem regular diretamente a GInE.
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Os resultados aqui mostrados indicam que a atividade AR da GInE de
A. brasilense parece ser regulada através de um mecanismo novo, ndo descrito
anteriormente para nenhum outro organismo. A atividade AR da enzima GInE ja foi bem
estudada em E. coli, Rhodospirillum rubrum e H. seropedicae [32, 33, 34, 30, 12]. Em E.
coli a atividade AR de GInE ¢ ativada por GInB uridililada, ATP e 2-OG, e inibida por
GInB ndo modificada [32, 33]. Em R. rubrum, nem as proteinas Pll, nem efetores
alostéricos foram encontrados regulando a atividade AR da enzima GInE, indicando que
essa atividade poderia ser a atividade basal de GInE de R. rubrum [34]. Em H.
seropedicae, as proteinas PIl também parecem ndo exercer qualquer efeito regulatorio
sobre a atividade AR, e o sinal regulatério dominante é a razdo ATP/ADP [30, 12]. Aqui,
a atividade AR da GInE de A. brasilense, da mesma forma, ndo foi regulada pelas
proteinas PII testadas, e foi estimulada por ATP, ADP e 2-OG, sendo que a ativacao
méaxima na combinacdo ATP e 2-OG (Figura 15). Esse resultado precisa ser visto com
reservas, ja que a GInB de A. brasilense néo foi testada e, mesmo com a alta identidade
entre as proteinas, é possivel que a PIl de H. seropedicae ndo tenha sido capaz de
substituir a proteina ortéloga de A. brasilense. Esses experimentos serdo realizados no

futuro.

4. Considerac0es finais

No presente trabalho, a proteina GS de A. brasilense foi superexpressa em sistema
heter6logo, purificada e sua atividade in vitro caracterizada. Utilizando variacGes nas
fontes de nitrogénio oferecidas ao hospedeiro da superexpressdo, ndés fomos capazes de
purificar a GS em duas formas diferentes: ndo modificada e adenililada. Esse estado de
modificacdo pos-traducional foi revelado através de ensaios funcionais. A proteina GInE
de A. brasilense também foi purificada, e sua atividade AR caracterizada. O trabalho aqui
apresentado fornece ferramentas para o estudo in vitro detalhado do metabolismo de

assimilacdo de aménio em A. brasilense.
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