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RESUMO

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria diazotrofica endofitica encontrada
colonizando plantas como milho, trigo, arroz e cana-de-acucar. O objetivo deste
trabalho foi determinar a ocorréncia de possiveis modificacbes pds-traducionais e
variagdes de expressao da enzima glutamina sintetase de H. seropedicae em
resposta aos niveis de amoénio no meio de cultivo. Nos experimentos realizados, as
estirpes SMR1, LNgInKdel(ginK") e LNgInB(gInB’) foram cultivadas em meio NFbHP-
malato contendo 2mmol/l ou 20mmol/l de NH4CI, como fonte de nitrogénio. Apos o
cultivo, as células foram coletadas, rompidas por sonicagédo e as proteinas sollveis
foram fracionadas por eletroforese bidimensional. Os géis foram corados com
Coomasie Blue Coloidal, as imagens foram digitalizadas e analisadas pelo programa
ImageMaster 2D Platinum v.6.01. Trés bandas com aproximadamente a mesma
massa molecular, mas com pl diferentes foram retirados dos géis das estirpes
estudadas e digeridas com tripsina, e 0s peptideos obtidos analisados por um
Espectrémetro de Massas do tipo MALDI-ToF/ToF. A analise revelou que essas
bandas correspondiam a isoformas da enzima glutamina sintetase, o que foi
confirmado por imunodeteccdo com anticorpos anti-GS, revelando quatro bandas
com aproximadamente mesma massa, mas com pl diferente. A andlise da variacédo
de volume das isoformas da GS entre a estirpe selvagem e os mutantes revelou que
as isoformas adenililada e desadenililada apresentaram padrdo de variacdo (%
volume) diferente do selvagem na estirpe mutante LNgInKdel(ginK’). Ja a nova
isoforma de GS, com pl mais acido, apresentou padrdo de variacao diferente em
relacdo ao selvagem na estirpe mutante LNgInB(gInB’). Esses resultados indicam
que as proteinas PII participam da regulacdo da proteina glutamina sintetase em H.
seropedicae. Além disso, a presenca de duas outras isoformas da enzima glutamina
sintetase, além das isoformas adenililada e desadenililada, sugere que o controle
fino da atividade dessa enzima é de fundamental importancia para o metabolismo
nitrogenado e energético de Herbaspirillum seropedicae.

Palavras-chave: Herbaspirilum seropedicae. Proteoma. Eletroforese bidimensional.
Espectrometria de Massas. Glutamina sintetase



1 INTRODUCAO

A determinacdo do genoma de um organismo possibilita a identificacdo e
localizac&o de todos os seus genes, e inferir sobre todas as possiveis proteinas que
possam ser codificadas por esse organismo. Entretanto, as proteinas podem sofrer
modificacdes pos-traducionais como fosforilagdo, metilagdo, acetilagdo e clivagem
proteolitica entre outras e, além destes motivos, a estrutura final e funcdo das
diversas proteinas ndo podem ser definidas com base apenas nas sequéncias dos
genes que as codificam (CAHIL et al.,, 2001). Adicionalmente o conhecimento
estrutural do genoma nao permite, via de regra, concluir sob quais condi¢bes
fisioloégicas determinadas, as proteinas serdo expressas. Por estas razdes, o0 estudo
do genoma funcional é valioso para tais fins.

Através dos estudos de prote6mica é possivel identificar quais proteinas séo
expressas em determinadas condi¢cdes fisiologicas, além de possibilitar
comparacoes entre diferentes condi¢des, permitindo identificar quais proteinas sao
importantes para o0 organismo em um determinado momento.

Suas atividades especificas, como estado de modificacdo, associacdo com
outras biomoléculas e os niveis de expressdo sdo essenciais para a descricdo de
sistemas bioldgicos (AEBERSOLD, 2003).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Obijetivo geral

» Determinar a ocorréncia de possiveis modificacdes pos-traducionais e
variagbes de expressdo da enzima glutamina sintetase de H.
seropedicae em resposta aos niveis de aménio no meio de cultivo, nas
estirpes SMR1, LNgInKdel(ginK") e LNgInB(gInB").

1.1.2 Objetivos especificos

» Separar as proteinas solluveis das estirpes SMR1, LNgInKdel(gInK) e
LNgInB(gInB") de H. seropedicae cultivadas em meio NFbHPN, em



condi¢cles de limitagdo (2mmol/l) e excesso (20mmol/l) de amonio por
eletroforese bidimensional;

» ldentificar as isoformas da proteina glutamina sintetase nos geéis
bidimensionais através de espectrometria de massas MALDI-ToF/ToF
e imunodeteccao;

» Determinar variagdes quantitativas (% Volume) na expressédo das

isoformas da enzima glutamina sintetase nas diferentes condi¢des.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O elemento nitrogénio € parte essencial de varios compostos quimicos como
proteinas e &cidos nucléicos, que sdo a base de todas as formas de vida. O
nitrogénio molecular, N, representa aproximadamente 80% da atmosfera terrestre,
no entanto ndo pode ser utilizado diretamente pela maioria dos seres vivos
(HUBBELL & KIDDER, 2003).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) € o processo pelo qual o N2 é
transformado a NH3, forma metabolicamente utilizavel. As bactérias diazotroficas
convertem o N2 atmosférico a NHS, 0 qual pode ser utilizado na sintese de

biomoléculas que contenham nitrogénio, o produto nitrogenado resultante da FBN é
disponibilizado para as plantas, por meio de associacfes com as bactérias fixadoras
de nitrogénio (BURRIS, 1991).

O elemento nitrogénio é um dos fatores limitantes para o desenvolvimento
de plantas, no entanto poucos organismos sao capazes de realizar a FBN. Dentre
esses, encontramos grupos de bactérias como as Firmibactérias, Cyanobactérias,
Actinomicetos, bactérias verdes sulfurosas e nas subdivisbes de Proteobactérias
(DIXON & KAHN, 2004). Entre as proteobactérias pode-se citar 0s microrganismos
fixadores Bradyrhizobium japonicum, Herbaspirillum seropedicae, Rhodobacter
capsulatus e Sinorhizobium meliloti (DIXON & KAHN, 2004).



2.2 Herbaspirillum seropedicae

A espécie Herbaspirilum seropedicae foi identificada por BALDANI e
colaboradores em 1986. Pertence ao género Herbaspirillum, que recebeu essa
denominagéo por apresentar bactérias pequenas, em forma de espiral, encontradas
em associacdo com plantas herbadceas na cidade de Seropédica. Sdo gram
negativas, geralmente vibridides e as vezes helicoidais. H. seropedicae geralmente
contem dois flagelos polares, diametro de 0,6 a 0,7um e tamanho variando de 1 a 5
pum conforme o meio de crescimento (BALDANI et al., 1986).

Esse microrganismo é capaz de realizar a fixacao bioldgica do gas nitrogénio
(N2) presente na atmosfera, convertendo-o em amoénia (NH3), um nutriente
importante para as plantas. Esse processo € de fundamental importancia para os
vegetais, pois 0s mesmos ndo podem assimilar diretamente o nitrogénio do ar
(PEDROSA, 2005).

2.3 GLUTAMINA SINTETASE

Existem trés tipos diferentes de glutamina sintetase, denominadas GSI, GSlI
e GSIIl (SILMAN et al, 1995). A forma mais comum de GS (GSI) é uma enzima
dodecamérica com subunidades idénticas de aproximadamente 55 kDa, codificada
pelo gene ginA (MERRICK & EDWARS, 1995). GSI é a forma de GS predominante
nos procariotos. A regulacdo poés-traducional da atividade catalitica da GS por
adenililacdo ocorre na maioria dos procariotos. Um aumento no nivel intracelular de
nitrogénio leva a uma reducao progressiva da atividade da enzima pela adicdo de
um grupamento AMP a um residuo de tirosina, em cada subunidade (MERRICK &
EDWARS, 1995).

Estudos tém demonstrado uma segunda modificacdo covalente de GSI por
ADP-ribosilacdo em Rhodospirillum rubrum (WOEHLE et al, 1990), Streptomyces
griseus (PENYIGE et al, 1994) e Cyanobacterium synechocystis sp. PCC 6803
(SILMAN et al, 1995), poréem a importancia fisiolégica dessas modificacbes ainda
nao é conhecida.

Uma segunda forma de GS (GSIl) tem sido descrita em bactérias que se
associam com plantas como Bradyrhizobium e Agrobacterium (MERRICK &

EDWARS, 1995). GSIl é codificada pelo gene ginll, sendo uma enzima octamérica



de subunidades idénticas de massa aproximadamente igual a 36 kDa (MERRICK &
EDWARS, 1995).

A terceira forma de GS (GSIIl) foi inicialmente descrita em Bacteroides
fragilis. GSIll é uma enzima hexamérica com subunidades com massa
aproximadamente de 75kDa, porém ainda ndo foi extensivamente caracterizada
(MERRICK & EDWARS, 1995).

