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RESUMO

Azospirillum brasilense € uma proteobactéria gram-negativa, diazotrofica,
microaerdfila, capaz de viver livremente no solo ou em associacdo com raizes de
diversas gramineas de importancia econémica, onde promove crescimento vegetal.
A fixacdo biolégica do nitrogénio pode ser catalisada naturalmente em bactérias
diazotroficas por meio do complexo protéico da nitrogenase. O produto dessa
reacdo, a amonia, junto com o glutamato, € utilizado como substrato pela glutamina
sintetase (GS) para a formacgdo da glutamina, a qual é utilizada pela planta e pela
bactéria como substrato em outras reacfes de sintese de compostos nitrogenados.
A GS é produto do gene gInA, o qual faz parte do operon ginBA em A. brasilense.
Em 1988, Machado obteve mutantes excretores de amoénio de A. brasilense, a partir
da estirpe Sp7, denominadas estirpes: HM14, HM26, HM053 e HM210, capazes de
fixar nitrogénio constitutivamente e excretar quantidades consideraveis de amonio.
Este fendtipo pode ser resultante de mutacbes em diversos genes, mas
provavelmente estdo presentes no gene gInA. Todos os mutantes apresentam baixa
capacidade de sintetizar glutamina, a qual € a provavel razdo pela qual o aménio
excedente é excretado. No presente trabalho, o gene gInA das quatro estirpes foi
sequenciado e devera contribuir para a compreensao do fenétipo destas estirpes e
para a identificacdo de aminoacidos importantes para a atividade biossintética de
GS. HM14 apresenta baixos niveis de atividade transferasica total de GS e esta é
parcialmente regulada por aménio, semelhante ao da estirpe selvagem. Nele foram
observadas duas muta¢des, uma que troca o residuo de histidina na posicdo 248
para arginina e outra do residuo de leucina na posicdo 291 para arginina. Ambos
estdo localizados na superficie das subunidades que compdem a estrutura da
enzima e podem estar levando a um comprometimento de sua estrutura e atividade
biossintética. Na estirpe HM053, a qual também possui baixa atividade transferasica
total de GS, mas mantida altamente adenililada, foi identificada uma mudanca do
residuo de prolina na posi¢cado 347 para leucina. Esses residuos estdo proximos a
arginina 339 e a arginina 359, as quais sao importantes como sitios de ligacdo a
ATP e glutamato. Na estirpe HM26 foi detectada uma troca de glicina por cisteina na
posicdo 53. Este residuo alterado esta ao lado do aspartato 52, que é um
aminodacido envolvido na conversdo de aménio em amonia, essencial para a sintese
de glutamina. Na estirpe HM210 foi detectada uma troca de glicina por serina na
posicdo 129. A serina esta ao lado de dois residuos de glutamato que coordenam
metais que estabilizam ATP e interagem com outro substrato da GS, o glutamato. As
mutacbes encontradas em HM26, HM053 e HM210 provavelmente afetam o
mecanismo catalitico e induzem a baixa atividade biossintética de GS.

Palavras-chave: Glutamina sintetase. Azospirillum brasilense. Gene gInA.



ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a gram-negative, diazotrophic, microaerophilic
proteobacteria, found in soil or in association with roots of various important
economic grasses and promote their growth. Biological nitrogen fixation can be
catalyzed by the nitrogenase protein in diazotrophic bacteria. The product of this
reaction, ammonia, along with glutamate, is used as a substrate by glutamine
synthetase (GS) to produce glutamine, which is used by plants and bacteria to
synthesize other nitrogen compounds. GS is the product of the gInA gene, which is
part of the gInBA operon in A. brasilense. In 1988, Machado obtained mutant strains
from A. brasilense Sp7, named: HM14, HM26, HM053 and HM210. These are able to
fix nitrogen constitutively and excrete considerable amounts of ammonium. This
phenotype may result from mutations in several genes, but gInA is the probable
candidate for mutations. All mutants have low capacity to synthesize glutamine,
which is the probable reason why the remainder ammonium is excreted. In the
present work, the gInA gene from these four strains was sequenced and should
contribute to understanding the phenotype of these strains and to identify amino
acids important for the biosynthetic activity of GS. HM14 has low levels of GS
transferasic activity, which is partially regulated by ammonium, similar to the wild type
strain. HM14 bears two mutations, one that replaces the histidine residue at position
248 by arginine and a leucine residue at position 291 by arginine. Both are located
on the surface of the subunits that mantain the structure of the enzyme and may
impair its biosynthetic activity. The HMO053 strain, which also has low GS transferase
activity, a proline residue at position 347 was replaced by leucine. This residue is in
the same region as arginine 339 and arginine 359, which are important binding sites
for ATP and glutamate. HM26 bears an exchange of glycine by cysteine at position
53. This mutation is adjacent to the aspartate 52, which is an amino acid involved in
the conversion of ammonium to ammonia, that is essential for the synthesis of
glutamine. HM210 bears an exchange of glycine by serine at position 129. Serine is
close to two glutamate residues that coordinate metals that stabilize ATP and interact
with another GS substrate, glutamate. The mutations found in HM26, HM053 and
HM210 are likely to affect the catalytic mechanism and induce low biosynthetic
activity of GS.

Keywords: Glutamine synthetase. Azospirillum brasilense. gInA gene.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio € um componente muito importante na natureza, visto ser ele
constituinte dos acidos nucléicos, aminoacidos e proteinas presentes em todos o0s
seres vivos. O seu maior reservatorio é a atmosfera, onde se encontra na forma
gasosa, porém nao disponivel para a maioria dos organismos. Na agricultura,
fertilizantes nitrogenados capazes de serem absorvidos com maior eficiéncia pelas
plantas sdo empregados diretamente no solo para melhorar a produtividade.
Entretanto, a producédo desta forma e fonte de nitrogénio exige um elevado gasto
energético e financeiro. Além disso, a utilizacdo desses fertilizantes pode deixar
residuos que atingem negativamente 0 meio ambiente, visto que metade do
nitrogénio que € adicionado ao solo ndo é absorvido pelas plantas (GALLOWAY;
COWLING, 2002) e pode promover a acidificagdo e eutrofizagdo dos ecossistemas
para onde é lixiviado (GRUBER; GALLOWAY, 2008).

Por outro lado o uso de inoculantes constituidos por bactérias diazotroéficas,
como Azospirillum brasilense € uma alternativa de menor custo e impacto ambiental.
Neste caso, o nitrogénio atmosférico € convertido em aménia pela bactéria, que a
disponibiliza para as plantas com as quais se associam (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

A. brasilense interage com mais de 60 espécies de plantas hospedeiras
conhecidas (BASHAN; HOLGUIN, 1995; BASHAN; HOLGUIN, 1997), sendo capaz
de se associar a diversas gramineas de importancia econémica, como o trigo, milho,
sSorgo e o arroz.

A colonizacéo por A. brasilense acontece na zona de crescimento das raizes
das plantas, possibilitando a entrada e o estabelecimento destas bactérias nos
tecidos vegetais. Entdo, a fixacdo bioldgica do nitrogénio é catalisada na célula
bacteriana pelo complexo protéico da nitrogenase. O produto dessa reacdo, a
amonia, junto com o glutamato, é utilizado como substrato pela glutamina sintetase
(GS) para a formacdo da glutamina, a qual € utilizada pela planta e pela bactéria
como substrato em outras reagfes. A GS € produto do gene gInA, o qual faz parte
do operon ginBA em Azospirillum brasilense (BOZOUKLIAN; FOGHER; ELMERICH,
1986).

Todo esse processo envolve um gasto energético elevado e por isso

apresenta variadas formas de regulacdo. Na presenca de concentracdes elevadas
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de amoénio a fixacdo € inibida, assim como quando os niveis de oxigénio sao altos.
Esta regulacdo se torna ainda mais complexa se analisada a nivel molecular e
genético, podendo ser evidenciada a regulagdo em nivel de transcri¢cdo e traducao,
via inibicho metabdlica ou modificagdo poés-traducional (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000).