As caracteristicas dos trés tipos funcionais de glutamina sintetase

encontradas em procariotos estdo resumidas na tabela abaixo:

Enzima | Gene Massa  Molecular | Nomero de | Modificacbes Distribuicéo em
da subunidade (em | subunidades | covalentes Procariotos
kDa) descritas
GSlI ginA 55 12 Adenililacao; Quase Universal
ADP-
ribosilacéo
GSll glnll 36 8 N&ao Rhizobium,

caracterizado | Bradyrhizobium,
Agrobacterium,
Streptomyces, Frankia

spp.

GSlll glnA 75 6 Nao Bacteroides,
caracterizado Butyrivibrio,
Synechocystis,
Synechococcus,
Gleocapsa,
Pseudoanabaena spp.

TABELA 01 — Tipos diferentes de GS nos procariotos. Retirado de Merrick & Edwards (1995).

2.3.1 Assimilacdo de amoénio

Em muitos procariotos a reacdo chave para a assimilacdo de nitrogénio é
catalisada pela proteina glutamina sintetase que catalisa a formacédo da glutamina a
partir de NH3 e glutamato, com a hidrélise de um ATP (PENYIGE et al, 1994).

Devido a esse papel central na biossintese de glutamina, que € uma
importante doadora de nitrogénio para diversos compostos, a enzima glutamina
sintetase esta sujeita a um controle tanto a nivel transcricional quanto pos-
traducional (ANTONYUK, 2007).



A assimilagdo de nitrogénio nos procariotos pode ocorrer por duas vias
(ARCONDEGUY, 2001):

a) Glutamina sintetase (GS) (reacdo 1) e Glutamato sintase (GOGAT)
(reacdo 2) e

b) Glutamato desidrogenase (GDH) (reagao 3)

A enzima GS converte glutamato e amoOnio em glutamina e a enzima
GOGAT transfere um grupamento amido da glutamina para o a-cetoglutarato
produzindo duas moléculas de glutamato. A reacdo global é a producdo de
glutamato a partir de amoénia e a-cetoglutarato (MERRICK e EDWARDS, 1995).

A via GDH é utilizada quando as células crescem na presenca de alta
concentracdo de amonio, enquanto a via GS/GOGAT ocorre em condic¢des limitantes
de nitrogénio (MERRICK e EDWARDS, 1995).

REACAO 1

+ GS
NH + L-glutamato + ATP —— L-glutamina + ADP + Pi
4

REACAO 2
GOGAT +
L-glutamina + a-cetoglutarato + NADPH —— 2 L-glutamato + NADP
REACAO 3
+ GDH +

NH4 + a-cetoglutarato + NAD(P)H ———  » Glutamato + NAD (P)

O gene gInA, que codifica para GS, faz parte do operon ginAntrBC em H.
seropedicae (PEDROSA et al., 2001) e em E. coli (REITZER & MAGAZANIK, 1985).
JA em Rhodospirillum rubrum e em Azospirilum brasilense o gene glnA é
cotranscrito com o gene g¢gIinB (JOHANSSON & NORDLUND, 1996; De
ZAMAROCZY et al, 1993).

A glutamina sintetase (GS) é altamente regulada, tanto a nivel transcricional
quanto pos-traducional. Em E. coli, a regulacdo da GS ocorre por meio de
mecanismos diferentes: a concentracdo intracelular da enzima é regulada em
resposta a disponibilidade de nitrogénio celular e o controle da atividade da GS é
feito por inibicdo alostérica e modificacdo covalente (REITZER, 2003).

Em E. coli, a regulacdo alostérica de GS é controlada por alanina, glicina,

serina, triptofano, histidina, carbamil fosfato, glucosamina-6-fosfato, CTP, AMP



(ATKINSON et al, 1994; REITZER, 2003). O controle pos-traducional ocorre pela
adicdo de um grupamento AMP a um residuo de tirosina (MERRICK & EDWARS,
1995). Em altas concentracdes de nitrogénio, GS € adenililada pela enzima
bifuncional adenililtransferase (ATase) (ARCONDEGUY et al, 2001; MERRICK &
EDWARS, 1995), produto do gene ginhE (MERRICK & EDWARS, 1995). Em
condi¢cbes limitantes de nitrogénio o grupamento AMP é removido, pela enzima
ATase, tornando a enzima GS ativa novamente (ARCONDEGUY et al, 2001).

2.4 PROTEINAS PII

Diversos organismos podem perceber as variagcdes na disponibilidade de
nitrogénio através de proteinas transdutoras de sinal do tipo PIl (NINFA & JIANG,
2005).

Estas proteinas estao presentes em bactérias, arqueas e plantas, auxiliando
na assimilacdo coordenada de nitrogénio e carbono pela regulacdo de enzimas
transdutoras de sinal, em resposta a diversos estimulos (NINFA & ATKINSON,
2000). As proteinas PIl sdo pequenas proteinas que controlam a atividade de
enzimas transdutoras de sinal (NINFA & ATKINSON, 2000; NINFA & JIANG, 2005).

Em Herbaspirillum seropedicae, duas proteinas PIl foram identificadas, a
proteina GInB e a proteina GInK, apresentando 78% de identidade de aminoacidos
entre elas (BENELLI et al, 1997). A proteina GInB é codificada pelo gene ginB (LIU &
MAGASANIK, 1993) e possui expressao constitutiva (BENELLI et al., 1997),
enquanto que a expressao da proteina GInK € aumentada sob condi¢fes limitantes
de amonio (NOINDORF, 2002). O gene gInK é co-transcrito com o gene orfl e amtB
(NOINDORF, 2006).

A regulagdo da proteina glutamina sintetase nas proteobactérias envolve as
proteinas PIl. Em E. coli, as proteinas PIl sdo covalentemente modificadas pela
proteina GInD (UTase) por uridillagdo em resposta aos niveis de nitrogénio
intracelular. Sob condic¢des limitantes de nitrogénio, a concentracdo intracelular de
glutamina diminui. Nestas condicdes a enzima GInD catalisa a uridililacdo das
proteinas PIl. As proteinas PII uridililadas promovem a desadenililacdo de glutamina
sintetase estimulando a atividade de desadenililagdo da enzima ATase (NINFA &
ATKINSON, 2000; NINFA & JIANG, 2005).



Quando os niveis de amodnio s&o altos, a concentragdo intracelular de
glutamina aumenta, a glutamina se liga a enzima GInD promovendo a desuridililacéo
das proteinas PIl. As proteinas PIlI desuridililadas interagem com a ATase
estimulando a adenililacdo da GS (NINFA & ATKINSON, 2000; NINFA & JIANG,
2005).

Em Herbaspirillum seropedicae, foi mostrado que GInD uridilila GInB e GInK
(in vitro) em uma reacdo dependente de 2-cetoglutarato e ATP e inibida por
glutamina (BONATTO et al, 2007)

A regulagdo geral da atividade de Glutamina sintetase, dependente das

proteinas PIl em E. coli é mostrada na FIG. 01, modificada de Noindorf, 2006.

6S | 6InE  [6S-AMP
(etiva) | — * (inativa)

-

TGIutamina GInD : lGIutamina

NH,* T |6!n8-UMP l NH.”
|

'65-AMP| GInE [ 65
(inativa) (ativa)

FIGURA 01: Cascata reguladora da proteina Glutamina sintetase pelas proteinas PlI
em E. coli. Em condi¢des de excesso de nitrogénio a proteina GInD possui atividade de
enzima removedora de UMP, desuridililando GInB e GInK. GInB e GInK n&o-uridililadas
interagem com GInE, estimulando a inativacdo da GS por adenililacdo. Em condictes
limitantes de nitrogénio a proteina GInD catalisa a adicdo do grupamento UMP as
proteinas PIl. GInB-UMP e GInK-UMP interagem com GInE, estimulando a
desadenililagdo da GS, a qual passa a catalisar a producéo de glutamina.




2.5 PROTEOMA

O termo Proteoma refere-se a todas as proteinas expressas de um dado
genoma (WILKINS & HOCHSTRASSER, 1997; HAYNES & YATES, 2000).
Entretanto, este termo também pode ser usado em um sentido mais restrito, para se
referir ao conjunto de proteinas que estd sendo expresso num dado momento da
vida da célula (ABBOT, 1999).

Um dnico genoma pode gerar um numero muito grande de proteomas,
dependendo do estagio do ciclo de crescimento, temperatura, resposta ao estresse,
disponibilidade de nutrientes, condicBes patolégicas e diferencas entre estirpes
(CAHILL et al., 2001).

A Protebmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas,
seus niveis de expressao, suas fun¢des, modificacbes pds-traducionais, interacdes
entre proteinas e mecanismos regulatorios (BLACKSTOCK & WEIR, 1999).

A investigacdo de modificacdes poOs-traducionais pode mostrar como estas
influenciam na estrutura e funcdo das proteinas, regulando a atividade protéica
(PANDEY & MANN, 2000), devido a isso, a estrutura final e a fungcdo das vérias
proteinas ndo podem ser definidas com base apenas nas sequéncias nucleotidicas
dos genes que as codificam (CAHIL et al., 2001).

2.6 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

A eletroforese bidimensional € um método de separacéo eficiente porque as
proteinas em uma amostra sdo separadas simultaneamente fornecendo informacdes
Uteis sobre ponto isoelétrico, massa molecular, expressdo, abundéancia relativa,
modificagbes poOs-traducionais, verificadas pela alteragdo da mobilidade
eletroforética e uma figura estatica (fotografia do gel) dos compostos separados, que
permite uma comparacdo qualitativa e quantitativa entre duas ou mais amostras
(PANDEY & MANN, 2000). Variagdes em um unico aminodcido podem resultar na
mudanca de posicédo de uma proteina em um gel bidimensional (JUNGBLUT, 2001).

Na eletroforese bidimensional as proteinas sédo separadas de acordo com
seu ponto isoelétrico (pl) por focalizacdo isoelétrica (IEF) na primeira dimensao.
Essa técnica é atualmente feita em tiras IPGs (Immobilised pH Gradients) que

possuem, em uma das faces, um gradiente de pH imobilizado numa matriz de



poliacrilamida. E, na segunda dimensao, de acordo com sua massa molecular por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS — PAGE)
(O'FARREL, 1975).

2.7 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas € a técnica que requer a gaseificacdo e
ionizacdo da amostra, aceleracdo da molécula carregada por um campo elétrico,
disperséo dos ions de acordo com a relacdo massa/carga (m/z), deteccéo dos ions e
registro do sinal (YATES, 1998). O sistema que torna possivel a deteccdo de
proteinas ou peptideos € o MALDI-ToF/ToF (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight). Nele, uma matriz de acido organico (HCCA — &cido a-
ciano-4-hidroxianimico) que se cristaliza juntos aos peptideos, absorve energia de
feixes de laser de nitrogénio no comprimento de onda de 337nm e a converte em
energia térmica, que é transferida as macromoléculas da amostra que séo ionizadas.
A massa das moléculas analisadas é medida pelo tempo-de-v6o desde a ionizacdo
até a deteccdo, sendo que, quanto mais leve o ion, mais rapidamente é feito o
percurso (AEBERSOLD & GOODLET, 2001).

O espectrdmetro de massas permite a obtencdo do mapa peptidico (peptide
mapping) ou impressao digital de peptideos (peptide fingerprint). Nesse tipo de
estudo, uma molécula protéica ja isolada por eletroforese bidimensional ou
cromatografia liquida é clivada sitio-especificamente por enzimas e uma lista dos
peptideos originados € obtida por espectrometria de massa (MATTE et al., 2003). Os
fragmentos protéicos formados dependem da seqiéncia dos aminoacidos da
proteina em estudo e da enzima utilizada. A tripsina, normalmente utilizada para
digestdo das proteinas, faz clivagem especifica C-terminal adjacente a residuos de
arginina e lisina, gerando um conjunto de peptideos Unicos cujas massas Sao
determinadas por espectrometria de massas e que podem ser considerados como
impressao digital daquela molécula. O padrdo de peptideos obtidos € comparado
com o banco de dados que contem o padréo tedrico de clivagem das proteinas

preditas pelo genoma. Assim, as proteinas sao identificadas (CAGNEY et al., 2003).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 BACTERIA
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As estirpes de Herbaspirillum seropedicae utilizadas foram:

Estirpe

Caracteristica

Referéncia

SmR1

Estirpe selvagem, Sm~, Nif*

SOUZA et al., 2000

LNglnKdel(gInK")

SmR1 contendo delecdo em
fase de 192 nucleotideos do
gene ginK

NOINDORF, 2006

LNgInB(gInB")

SmR1 contendo gInB::TcR

NOINDORF, 2006

3.2 MEIOS DE CULTIVO

3.2.1 Meios de cultura

As estirpes SMR1, LNgInKdel(ginK) e LNgInB(gIinB") de H. seropedicae
foram cultivadas em meio liquido NFb-malato (MACHADO et al, 1991) a 30°C, sob

agitacao de 120 rpm.
O meio NFb-malato tem a seguinte composi¢ao:

MgSO . 7H.O
4 2

NaCl
CacCl
2

Acido nitrilo-triacético

FeSO .7H O
4 2

Acido malico

Biotina

Gramas

0,2

0,1
0,02

0,056
0,02

5,0

-4
1,0.10
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Solucéo de Oligoelementos 10mL

Na2MoQO4.2H20 2,0 x10%g
MnS0O4.H20 2,35 x 10%g
H3BO3 2,8 x10%g
CuSO0O4.5H20 8,0 x 10%g
ZnS04.7H20 2,4 x10%g
Agua destilada g.s.p 950ml

A solucéo de fosfatos possui a seguinte composicao:

K2HPO4 17,89
KH2PO4 159,5¢g
Agua destilada g.s.p 1000m|

3.2.2 Antibiético utilizado para selecéo

Os antibidticos e concentracfes utilizadas foram:

» Estreptomicina (Sm) — 80 ug/ml
» Tetraciclina (Tc) - 10 pg/ml

3.3 CONDICOES DE CULTIVO

Para o cultivo das células, primeiramente foi feito um pré-in6culo em um
frasco de 60ml contendo 20ml de meio malato liquido, 1,0ml da mistura de fosfatos,
400ul de NH4CI (20mmol/l), 20ul de antibidtico estreptomicina para as estipes SMR1
e LNgInKdel(ginK’) e estreptomicina e tetraciclina para a estirpe LNgInB(ginB") e
200ul de um cultivo em meio malato semi-solido onde o microrganismo era
estocado. A incubacdo no shaker foi feita a 30 °C com agitacdo a 120rpm por
aproximadamente 16h. Posteriormente, 100ul desse pré-indéculo foram

acrescentados a 20ml de meio NFbHP-malato em frasco de 60ml e incubados nas
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condicoes ja descritas. Para o preparo do meio de cultivo foram misturados 20ml de
NFb-Malato, 1,0ml de solugcdo de fosfatos e 40ul de NH4CI (2mmol/l), para o meio
em menor concentracdo de nitrogénio, ou 400ul de NH4CI (20mol/l), para 0 meio em
maior concentracdo de nitrogénio, mais 20ul de estreptomicina (80ug/ml) para as
estirpes SMR1 e LNgInKdel(gIinK") e 20ul de estreptomicina (80ug/ml) com 20ul de
Tetraciclina (10ug/ml) para a estirpe LNgInB(gInB’). A coleta das células foi realizada

quando a DOgqo atingida era de aproximadamente 1,0.

3.4 PREPARO DA AMOSTRA PARA A ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

Apbs o crescimento das células, o cultivo foi centrifugado por 10 min, a 4°C
e 5000rpm em centrifuga Eppendorf 5804 R, rotor A-4-44. As células do precipitado
foram ressuspendidas em 2,0ml de uma solucdo para lavar (3,0mM KCI, 1,5mM
KH>PO4, 68mM NaCl, 9,0mM NaH,PO,) e o volume final completado para 10ml com
a mesma solucdo, em seguida centrifugadas novamente nas mesmas condi¢cdes
anteriores e novamente mais uma etapa de lavagem e centrifugacao.
Posteriormente, as células lavadas foram ressuspendidas em 600ul de tampéo
préprio (10mM Tris-HCI pH 8,0, 1,5mM MgCl,, 10mM KCI, 0,5mM DTT) e foi
adicionado 1,0% de PMSF (Phenilmethylsulphonyl Fluoride), um inibidor de
proteases, aliquotadas em tubos eppendorf e armazenadas a -70 °C até o momento
do uso.

As células de H. seropedicae (200pl) foram misturadas com 500ul de
tampéao de lise (7M uréia, 2M tiouréia, 4% CHAPS, 2% Pharmalyte) e rompidas por
sonicagao com 5 pulsos de 20s cada no sonicador “Ultrasonic Processor XL Heat
Systems”, em banho de gelo, com intervalos de 1min entre cada pulso. Apés a
sonicacdo, a mistura foi centrifugada por 10min a 13400rpm em centrifuga
‘Eppendorf mini spin”. A quantidade de proteinas na solugdo sobrenadante foi
determinada pelo método de Bradford (1976) utilizando BSA como padrao.

Em seguida, foi utilizado um volume da amostra correspondente a 550ug de
proteina e completado o volume até 250ul com tamp&o de reidratacdo (7M uréia, 2M
tiouréia, 0,5% CHAPS, 0,2% tampdo IPG, 15mM DTT e tragcos de azul de
bromofenol).
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3.5 ISOELETROFOCALIZACAO (IEF) DAS PROTEINAS

A isoeletrofocalizacdo das proteinas foi realizada em equipamento IPGphor
da GE Healthcare. A IEF foi conduzida em tiras IPG. A faixa de pH utilizada foi a de
pH 4 a7, em tiras de 13 cm ou 18 cm.