Por apresentar vida livre e por exibir propriedades promotoras de
crescimento vegetal, além de fixar nitrogénio, A. brasilense recebe grande destaque
em estudos genéticos e no desenvolvimento de inoculantes para a agricultura. O
empreendimento destas novas alternativas em conjunto com a pesquisa de base, &
fundamental para o desenvolvimento do mercado agricola brasileiro (HUNGRIA,
2011).

A analise de 20 anos de dados experimentais de campo com esta espécie
indicou cerca de 60 a 70 % de sucesso obtido por meio dela e um incremento da
producéo agricola em torno de 5 a 30 % (BASHAN; HOLGUIN, 1997). A contribuicdo
de A. brasilense para o desenvolvimento vegetal corresponde a cerca de 5 a 18 %.
Porém, estirpes mutantes nao fixadoras (Nif’) desta bactéria também sao capazes de
estimular o crescimento das plantas de forma similar as estirpes selvagens fixadoras
(Nif") (BASHAN; SINGH; LEVANONY, 1989). Como a secregdo de amoénio e
fornecimento deste as plantas por estas bactérias € minimo, mutantes espontaneos
de A. brasilense que secretam quantidades substanciais de NH;" sdo estudados
com o objetivo de aumentar o crescimento vegetal também pelo suprimento de
nitrogénio fixado (SRIVASTAVA; TRIPATHI, 2006).

Em 1988, Machado obteve mutantes excretores de amonio de Azospirillum
brasilense, a partir da estirpe Sp7, resistentes a etilenodiamina, denominadas
estirpes: HM14, HM26, HMO053 e HM210, capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente (Nif°), ou seja, mesmo na presenca de altas concentracdes do ion
amonio. Este fendtipo foi associado a diversas alteracdes, dentre as quais possiveis
mutacdes no gene gInA, o qual codifica para GS, além de outros genes relacionados
com esta enzima como o ginB, o gInE, o gInD e o operon ntrYX. Estudos de
complementagdo genética de mutantes HM com plasmideos contendo estes genes
nao foram suficientes para esclarecer os mecanismos que alteram a fixacao

bioldgica de nitrogénio e a assimilacdo e secrecdo do amonio por estas bactérias.
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Portanto, o sequenciamento e andlise do gene gInA nas estirpes HM em
comparacdo aos dados fenotipicos e genotipicos conhecidos, podem auxiliar no
entendimento do processo de fixacdo biologico de nitrogénio em Azospirillum

brasilense.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Azospirillum brasilense

Azospirillum (azote, do francés, nitrogénio; e spira, do grego, espiral) € um
género de proteobactéria gram-negativa da subclasse o, do tipo diazotréfica,
microaerdfila, curvilinea e moével, capaz de viver livremente no solo ou em
associacdo com raizes de plantas (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Foi
identificada pela primeira vez neste tipo de interacdo por volta de 1975
(DOBEREINER; DAY, 1975).

Este género comporta sete espécies: A. brasilense, A. lipoferum, A.
amazonense, A. halopraeferens, A. irakense, A. doebereinerae e A. largimobile
(ANTONYUK, 2007). Dentre estas espécies, Azospirilum brasilense € a mais
estudada com relacdo a bioquimica e genética do metabolismo de nitrogénio. Além
disso, recebeu destaque por se associar a gramineas de importancia econémica,
como o arroz, o milho, o trigo e cereais, colonizando a superficie de suas raizes e a
rizosfera (BASHAN; HOLGUIN, 1997).

O genoma de diversas espécies de Azospirillum é constituido por cerca de 5
a 7 megareplicons (de 0,65 a 2,6 Mbp), além de outros plasmideos. A deteccédo de
diversas copias dos RNAs ribossomais nos replicons desta bactéria sugere a
presenca de multiplos cromossomos (MARTIN-DIDONET et al., 2000).