Para tiras IPG (pH 4 a 7) 13 cm, aliguotas de 250ul da solucdo foram
aplicadas em um suporte proprio para a realizacdo da isoeletrofocalizacdo de
tamanho correspondente as tiras. As tiras foram posicionadas com o gel voltado
para baixo e cobertas com 800ul de 6leo mineral (“Dry Strip Cover Fluid”). O tempo
de reidratacdo do gel foi de 12h a 20°C e a isoeletrofocalizacdo prosseguiu até um
total de 20kVh.

Para tiras IPG (pH 4 a 7) 18 cm, aliquotas de 340uL da solu¢do foram
aplicadas em um suporte proprio (Immobiline DryStrip Reswelling Tray 18-24cm), as
tiras foram posicionadas com o gel voltado para baixo e cobertas com 2ml de d6leo
mineral (“Dry Strip Cover Fluid”) e deixadas durante toda a noite para a reidratacao
(aproximadamente 16h). Posteriormente, as tiras foram transferidas para um suporte
adequado para a isoeletrofocalizacdo (18-24cm), reposicionadas com o gel voltado
para cima e cobertas com 2mL de éleo mineral (“Dry Strip Cover Fluid”,) e um
eletrodo proprio foi colocado no lado catédico e anddico das tiras. Um papel filtro

embebido em &gua destilada foi posicionado entre cada eletrodo e a tira.

3.6 EQUILIBRIO DAS TIRAS DE GRADIENTE DE pH IMOBILIZADO

ApoOs a isoeletrofocalizacado, as tiras foram colocadas em um tubo de ensaio
e equilibradas duas vezes de 15min cada, em 5ml de tamp&o de equilibrio (50mM
Tris-HCI pH 8,8, 6mM uréia, 30% (p/v) glicerol, 2%(p/v) SDS e tracos de azul de
bromofenol) contendo 50mg DTT, num primeiro momento, e 200mg de

iodoacetamida, num segundo momento.
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3.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE SDS
(SDS-PAGE)

A eletroforese das proteinas presentes nas tiras IPG foi feita em gel de
poliacrilamida 11,0% na presenca de SDS (SDS-PAGE), conforme descrito por
Laemmli, 1970.

A eletroforese foi realizada em géis de 18 cm x 16 cm em cuba tipo “Hoefer
SE 600 Ruby” da GE Healthcare. As tiras equilibradas foram posicionadas
horizontalmente no topo do gel, mantendo pleno contato com este. O padréo de
peso molecular (MW) foi colocado para posterior calibragdo do gel. Em seguida as
tiras foram cobertas com 1ml de solucdo de agarose morna (0,5% agarose, 1% SDS
e tracos de azul de bromofenol). Apés a solidificacdo da agarose (aproximadamente
1 min), o gel foi inserido na cuba de eletroforese. O tampéao de corrida continha 0,3%
de Tris base, 1,44% de glicina e 0,1% de SDS. A corrida foi feita limitando-se a
corrente a 45mA/gel em voltagem de 300V e com poténcia maxima de 50W até que
o azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. A temperatura foi mantida a

10°C por meio de refrigeracao com circulador termostatico Multitemp |I.

3.8 COLORACAO DOS GEIS

Os géis bidimensionais foram visualizados por meio de coloracdo com
Coomassie Blue Coloidal (PATTON, 2002; WESTERMEIER & NAVEN, 2002).

As proteinas foram fixadas ao gel durante 1h pela solucao de fixar (1,0%
(v/v) de acido o-fosforico e 20% (v/v) de metanol). ApGs essa etapa, os géis foram
corados, durante a noite, com uma mistura de 400ml da solucdo para corar A
(2,375%(v/v) acido o-fosférico e 10%(w/v) sulfato de aménio), junto a 20ml da
solucdo B (2,5% Coomassie G-250) e 100ml de metanol. Os géis foram

armazenados em solugéo de acido acético 2% a 4°C.
3.9 ANALISE DOS GEIS
Para analisar a imagem dos géis bidimensionais, apds a coloracdo, estes

foram digitalizados utilizando um sistema de fotodocumentacdo UVP. As imagens

foram analisadas através do programa ImageMaster 2D Platinum v.6.01.
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As proteinas foram detectadas automaticamente e manualmente, por
exclusdo ou adicao de um spot. Os géis foram calibrados de acordo com o gradiente
de pH utilizado na tira e de acordo com o gradiente de massa molecular obtido com
0 padrao de peso molecular (MW).

Os spots dos géis foram comparados utilizando-se o volume relativo, que
corresponde a porcentagem de volume do spot em relagcdo ao volume total de todos
0s spots, para verificar a diferenca de expressdo das isoformas da proteina
glutamina sintetase.

As proteinas foram retiradas dos géis, para analise por espectrometria de
massas, utilizando-se uma ponteira plastica de 1000ul com a ponta cortada e foram

colocadas em uma placa contendo 96 pocos.

3.10 PREPARO DA AMOSTRA PARA ANALISE ESPECTROMETRICA

Os fragmentos do gel foram submetidos a um tratamento de descoloracao e
desidratacdo, as proteinas foram digeridas com tripsina e os peptideos formados
foram misturados com a matriz HCCA para a analise.

A descoloracao dos fragmentos do gel foi feita com 150ul de uma solugéao
25mmol/l de bicarbonato de amonio e 50% de acetonitrila. A placa foi deixada em
agitacdo em vortex por 20min. A operacéo foi repetida até descoloracdo completa
dos géis.

Em seguida, os fragmentos de gel foram desidratados com o acréscimo de
40ul de acetonitrila 100%, deixados por aproximadamente 5min a temperatura
ambiente e o procedimento foi repetido. Posteriormente a retirada da acetonitrila, a
placa contendo os fragmentos do gel foi colocada no vacuo por 20min até a
completa secagem dos mesmos.

Em seguida, foi adicionado a cada poc¢o, contendo um fragmento do gel,
10pl de tripsina (10pg/ml em tampdo 40mmol/l de bicarbonato de aménio e 10% de
acetonitrila) e deixados por 10min na geladeira. Entdo, a placa foi deixada por um
periodo de 16h em estufa a 37°C para que ocorresse a digestao triptica.

Os peptideos (1pul) resultantes foram misturados com a matriz HCCA (acido
a-ciano-4-hidroxiaminico) (1pl) e colocados diretamente num poco de uma placa
prépria para a espectrometria de massas (MTP 384 massive MS target T da Bruker),

onde os peptideos se cristalizaram junto a matriz.
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3.11 ANALISE ESPECTROMETRICA ATRAVES DO MALDI ToF/ToF

As analises espectrométricas de massa dos peptideos da digestéo triptica
foram feitas através do espectrébmetro de massas do tipo Maldi-ToF/ToF “Autoflex”
da Bruker Daltonics.

A placa contendo os peptideos cristalizados junto a matriz foi inserida no
espectrometro de massas e, antes da obtencao dos espectros, foi feita a calibracao
com o padrdo de peptideos “Peptide calibration standard” da Bruker Daltonics.
Foram acumulados pulsos de laser, em 4 passos de 50 pulsos em diferentes pontos
da amostra. Os espectros foram convertidos em uma lista de massas

monoisotopicas utilizando o algoritmo SNAP do programa “Flex Analysis”.

3.12 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

Através do programa “Flex Analysis”, foi gerada a lista de massa molecular
monoisotopica dos peptideos para cada proteina e retirado os contaminantes de
queratina e tripsina, por comparagcdo com uma lista de massa contendo os valores
dos peptideos dos contaminantes.

Com o auxilio do programa computacional “Protein Prospector v.5.3.27,
essas massas peptidicas foram comparadas com o banco de dados das massas de
todos os peptideos tripticos gerados pelas proteinas anotadas pelo programa
genopar. O resultado da comparacgdo foi uma lista das proteinas candidatas (dadas
por suas ORFs) classificadas em ordem decrescente de correspondéncia. Os
parametros utilizados para confirmar ou excluir as proteinas candidatas foram o
score gerado para cada proteina candidata, a quantidade de peptideos
experimentais que foram correspondentes aos peptideos tedricos da proteina
encontrada no banco de dados, a porcentagem que esses peptideos cobriram do
total da seqiiéncia genémica da proteina identificada (Cb) e a comparacao entre os
valores experimentais e tedricos de pl e MW. Foi aceito como proteina identificada
aguela que teve maior valor de score, cobertura minima de 20% e boa

correspondéncia entre os valores experimentais e teéricos de pl e MW.
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3.13 IMUNODETECCAO

A isoeletrofocalizacéo das proteinas da estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/
de NH,4Cl se deu em tira de pH (4 a 7) de 18 cm. A estirpe SMR1 em condicédo de
20mmol/l de NH4CI foi submetida a imunodeteccdo com anticorpo Anti-GS de E. coli,
gentilmente cedido por Huergo (2006), imediatamente ap6s o término da
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Para a realizacdo do experimento, a metodologia utilizada seguiu aquela
previamente utilizada por Huergo (2006), com algumas modificacdes.

Foram utilizados 100ug de proteina total, que foram separadas em gel
bidimensional e transferidas para uma membrana de PVDF (Hybond ECL — GE
Healthcare).

Os tampdes de transferéncia requeridos foram preparados a partir de duas
solucBes estoques: Tris (0.5mol/l, pH 10.4) e Acido caprdico (0.4mol/l). No anodo 1
foram misturados 150ml de Tris, com 50ml de metanol e 50ml de 4gua destilada
(Tampéo Al). No anodo 2 foram misturados 12,5ml de Tris, com 50ml de metanol e
187,5ml de agua destilada (Tampédo A2). No catodo foram misturados 12,5ml de
Tris, com 25ml do acido caproico (0.4mol/l), 50ml de metanol e 162,5ml de agua

destilada (Tampao C).

3.13.1 Transferéncia

A membrana de PVDF foi previamente ativada em metanol e lavada com
agua destilada. A placa de anodo foi inicialmente coberta com duas camadas de
papel filtro previamente imersos no tampdo Al. Uma camada de papel filtro
contendo tampéo A2 foi colocada acima, seguida da membrana previamente imersa
no tampéao A2. O gel foi entdo colocado sobre a membrana, sempre tomando o
devido cuidado para evitar bolhas de ar no sistema. Quatro camadas de papel filtro
com tampao C foram colocadas sobre o gel. Uma pipeta de vidro foi utilizada para
comprimir o sistema de transferéncia e expelir eventuais bolhas de ar. A placa do
catodo foi colocada sobre as folhas de papel filtro, o sistema foi conectado a uma
fonte de eletroforese a 80mA por 1h e meia.
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3.13.2 Tratamento da membrana

O tratamento da membrana foi realizado em tampdo TBST (Tris pH 7.6
2,42g/L; NaCl 8g/L; Tween 20 1mL/L). Depois da transferéncia, a membrana foi
blogueada com solucgéo de leite em pé desnatado 5% em TBST durante toda a noite
a 4°C. A membrana foi lavada com TBST por 5min e, em seguida, foi adicionado 50
ml de solucdo com o anticorpo primario em leite 1% TBST (Diluicdo do anticorpo
primario — 1/10.000), que foi deixado sob agitacdo a temperatura ambiente por 1
hora. Apos incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi lavada por 15
minutos com TBST, seguido de trés lavagens por 5 minutos. A membrana, entao, foi
incubada com 50ml de solug¢édo contendo o anticorpo secundario (anti IgG de coelho
conjugado com a enzima peroxidase — GE Healthcare) na diluicdo de 1/5.000 a
temperatura ambiente por 1 hora. Novamente a membrana foi lavada com TBST por
15min, seguido de trés lavagens por 5 minutos. Finalmente, a membrana foi
submetida a etapa de revelacdo utilizando o sistema ECL Plus (GE Healthcare)
seguindo as recomendacfes do fabricante. Os sinais foram revelados utilizando um

sistema de fotodocumentacéo UVP.

3.14 COMPARACAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA
GLUTAMINA SINTETASE

A sequéncia de aminoacidos da proteina Glutamina sintetase (glnA) de H.
seropedicae foi comparada com as a-Proteobactérias Rhodospirillum rubrum,
Azospirillum brasilense, Sinorhizobium meliloti e Cyanobacterium synechocystis sp.
PCC 6803 com a B-Proteobactéria Azoarcus sp. BH72 e com a y-Proteobactéria
Escherichia coli, utilizando o programa Bio Edit Sequence Alignment Editor verséao
7.0.5.3 (HALL, 1999).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 GEIS BIDIMENSIONAIS DAS ESTIRPES SMR1, LNginKdel (ginK) e LNgInB
(gIinB")

Sabe-se que em E. coli as proteinas da familia Pll desempenham um papel
chave no controle da enzima GS, regulando sua expressdo e modificagdo pos-
traducional através de adenililacdo reversivel (Introducéo item 2.4). O estudo aqui
apresentado procurou saber se as proteinas PIll também estariam envolvidas na
regulacdo da expressdo e modificagdo pos-traducional da proteina glutamina
sintetase em H. seropedicae.

A andlise protebmica diferencial das estirpes SMR1, LNgInKdel(ginK’) e
LNgInB(gInB") de H. seropedicae, cultivadas em baixa ou alta concentragdo de
amoénio (NH,4CI), foi feita a partir das triplicatas biologicas de géis bidimensionais
mostrados nas figuras abaixo. Analises por espectrometria de massas dos pontos
protéicos retirados dos géis bidimensionais revelou a presenca de trés pontos
protéicos referentes a proteina glutamina sintetase, e que possivelmente sejam
referentes a diferentes isoformas. Duas isoformas da enzima GS de H. seropedicae
ja haviam sido descritas por Chaves et al (2007), quando trabalharam com géis
bidimensionais na faixa de pH 3 a 10 (13 cm).

Cada isoforma presente nos géis 2D foi numerada com um “Spot ID” Unico.
Nas figuras abaixo, esta representado na abscissa a faixa de pH utilizada e na
ordenada o padrdao de peso molecular em kDa. As trés isoformas da proteina
glutamina sintetase visualizadas estao destacadas no gel.

A Figura 2 (a, b e c) representa a triplicata biologica da estirpe selvagem,
SMR1, cultivada em 2mmol/l de NH4CI.

A Figura 3 (a, b e c) representa a triplicata biolégica da estirpe selvagem,
SMR1, cultivada em 20mmol/l de NH,4CI.

A Figura 4 (a, b e c¢) representa a triplicata biolégica da estirpe mutante
LNgInKdel(gInK"), cultivada em 2mmol/l de NH,CI.

A Figura 5 (a, b e c) representa a triplicata bioldégica da estirpe mutante
LNgInKdel(gInK"), cultivada em 20mmol/l de NH4CI.

A Figura 6 (a, b e c) representa a triplicata bioldgica da estirpe mutante
LNgInB(gInB’), cultivada em 2mmol/l de NH4CI.
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A Figura 7 (a, b e c) representa a triplicata biol6gica da estirpe mutante
LNgInB(gInB"), cultivada em 20mmol/l de NH,4CI.

FIGURA 02 (a, b e ¢): Gel bidimensional da estirpe SMRL1 cultivada ha presenca de
2mmol/l de NH,CI. Os pontos protéicos correspondentes as isoformas da proteina
glutamina sintetase estdo destacados na figura.
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FIGURA 03 (a, b e c¢): Gel bidimensional da estirpe SMR1 cultivada na presenca
de 20mmol/l de NH,CIl. Os pontos protéicos correspondentes as isoformas da
proteina glutamina sintetase estao destacados na figura.
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FIGURA 04 (a, b e c¢): Gel bidimensional da estirpe LNgIlnKdel(gInK")
cultivada na presenca de 2mmol/l de NH4,Cl. Os pontos protéicos
correspondentes as isoformas da proteina glutamina sintetase estéo
destacados na figura.
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FIGURA 05 (a, b e c): Gel bidimensional da estirpe LNgInKdel(gIlnK")
cultivada na presenca de 20mmol/l de NH,CIl. Os pontos protéicos
correspondentes as isoformas da proteina glutamina sintetase estédo
destacados na figura.
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FIGURA 06 (a, b e c): Gel bidimensional da estirpe LNgInB(gInB") cultivada
na presenca de 2mmol/l de NH4Cl. Os pontos protéicos correspondentes as
isoformas da proteina glutamina sintetase estdo destacados na figura.
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FIGURA 07 (a, b e c): Gel bidimensional da estirpe LNgInB(gInB") cultivada
na presenca de 20mmol/l de NH,CI. Os pontos protéicos correspondentes as
isoformas da proteina glutamina sintetase estdo destacados na figura.
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4.2 IMUNODETECCAO

Para confirmar a presenca da terceira isoforma da proteina glutamina
sintetase foi realizado imunodetecgdo com anticorpo Anti-GS de E. coli em um gel
bidimensional (pH 4 a 7, 18 cm) da estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/l de NH4CI.

A imunodeteccdo resultou em apenas quatro pontos, que apresentaram
reacao contra o anticorpo Anti-GS, no gel da estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/l de
NH,CI.

Esses quatro pontos protéicos representam isoformas da proteina glutamina
sintetase de aproximadamente mesma massa, mas com variagdes de pl.

As isoformas representadas em 1, 2 e 3 sdo aquelas resolvidas nos géis
bidimensionais pH (4 a 7) 13cm.

A isoforma 4, com pH mais basico, s6 foi bem resolvida utilizando gel
bidimensional pH (4 a 7) 18cm.

FIGURA 08 - Imunodeteccdo por anticorpo Anti-GS de E. coli do gel
bidimensional da estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/l de NH,CI, com
100ug de proteina total, separadas por tiras IPG (4 a 7) 18cm.