A. brasilense tem a habilidade de metabolizar diversas fontes de carbono e
também de nitrogénio, como amdnio, nitrato, nitrito, aminoacidos e dinitrogénio. Em
condicdes ndo favoraveis pode se converter na forma de cisto desenvolvendo uma
camada protetora a base de polissacarideos e acumulando granulos de poli-p-
hidroxibutirato, o qual € usado como substrato para a obtencdo de energia
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Dentre os beneficios que este microorganismo pode dar as plantas estédo: a
fixacdo de nitrogénio, o desenvolvimento de um sistema radicular mais robusto pela

producédo de fitormbnios, como o &cido-indol-acético, giberilinas e citocininas, assim
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como 0 aumento na absorcédo de agua e de minerais do solo e o crescimento mais
rapido da planta (HUNGRIA, 2011).

2.2 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

A habilidade de fixar nitrogénio e crescer diazotroficamente é encontrada em
organismos com varios comportamentos fisiologicos, desde aerdbicos obrigatérios
até metanotréficos. Os diazotrofos de vida livre, como Azospirillum brasilense, séo
capazes de fixar nitrogénio também in vitro ou independentemente de seus
hospedeiros (STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000)

Os fatores essenciais para que ocorra a fixacdo biolodgica de nitrogénio sao:
fonte de energia (ATP), co-fatores como molibdénio, ferro e enxofre, baixa tenséo de
oxigénio e hidrogénio nos sitios do complexo protéico da nitrogenase e pouco
nitrogénio na forma fixada (PEDROSA; YATES, 1988). A temperatura apropriada, a
presenca do dinitrogénio atmosférico e de um sistema de assimilacdo de amoénia
para a incorporacao do nitrogénio fixado nas biomoléculas, também séo favoraveis.

A energia necessaria para crescer e fixar nitrogénio das bactérias
diazotréficas que se associam a raizes provém da oxidacdo de compostos
carbdnicos e hidrogenados. Azospirillum é uma espécie tipicamente microaerdbia
com fraca ou sem capacidade fermentativa. Acidos organicos (malato, lactato,
piruvato e succinato) sdo as principais fontes de carbono deste género. Os
carboidratos sdo utilizados de forma espécie-especificos (PEDROSA; YATES,
1988).

A nitrogenase, a qual é essencial para a fixacdo de nitrogénio, € composta
por duas metaloproteinas, as quais catalisam a reducéo do dinitrogénio a amoénia,

COMo segue a reacgao:

N, + 8H" + 8e” + 16ATP - 2NHj3 + H, + 16ADP + 16Pi
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Este complexo protéico é produto dos genes nifHDK, sendo constituido pela
ferro-proteina (dinitrogenase redutase), que doa elétrons ao se ligar ao ATP, e a
molibdénio-ferro proteina (dinitrogenase), a receptora dos elétrons e local para a
reducao do dinitrogénio a aménia (HUERGO et al., 2005).

O amonio, produto da reducdo do dinitrogénio, pode ser utilizado para a
sintese de glutamina numa reacao catalisada pela glutamina sintetase (GS), a qual €
codificada pelo gene gInA em A. brasilense (BOZOUKLIAN; FOGHER; ELMERICH,
1986). Essa reacdo, representada abaixo, € a principal responsavel pela assimilacéo
de amonio quando este é limitante (HOLGUIN; PATTEN; GLICK,1999).

H NH," + L-glutamato + ATP > L-glutamina + ADP + Pi |

Posteriormente, a glutamina produzida doa um grupo amino para o 2-
oxoglutarato numa reacao que pode ser catalisada pela glutamato sintase (GOGAT),
produto dos genes gIitDB (WESTBY, 1987). Essa reacao representada abaixo ocorre
gquando a concentracdo de aménio no meio é baixa (HOLGUIN; PATTEN;
GLICK,1999).