4.3 ESPECTRO DOS PEPTIDEOS DAS ISOFORMAS DA PROTEINA GLUTAMINA
SINTETASE

Os pontos protéicos destacados nos géis bidimensionais foram digeridos
com tripsina e 0s espectros das isoformas proteina glutamina sintetase foram
obtidos por espectrometria de massa através do programa de computador Flex
Control e analisados pelo programa Flex Analysis.

Nas figuras 21 e 22 s&o apresentados os espectros das isoformas da

proteina glutamina sintetase na estirpe SMR1 cultivada em 20mmol/l de NH4CI. Para
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cada figura, o primeiro espectro se refere a nova isoforma, com pH mais acido, cuja
modificacdo pés-traducional ainda € desconhecida, o segundo espectro da isoforma
adenililada e o terceiro espectro da isoforma desadenililada, como discutido na
sequéncia. Na abscissa esta representada a relacdo massa/carga e na ordenada a
intensidade relativa de cada pico. N&o foi obtido espectro da quarta isoforma, com
pH mais bésico, da GS revelada por imunodeteccdo, pois a mesma, hndo se
encontrava resolvida nos geéis bidimensionais pH (4 a 7) 13cm.

De acordo com o que foi sugerido por Chaves et al (2007), a proteina
glutamina sintetase de H. seropedicae sofre modificacdo pdés-traducional por
adenililagcdo no residuo de Tyr-400, localizado no peptideo resultante da digestédo
triptica cuja massa é de 1355 Da (DLYHLPPEEDK). O grupamento AMP acrescenta
uma massa de 329 Da (CHAVES et al, 2007), gerando um peptideo cuja massa é de
1684 Da.

Como mostrado na figura 21, a modificacdo pds-traducional por adenililacao
também esta presente na terceira isoforma apresentada neste trabalho, sugerindo
gue nesta isoforma a reacéo de adenililacdo e de uma possivel segunda modificacédo
pés traducional podem ocorrer simultaneamente.

Em R. rubrum a modificacdo por adenililacdo e por ADP-ribosilacdo séo
reacdes exclusivas e ndo ocorrem simultaneamente (WOEHLE et al, 1990).

A figura 22 evidencia uma segunda regido do espectro das isoformas
apresentadas. O primeiro espectro estd representando 0 pico cuja massa
corresponde a 1990 Da e, que por estar presente somente na primeira isoforma,
pode se referir ao pico com modificacdo. Infelizmente as analises por espectrometria
de massas foram insuficientes para determinar a identidade da possivel modificacédo

pos-traducional da nova isoforma da GS.



1684.866
Sk L)

Espectro 1

Intenspla.u]
o
oS
oS
1

(@8]

o

o

o
1

2000

10001

%000— LR Espectro 2
iOOO-

2000%

10005

i Ty 5
% ] Espectro 3
£100

m
m

If ‘
] |

1682 ' 1684 ' 1686 ' 1688 ' 1690 ' 1692

miz
FIGURA 09: Espectros das isoformas da proteina glutamina sintetase da estirpe SMR1
cultivada em 20mmol/l de NH,4CI, evidenciando a regido do espectro de massa 1684 Da. Os
spots foram retirados dos géis e digeridos com tripsina.
Espectro 1 — Isoforma com pH mais acido;
Espectro 2 — Isoforma adenililada;
Espectro 3 — Isoforma desadenililada.
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FIGURA 10: Espectros das isoformas da proteina glutamina sintetase da estirpe SMR1
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Espectro 1 — Isoforma com pH mais acido;
Espectro 2 — Isoforma adenililada;

Espectro 3 — Isoforma desadenililada.
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4.4 ANALISE DA VARIAQAO DE VOLUME DAS ISOFORMAS DA GS NAS
ESTIRPES SMR1, LNgInKdel(gIinK") e LNgInB(gInB")

O programa utilizado para se fazer a andlise quantitativa dos pontos
protéicos foi o ImageMaster 2D Platinum v.6.01. ApGs a identificacdo de cada ponto
protéico pelo seu ID correspondente automaticamente e manualmente, para melhor
delineamento do ponto protéico identificado pelo programa, o volume relativo de
cada ponto protéico foi calculado.

Os dados apresentados abaixo mostram as imagens (Figuras 11, 12 e 13)
das isoformas obtidas das triplicatas dos géis de cada estirpe e em cada condicao
estudada e, nas respectivas tabelas 1, 2 e 3, o volume relativo de cada isoforma no
gel. O gel de referéncia, aquele com maior quantidade de pontos protéicos bem
definidos, para cada condicdo é aquele cujo nome estd marcado em vermelho. Em
cada figura, a isoforma adenililada esta representada pelo spot central, enquanto
gue a isoforma desadenililada esta representada pelo spot a direita. O spot
representado a esquerda se refere a nova isoforma encontrada nos géis. A guarta
isoforma, com pH mais basico, identificada por imunodetec¢do ndo se apresentava
resolvida nos géis pH (4 a 7) 13 cm corados com Comassie coloidal.

O grafico 01 indica a média dos spots de cada isoforma nas diferentes

estirpes e o desvio padrao.
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Nome dos Géis Spot ID % Vol
402 13
SmR1 2mmol/l 1 403 44
404 43
335 14
SmR1 2mmol/l 2 336 39
337 47
369 17
SmR1 2mmol/l 3 370 41
371 42
420 15
SmR1 20mmol/l 1 419 49
421 36
369 17
SmR1 20mmol/l 2 368 56
370 27
360 15
SmR1 20mmol/l 3 359 62
361 23

TABELA 01: Spot ID dos pontos protéicos encontrados na triplicata dos géis SMR1 cultivados
em 2mmol/l ou 20mmol/l de NH,4CI, referentes as isoformas da proteina glutamina sintetase e
seus respectivos volumes (em %). Os géis referenciais sdo aqueles destacados em

vermelho.

b

FIGURA 11: Imagem da triplicata dos géis bidimensionais evidenciando as isoformas da proteina
glutamina sintetase na estirpe SMR1.

Em a, SMR1 cultivada em 2mmol/l de NH,CI.

Em b, SMR1 cultivada em 20mmol/l de NH,CI.
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Nome dos Géis Spot ID % Vol
360 10
GInK 2mmol/l 1 359 45
361 45
602 10
GInK 2mmol/l 2 601 46
603 44
220 11
GInK 2mmol/l 3 221 43
222 46
348 8
GInK 20mmol/l 1 349 48
350 44
373 12
GInK 20mmol/l 2 374 46
375 42
182 16
GInK 20mmol/l 3 183 42
184 42

TABELA 02: Spot ID dos pontos protéicos encontrados na triplicata dos géis gIinK™ cultivados
em 2mmol/l ou 20mmol/l de NH,4CI, referentes as isoformas da proteina glutamina sintetase e

seus respectivos volumes (em %). Os géis referenciais sdo aqueles destacados em

vermelho.

FIGURA 12: Imagem da triplicata dos géis bidimensionais evidenciando as isoformas da proteina
glutamina sintetase na estirpe gIinK'.

Em a, gInK cultivada em 2mmol/l de NH,CI.

Em b, gInK cultivada em 20mmol/l de NH,CI.
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Nome dos Géis Spot ID % Vol
364 7
GInB 2mmol/l 1 365 41
366 52
331 12
GInB 2mmol/l 2 329 43
330 45
238 10
GInB 2mmol/l 3 239 39
240 51
260 23
GInB 20mmol/l 1 259 61
261 16
176 27
GInB 20mmol/l 2 174 52
175 21
151 19
GInB 20mmol/l 3 149 63
150 18

TABELA 03: Spot ID dos pontos protéicos encontrados na triplicata dos géis gIinB’ cultivados
em 2mmol/l ou 20mmol/l de NH,4CI, referentes as isoformas da proteina glutamina sintetase e

seus respectivos volumes (em %). Os géis referenciais sdo aqueles destacados em

vermelhon.

FIGURA 13: Imagem da triplicata dos géis bidimensionais evidenciando as isoformas da proteina
glutamina sintetase na estirpe ginkK'.
Em a, gInK cultivada em 2mmol/l de NH,CI.

Em b, gInK cultivada em 20mmol/l de NH,CI.
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GRAFICO 01 — Andlise do volume das isoformas da proteina glutamina
sintetase nas estirpes SMR1, LNgInKdel(ginK’) e LNgInB(gInB")

Média da % de Volume na triplicata em cada condi¢cdo, com o desvio
padrado, para cada spot da GS apresentado nas trés estirpes.

(1) — Spot da GS com pH mais acido, correspondente a nova isoforma.

2) — Spot da GS com grupamento AMP (Adenililada).

a — Spot da GS sem grupamento AMP (Desadenililada).