L-glutamina + 2-oxoglutarato + NADPH > 2L-glutamato + NADP”*

Ambos os produtos destas duas reacdes, GS/GOGAT (fig. 1), servem como
fonte de nitrogénio para as reacfes biossintéticas tanto na bactéria diazotroéfica,
gquanto na planta associada, se o0 amonio for secretado pela bactéria
(FORCHHAMMER, 2007).
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BIOSSINTESE

BIOSSINTESE
-NH,

Figura 1: Vias GS/GOGAT de assimilagdo do amdnio. Linhas sélidas: reagfes que levam a formacao
de Glu e GIn a partir de 20G (2-oxoglutarato) e NH;. Linhas pontilhadas: representacdo da
transferéncia do grupamento amino para as vias biossintéticas (adaptado de LEIGH; DODSWORTH,
2007)

Tanto a fixacdo de nitrogénio, como as etapas de assimilacdo e
incorporacdo de nitrogénio fixado, sdo altamente reguladas em diversos niveis,
transcricional, pos-transcricional e poOs traducional. Esta forte regulacdo é
necessaria, pois 0 custo energético da reacdo de reducdo de N, € muito alto e
também em funcéo dos centros metalicos da nitrogenase, 0s quais sdo suscetiveis a
oxidacao na presenca de oxigénio (DIXON; KAHN, 2004).

O complexo protéico da nitrogenase pode ser regulado negativamente por
NH4*, oxigénio e glutamina, através de um mecanismo denominado switch off, ou
inativacdo da nitrogenase. Esse mecanismo de regulacdo ocorre pela ligacao
covalente de uma molécula ADP-ribose (proveniente de NAD") a uma arginina da
subunidade ferro-proteina, numa reacdo que é catalisada pela dinitrogenase
redutase ADP-ribosil transferase (DraT). O inverso deste mecanismo, o switch on da
ferro-proteina, ocorre quando o NH4; € consumido e o grupamento glicosil
transferase ativadora da dinitrogenase redutase ADP-ribosil é entdo removido pela
enzima ativadora (DraG) (DIXON; KAHN, 2004). Em diversos mutantes para GS esta
inibicdo por NH;" ndo ocorre e o nitrogénio é fixado constitutivamente (MACHADO,
1988).
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2.2.1 Glutamina sintetase — GS

O estudo da regulacdo da fixacdo de nitrogénio tem como um marco
importante os trabalhos de Earl Stadtman, através dos quais pode ser elucidada a
regulacdo da fixacdo via glutamina sintetase (GS) em Escherichia coli.
Paralelamente, estudos sobre o principal regulador do metabolismo do nitrogénio, as
proteinas PIlI, passaram a se desenvolver. As primeiras informacdes sobre a GS de
A. brasilense foram publicados no final de 1970, quando passaram a ser
encontrados indicios de uma correlagdo entre a atividade da GS e a nitrogenase em
Spirillum lipoferum. Em 1980, a taxonomia de S. lipoferum foi definida e entdo
separada entre A. brasilense e A. lipoferum e a estrutura do gene gInA da estirpe
selvagem de A. brasilense foi clonada e sequenciada (revisto por ANTONYUK,
2007).

A GS é essencial para a assimilacdo da aménia e biossintese de glutamina
durante a fixacdo biol6gica de nitrogénio. Sdo conhecidos quatro tipos de GS: GSI,
GSIlI, GSlll e GInT (BROWN et al., 1994; MERRICK; EDWARDS, 1995). Os genes
para GSI foram identificados em Bacteria e Archaea, enquanto os genes para GSlI
apenas ocorrem entre eucariotos e algumas bactérias simbiontes, como Rhizobium
e Frankia. Os genes da GSlII foram encontrados em poucas espécies de bactérias,
como Bacteroides fragilis e Butyrivibrio fibrisolvens (BROWN et al., 1994). GInT foi
identificada em Rhizobium leguminosarum e Rhizobium meliloti e é considerada
distinta das outras enzimas GS (MERRICK; EDWARDS, 1995). A grande distribuicéo
e historia filogenética das variadas glutaminas sintetases contribuem para o fato de
GS ser considerada uma das enzimas mais antigas na natureza (FORCHHAMMER,
2007).