Foi aplicado o teste “t” ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se o
programa Assistat Versao 7.5 Beta (SILVA, 1996; SILVA & AZEVEDO, 2002; SILVA
& AZEVEDO, 2006; SILVA & AZEVEDO, 2009), para validacdo dos resultados de
variacao (% Volume) entre os spots da GS apresentados (ANEXO I).

Os dados mostrados no gréfico 01 indicam gque na estirpe selvagem SMR1 e
no mutante gIinB" ocorre variacdo de volume das isoformas adenililada e
desadenililada como esperado (Introducgéo item 2.3). Esse resultado sugere que a
proteina GInB ndo participa da regulacdo de adenililacédo e desadenililacdo da GS.
Esse resultado esta de acordo com dados ja descritos por Benelli (1997), em que o
mutante glnB" apresentou padrao de adenililagdo de GS inalterado.

Ja no mutante gInK’, essa variacéo de volume entre a isoforma adenililada e
desadenililada ndo é observada. Este resultado sugere que a proteina GInK pode

participar da regulacdo da proteina glutamina sintetase em H. seropedicae.
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Enquanto isso, a andlise da terceira isoforma (mais acida) mostrou que tanto
na estirpe selvagem, SMR1 quanto no mutante ginK™ ndo houve variacdo de volume
gquando crescido em baixa ou alta concentracdo de amoénio, enquanto que no
mutante gInB’, essa isoforma apresentou um aumento significativo de volume

quando a bactéria foi crescida em alta concentracdo de amonio.

45 COMPARACAO DE SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA
GLUTAMINA SINTETASE

A comparacado de sequéncias da proteina glutamina sintetase pode ajudar a
revelar aminodacidos conservados em diferentes espécies de organismos, dando um
indicio de possiveis residuos de ligacdo de modificacdes pds-traducionais.

A sequéncia de aminoacidos da proteina Glutamina sintetase (ginA) de H.
seropedicae (Hs) foi comparada com as o-Proteobactérias Rhodospirillum rubrum
(Rr), Azospirillum brasilense (Ab), Sinorhizobium meliloti (Sm) e Cyanobacterium
synechocystis sp. PCC 6803 (Cs), com a -Proteobactéria Azoarcus sp. BH72 (Az) e
com a y-Proteobactéria Escherichia coli (Ec), utilizando-se o programa Bio Edit
Sequence Alignment Editor versao 7.0.5.3 (HALL, 1999).

Hs MARTAAE E@VSVP\YSHE BT IBKINHS€H A 68
Rr —-MSDVKTIRENSNKENN D\JSSAAD [ 1aNND P WO TAQY YT T IIBINE ST.VE® T MiNsERISEwNeININD 67

Ec --MSAEHJETIULNiHENSeRaIMSRsiNK eI 0Js/ T T PAHOVNAE FgEE K Vigslelelein G elia G 66
Sm ---MTLDLSTFARBKGY IY8 1 FEG-®RAKLVPAEAIABMOKGEAGIAAE- - FITRFDLTPAHPRL 64
Cs MZ—\RTPQEPKW ODENTI T TiNRKg TR pe 1 WelflCS 'Y Y DOLBEN ST EE T PiaibleRER R Euit - 8y - - BV 65
Ab  -MSDISKYFDLEKMEH DY |FRBYaERs > RER . HfsiTAQHFS T I|slaisyjaisiDE I Vislertshveta 67
Az ——MNAQDHM QNE SFVDLRFTDT QHEDFEGFDGSSIAGWK o--2AEY 66
Hs LI rNEAERENEE THi - MOST 138
Rr TIKELKSAFMNZESAQPOWVL F@MYT, 137
Ec IIRSEIL 136
Sm 129

138
137

Cs IDPEOINNET T SIVESCRENAE PINT Gl

Ab 1Y SAQ PSRN T T, MEPSTGE)

Az |PDEVASIAMT D P FIn)SiN T T\VAH JIE PSIBGIMEYIPRDPRSTAK 136
Hs PBGYAIWGAD GSFVKIDSEEAS&S GAKI S T KGGYFPVPPVDSFQDIRSEIS!IIESL I)g 208
Rr BIVADVSUNRVMYEVISSINNEP Y VISGK I FDEEN Y| 207
Ec PBIREAGSSINGSHVAIPN EGA&NSSTQY Al KGGYFPVPPVDSAQDIREEIS! [EQOMELV 206
Sm S-----PDGEKISDTFRTARKP-——-—-----—-———————————— CYDQOAIMRRYRVIINFTCDYNMLEL@WK 173

Cs PIIINAGOTENSSYYEFABS EGR&NEGREEEGGNL YP( A I 208
Ab |IVKIAKVE] NKVSYEFDSEEGPYTSDKDYEEGNL 207
Az PANMEWSVD GVYSKIISEEAA&SEADKFEGGNT ANV!ALEAA I)g 206




IWKES JHNA DIIESOISUK Y VENYNVAHINY GKTAT FMPK PIYGDNG S GMHVHQ SIYW|
VRISNINET E AV D! YKYVVHMVAH‘YGKTATFMPKPIAGDNGSGMHVHQSIW
AT

I TV~ Dl OB Y K Y VVHENVAHBEGK TAT FMPK P3G DNG S GMHEHY S 15
NWEYDDALRTEWKHS FEIFM GERATFMPK PlgaGIGYcEHE

HES\YW|
TReADKIEVN SISO N T M T M4 YGKTMTFMPKPIFNDNGSGMHVHQSLW
MK INUNE DINWIOMY KYVVHNVAHRY GKTATEFMPKP FGDNGSGMHMHQSIW

BGIK ST LN A DIUENOINRK YIIVHNVAH@®Y GKTATFMPK PIRYGDNG S GMHVHQ S|

KDGgd NLEAG VPGEEAPVINLAYSARNRSA|
KDG——KPLFAG—SGYAELSEIALYYIGGIIKHAKALN‘FTNPSTNSYKRL

KIS Gl L. FAGRINl Y AGLSE@ALY Y I GG I KHAKABNAMAN PTTNS YRR
DLAGE NEFGLSGGIWKH:EALE EINIIN Y INESNER T N AR T T SGATWIRPNSVTWIG
ExHARATHE

KDGRROfE 1. A Giglblat Y AGH SOUE T Y I GG T VPGREAPVIILAY SENRSA)
KE o)y FAGEING Y ANLSEMALYYIGGI IKHAKALNARTNPTTNSYKRL
KDG

ENONLFAGRNEYAGLSEWALYYIGGI IKHARALNAMTNPRATNSYKRL

471
469
469
WNTYCSQFTEWRHQOTTLD)Y 435

NPMEL Q=05 VINASTNGYDC 473
LLAFETMiZs85 TIY K 469
NRLEVTTHP EEFne L 469

278
276
276
242
278
276
276

344
342
342
312
344
342
342

413

411

411

380

414

411

411

FIGURA 14: A sequéncia de aminoacidos da proteina Glutamina sintetase (ginA) de H.
seropedicae (Hs) foi comparada com as o-Proteobactérias Rhodospirillum rubrum (Rr),
Azospirillum brasilense (Ab), Sinorhizobium meliloti (Sm) e Cyanobacterium synechocystis sp.
PCC 6803 (Cs), com a B-Proteobactéria Azoarcus sp. BH72 (Az) e com a y-Proteobactéria
Escherichia coli (Ec), utilizando-se o programa Bio Edit Sequence Alignment Editor verséo
7.0.5.3 (HALL, 1999).

glutamina sintetase de H. seropedicae sofre modificacdo poés-traducional por

Como ja mencionado, foi sugerido por Chaves et al (2007) que a proteina
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adenililacdo no residuo de Tyr-400. Como pode ser visto na comparacdo das

sequéncias entre as bactérias apresentadas, esse residuo, destacado em vermelho,

€ conservado em todas as bactérias comparadas.

Partindo deste conhecimento, a comparacdo da sequéncia entre as

bactérias busca encontrar possiveis residuos alvos de alguma outra modificacao

pos-traducional, tendo como base a bibliografia apresentada para a proteina

glutamina sintetase.
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De acordo com Woehle et al (1990) e Silman et al (1995) as bactérias R.
rubrum, C. synechocystis apresentam uma terceira modificacdo da GS por ADP-
ribosilacao in vitro. Liu e Kahn (1994) mostraram que a proteina glutamina sintetase
[Il de S. meliloti € modificada por ADP-ribosilacao in vivo.

Penyige et al (2009) em um estudo realizado com gel bidimesional e
espectrometria de massas mostrou que a proteina glutamina sintetase de
Streptomyces coelicolor M145 também é modificada por ADP-ribosilagéo.

O aminoacido receptor da ADP-ribosilacdo ainda é incerto nas bactérias
estudadas, mas de acordo com o estudo feito in vitro por Moss et al (1990), na
bactéria E. coli, o sitio de ligacdo da ADP-ribosilacdo foi o Arg-172, destacado em
verde. Este residuo ndo é tdo conservado como o identificado para adenililacéo,
além disso, o residuo de arginina 172 possui uma localizacdo pouco acessivel a
uma eventual proteina catalisadora da adicdo/remocao de um radical quimico, como
pode ser visto na figura a seguir, originada da proteina glutamina sintetase de
Salmonella typhimurium (St), cuja sequéncia de amino&cidos possui 94% de
identidade com a proteina glutamina sintetase de Herbaspirillum seropedicae (HSs)
(ANEXO 11).