Dentre as enzimas GS, a mais estudada € a GSI de Escherichia coli
(BESPALOVA; ANTONYUK; IGNATOV, 1999). A glutamina sintetase ou GSI,
catalisa a sintese de glutamina numa reacdo dependente de ATP a partir de
glutamato e aménia. A reacéo catalisada pela GS é a Unica via para a sintese de
glutamina, que é substrato para a sintese de purinas e pirimidinas, de outros

aminoacidos, de glucosamina-6P e &cido p-aminobenzéico (BESPALOVA;
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ANTONYUK; IGNATOV, 1999; LEIGH; DODSWORTH, 2007). Com base em
analises filogenéticas a GSI é subdividida em a-GSI e B-GSI. A a-GSI € encontrada
em bactérias gram-positivas, com baixo conteado G+C, formadoras de enddsporos,
e em arqueobactérias. A B-GSI é encontrada em quase todo o restante das
bactérias, incluindo A. brasilense. Esta enzima GS € regulada via adenililacdo e
pertence a este grupo, pois o grupo das o-GSI| parece ndo ser regulado via
modificacdes covalentes (FORCHHAMMER, 2007).

A segunda forma de GS (GSII) foi originalmente identificada em Rhizobium e
subsequentemente em Agrobacterium. A GSIl é codificada pelo gene ginll,
estruturalmente se apresenta na forma de um octamero constituido por subunidades
idénticas. Em Rhizobium leguminosarum GSIl estd sujeita a modificacdes pos-
traducionais (MERRICK, M. J; EDWARDS, 1995).

A GSIlll é um hexamero composto por subunidades maiores. A sua
sequéncia de aminoacidos ndo se assemelha a da GSI ou da GSII, apesar de varias
regibes bem conservadas ja terem sido identificadas. Enquanto a GSIIlI parece ser a
Unica forma presente na familia Bacteroidaceae, em Synechocystis spp. tanto a GSI
como a GSlII podem ser sintetizadas (MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995).

A quarta GS, denominada GInT, é um octamero, como a GSIl.
Diferentemente da GSII, é mais estavel quando submetida a temperaturas elevadas
e apresenta um Km consideravelmente mais elevado para o glutamato e a amdnia
que a GSI e a GSII. Em R. meliloti, GInT sofre modificacdo pés-traducional via ADP-
ribosilacéo, inibindo sua atividade (MERRICK; EDWARDS, 1995).

2.2.1.1 GSI

A GSI é considerada a primeira enzima de assimilacdo de amodnia e esta
presente na maioria dos procariontes (LEIGH; DODSWORTH, 2007), mas ausente
entre os eucariontes (FORCHHAMMER, 2007). Estruturalmente esta enzima se
apresenta na forma de um dodecamero com subunidades idénticas de

aproximadamente 55 kDa, codificadas pelo gene glnA (MERRICK, M. J;
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EDWARDS, 1995; LEIGH; DODSWORTH, 2007). A cristalografia de GS de
Salmonella typhimurium revelou ser esta composta por 12 subunidades idénticas
arranjadas em dois anéis hexagonais ligados por interagfes hidrofobicas e pontes
de hidrogénio entre as subunidades (ALMASSY et al., 1986).

Na GSI dois céations metélicos também estdo ligados ao centro ativo da
enzima, participando na formacgdo do complexo enzima-substrato. Em A. brasilense
a afinidade dos fons metélicos Mn?*, Mg®* e Co?" varia de acordo com seu grau de
adenililacdo e pH do meio (ANTONYUK, 2007). A GS de A. brasilense é composta
por 59 % de seus residuos arranjados em a-hélice e 13 % B-pregueado. A remocao
dos ions metdlicos via tratamento por EDTA resulta na alteracdo da estrutura
secundéaria da enzima. Isso demonstra a influéncia dos ions metalicos tanto na
catalise como na manutencado da conformacgédo da enzima (ANTONYUK, 2007).

Cada mondmero ou subunidade que constitui a GS pode ser modificado via
adenililacdo, de forma reversivel, de um residuo de tirosina localizado na regidao
terminal (MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995; BESPALOVA; ANTONYUK;
IGNATOV, 1999; KAMNEYV et al., 2004). A quantidade de mondémeros adenililados
determina o nivel de atividade da enzima tendo como consequéncia uma inativacao
progressiva dela. Isto ocorre em resposta a um aumento intracelular das
guantidades de nitrogénio fixado. A adenililagdo de uma subunidade apenas inativa
ela mesma, portanto esta enzima pode se apresentar em variados estados de
ativacao na célula (MERRICK, M. J.; EDWARDS, 1995).

Trés proteinas estdo envolvidas com a regulacdo pos-traducional (fig. 2) da
GS. A adenililtransferase ou ATase (codificada pelo gene gInE), catalisa tanto a
adicdo como a remocdo de AMP a um residuo de tirosina da GS (MERRICK, M. J.;
EDWARDS, 1995; BESPALOVA; ANTONYUK; IGNATOV, 1999; LEIGH;
DODSWORTH, 2007). A proteina alostérica efetora do tipo Pll, GInB (codificada pelo
gene gInB), a qual pode estar presente em duas formas: a ndo-modificada ou a
uridililada. A ndo-modificada estimula a adenililacdo da GS, enquanto a uridililada
estimula a desadenililacdo através da interacdo com a ATase. A terceira proteina é
uma proteina bifuncional que tem atividade uridililtransferase (UTase) e uridilil-
removedora (UR), a qual atua transferindo UMP de UTP para um residuo de tirosina
de PIl e também faz a remocao de UMP via hidrdlise (LEIGH; DODSWORTH, 2007).
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Estas proteinas regulatérias controlam a atividade de GS em resposta aos niveis

intracelulares de diversos metabolitos.

ADENILILACAO
ATP PP;

: ATase ;_'
GS GS-AMP

PIIA

UR UTase

PIID-UMP

GS GS-AMP
;ATou <
ADP i

DESADENILILAGAO

Figura 2: As proteinas envolvidas nas modificagdes covalentes de GS. A adenililtransferase (ATase)
catalisa tanto a adenililagdo como a desadenililacdo de GS. A proteina auxiliar P;, modula a atividade
ATase. A forma ndo modificada de P, (P,A) estimula a adenililacdo, enquanto a forma uridililada (P,D)
estimula a desadenililacdo. A conversédo da P, de uma forma para a outra é catalisada pela enzima
bifuncional P, - uridiliitransferase (UTase) - uridilii removedora (UR) (adaptado de GINSBURG;
STADTMAN, 1973)

O 2-oxoglutarato (20G) e a glutamina (GIn) sdo os principais efetores no
controle da atividade de GS, pois indicam a disponibilidade de nitrogénio e o estado
energético da célula. A razdo entre GIn e 20G controla diretamente a atividade de
UR/UTase estimulando a atividade de UTase quando ha pouca glutamina e a
atividade UR em excesso de glutamina. Dessa forma, GInB encontra-se uridililada
qguando ha pouco nitrogénio fixado disponivel e estimula a desadenililacdo da GS
pela ATase, deixando-a ativa. A atividade elevada de GS leva a um aumento de
glutamina intracelular, sinalizando UR/UTase a reverter GInB a sua forma néao
uridililada, o que leva a inativagdo de GS pela ATase (LEIGH; DODSWORTH, 2007).

Além da regulagdo por adenililagdo, a GS também pode ser regulada
alostericamente por compostos nitrogenados que sao produzidos a partir de GIn. O
préprio produto da GS, a glutamina, pode inibir a sua atividade, como € observado
em diversos organismos, além de Azospirillum. Neste género, aminoacidos como
glicina e serina, influenciam consideravelmente na queda da atividade enzimatica
(MAGASANIK, 1993; ANTONYUK, 2007).
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A regulacdo da expressao de GS, além de ser a nivel traducional, também
ocorre durante a transcricdo. Nas bactérias entéricas o gene glnA faz parte do
operon glnAntrBC, onde os genes ntrB e ntrC codificam para o sistema de
regulacdo de dois componentes. Este sistema é constituido por uma proteina
sensora histidina quinase (NtrB) e um regulador de resposta (NtrC) que é uma
proteina de ligacdo ao DNA (MERRICK.; EDWARDS, 1995).