Como pode ser visto na figura 24, o residuo de Tyr-400, em vermelho, esta
localizado mais na superficie, quando comparado com o residuo de Arg-172, em
verde, que esta localizado em uma regido menos acessivel a uma possivel proteina
reguladora.

Embora diversos trabalhos sugiram uma terceira modificacdo da proteina
glutamina sintetase por ADP-ribosilacdo, em H. seropedicae nao foi possivel até o
momento demonstrar que essa hova modificacdo tenha sido por ADP-Ribosilacéo.

Além disso, uma procura no genoma de H. seropedicae ndo revelou
nenhuma possivel ORF anotada como ADP-Ribosiltransferase (Dado néo
mostrado).

Outra possivel modificacdo da proteina glutamina sintetase se deve a
oxidacdo. Levine et al (1981) em um estudo feito com a proteina glutamina sintetase
de E. coli comenta que a proteina pode ser inativada por oxidagdo, um processo que
precede a degradacdo proteolitica da enzima. Em outro estudo Levine (1983a),
Levine (1983b) e Farber & Levine (1986) comentaram que a oxidacao se deve a
introducdo de um grupo carbonila em um residuo de histidina, podendo ocorrer in

vivo. Martin et al (1997) mostraram que a proteina glutamina sintetase de Anabaena



38

variabilis também esta sujeita a inativacdo por oxidacdo, ndo sendo devido a um

mecanismo regulatério de assimilacdo de nitrogénio.

FIGURA 15: Estrutura tridimensional da proteina glutamina sintetase de Salmonella
typhimurium, retirada do programa RSCB Protein Data Bank e analisada utilizando-se
o programa PyMOL.

Em vermelho, onde esta localizado o residuo de Tyr-400.

Em verde, onde esta localizado o residuo de Arg-172.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que a concentracdo de amonia
modifica o padrdo de expresséo das isoformas da proteina Glutamina sintetase nas
estirpes SMR1, LNgInKdel(gInK") e LNgInB(gInB") de Herbaspirillum seropedicae.

Quatro isoformas da proteina glutamina sintetase estao presentes na estirpe
SMR1 de Herbaspirillum seropedicae detectadas por imunodetecgao.

As isoformas possuem aproximadamente mesma massa molecular, mas
com pl ligeiramente diferentes.

A proteina GInK parece interferir na regulacéo de adenililacdo da GS.

A proteina GInB parece interferir na regulacdo da isoforma mais acida da
GS.

A presenca de duas outras isoformas da enzima glutamina sintetase, além
das isoformas adenililada e desadenililada, sugere que o controle fino da atividade
dessa enzima € de fundamental importancia para o metabolismo nitrogenado e

energético de Herbaspirillum seropedicae.
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SmR1 2mnol/l GS1 13 SmR1 20mmol/l GS1 15
SmR1 2mnol/l GS1 14 SmR1 20mmol/l GS1 17
SmR1 2mnol/l GS1 17 SmR1 20mmol/l GS1 15

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 1.50000 1.50000 0.5294 ns
Residuo 4 11.33333 2.83333

Total 5 12.83333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(5%) = .0011 F =.5294 p >.10000
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 14.66667 a
2 15.66667 a

DMS = 3.82075
MG =  15.16667 CV% = 11.09836

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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SmR1 2mmol/l GS2 44 SmR1 20mmol/l GS2 49
SmMR1 2mmol/l GS2 39 SmR1 20mmol/l GS2 56
SmMR1 2mmol/l GS2 41 SmR1 20mmol/l GS2 62

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 308.16667  308.16667  12.6644 *
Residuo 4 97.33333 24.33333

Total 5 405.50000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL:1,4 7.7086 F=12.6644 p=.02361
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 41.33333 b
2 55.66667 a

DMS =  11.19696
MG =  48.50000 CV% = 10.17089

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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SmR1 2mmol/l GS3 43 SmR1 20mmol/l GS3 36
SmR1 2mmol/l GS3 47 SmR1 20mmol/l GS3 27
SmR1 2mmol/l GS3 42 SmR1 20mmol/l GS3 23

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 352.66667 352.66667 13.7403 *
Residuo 4 102.66667 25.66667

Total 5 455.33333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(5%) = 7.7086 F =13.7403 p =.02071
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 44.00000 a
2 28.66667 b

DMS =  11.49963
MG =  36.33333 CV% =  13.94375

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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gInK” 2mmol/l GS1 10 gInK” 20mmol/l GS1 08
gInK™ 2mmol/l GS1 10 glnK™ 20mmol/l GS1 12
gInK™ 2mmol/l GS1 11 glnK™ 20mmol/l GS1 16

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 4.16667 4.16667 0.5102 ns
Residuo 4 32.66667 8.16667

Total 5 36.83333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(5%) =.0011 F=.5102 p >.10000
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de tratamento

1 10.33333 a

2 12.00000 a
DMS = 6.48667
MG =  11.16667 CV% = 25.59168

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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gInK™ 2mmol/l GS2 45 gInK” 20mmol/l GS2 48
gInK™ 2mmol/l GS2 46 gInK™ 20mmol/l GS2 46
gInK™ 2mmol/l GS2 43 glnK™ 20mmol/l GS2 42

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 0.66667 0.66667 0.1143 ns
Residuo 4 23.33333 5.83333

Total 5 24.00000

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(5%) =.0011 F=.1143 p >.10000
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 44.66667 a
2 45.33333 a
DMS = 5.48223
MG =  45.00000 CV% = 5.36718

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacéo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa




54

glnK™ 2mmol/l GS3 45 gInK” 20mmol/l GS3 44
gInK™ 2mmol/l GS3 44 gInK™ 20mmol/l GS3 42
gInK™ 2mmol/l GS3 46 gInK™ 20mmol/l GS3 42

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 8.16667 8.16667 7.0000 ns
Residuo 4 4.66667 1.16667

Total 5 12.83333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(5%) =7.7086 F=7 p=.05724
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 45.00000 a
2 42.66667 a

DMS = 2.45173
MG =  43.83333 CV% = 2.46416

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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ginB” 2mmol/l GS1 07 ginB” 20mmol/l GS1 23
ginB" 2mmol/l GS1 12 ginB” 20mmol/l GS1 27
gInB” 2mmol/l GS1 10 glnB” 20mmol/l GS1 19

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 266.66667  266.66667  23.8806 **
Residuo 4 44.66667 11.16667

Total 5 311.33333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(1%) = 21.1977 F =23.8806 p =.00812
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de tratamento

1 9.66667 b

2 23.00000 a
DMS = 7.58509
MG =  16.33333 CV% = 20.45912

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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gInB” 2mmol/l GS2 41 ginB” 20mmol/l GS2 61
ginB” 2mmol/l GS2 43 ginB” 20mmol/l GS2 52
gInB” 2mmol/l GS2 39 glnB” 20mmol/l GS2 63
EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO
QUADRO DE ANALISE
F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 468.16667 468.16667 24.4261 **
Residuo 4 76.66667 19.16667
Total 5 544.83333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(1%) = 21.1977 F=24.4261 p=.0078

MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 41.00000 b
2 58.66667 a

DMS = 9.93739

MG =  49.83333 CV% = 8.78523

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.

Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483

(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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ginB” 2mmol/l GS3 52 ginB” 20mmol/l GS3 16
gInB” 2mmol/l GS3 45 glnB” 20mmol/l GS3 21
ginB” 2mmol/l GS3 51 glnB” 20mmol/l GS3 18

EXPERIMENTO INTEIRAMENTE CASUALIZADO

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 144150000  1441.50000  139.5000 **
Residuo 4 41.33333 10.33333

Total 5 1482.83333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <.01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nao significativo (p >=.05)

GL: 1,4 F-krit(1%) = 21.1977 F =139.5 p<.00100
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamento

1 49.33333 a
2 18.33333 b

DMS = 7.29658
MG =  33.83333 CV% = 9.50113

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si.
Foi aplicado o Teste “t” ao nivel de 5% de probabilidade.

Para calculo dos valores criticos de F e da probabilidade de F calculado, o Assistat
utiliza o Algoritmo 724 (Abernathy, Roger W. & Smith, Robert P. Algorithm 724:
Program to calculate F-percentiles. ACM Trans. Math. Softw. 19, No.4, 481-483
(1993).

SIGLAS E ABREVIACOES

F.V. = Fonte de variacdo G.L. = Graus de liberdade
S.Q. = Soma de quadrado Q.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MG = Média geral

CV% = Coeficiente de variacdo em %
DMS = Diferenga minima significativa
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