O operon gIinAntrBC € expresso via dois promotores em tandem: glnApl e
gInAp2, mas ainda pode ser expresso a partir de pntrBC, situado entre glnA e
ntrBC. Sob condic¢des suficientes de nitrogénio, glnA é expresso a partir de ginApl e
ntrBC € primeiramente expresso de forma independente a partir de pntrBC.
Quando em condi¢Bes limitantes de nitrogénio NtrC se liga a seus sitios
parcialmente sobreposto a glnApl, reprime a expressao a partir deste promotor, e
ativa a transcricao a partir de ginAp2 (MERRICK.; EDWARDS, 1995).

No entanto em Azospirillum brasilense a transcricdo de gInA parece néo ser
ativada diretamente por NtrC, sendo capaz de interferir apenas na expressao de
ginB. Entretanto, estudos com mutantes gIinB indicam que a proteina GInB esta
envolvida com a expressao do gene ginA (HUERGO et al., 2003).

Em Azospirillum brasilense o gene gInA forma um operon com o gene ginB
(fig. 3) (BOUZOKLIAN; ELMERICH, 1986). Este operon € expresso a partir de trés
promotores, dois no inicio do operon, ginBpl e ginBp2, e o terceiro entre 0s genes
ginB e gInA, gIinAp (fig. 3). Em condi¢des limitantes de amonio o operon gIinBA é
altamente transcrito a partir do promotor ginBp2, que é dependente do fator o> da
RNA polimerase e de NtrC (ZAMAROCZY; PAQUELIN; ELMERICH, 1993). Por
outro lado, em condi¢cdes de excesso de amonio o promotor do operon ginBA é

ginBp1, que é dependente de ¢’ é pouco expresso nessas condicdes.

it vy

ginBpl ginBp2 gindp
H R S " " S s SmS Sm P H R

- =

ginB ginA

Figura 3: Mapa fisico e genético do operon ginBA de Azospirillum brasilense e localizacdo dos
promotores das sequéncias consenso (ginBp;, ginBp, e ginAp) indicados pelas setas (adaptado de
ZAMAROCZY; PAQUELIN; ELMERICH, 1993).
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O gene gInA é também transcrito de forma independente de ginB a partir de
seu promotor ainda nédo conhecido (ZAMAROCZY; PAQUELIN; ELMERICH, 1993).
Além disso, o promotor ginBpl é sobreposto a um sitio de ligacdo de NtrC, que ao
ser ocupado por NtrC-P, favorece a acdo do promotor ginBp2 em condi¢des
limitantes de amonio. A sequéncia completa do gene gIinA (1410pb) (fig. 4)
pertencente a estirpe Sp7 foi a primeira a ser determinada em Azospirillum
(BOZOUKLIAN; ELMERICH, 1986).
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FCGCCTCCACCCGCCGCAATCCCGCATCACCGTCACCCGGCACAATAAGCACCGCGACGGLCGCAG

CATAGCCGGGLACAGGGGEGEAATGAAAGGACTGGCCTGATTGGCACAGGAATTGGAAGAAAGGACTG

GGGLGATGGATGGGACTCGAACCCACGACCGCTCGGACCACAACCGAGAGCTCTACCAACTGAGET

356

ACCACCGCCACCGGEGGACGAAAAGATTCGTCCGLAAACACCCGACCCGTCGLCCCGACCGATGCAA

CECCGELETGAACTGCTCACGAAACCOACACATCCGLCOTCAAGGAGGACTGEGGLGATGGATGGEE
-358

ACTCGAACCCACGACCGCTCGGACCACAACCGAGAGCTCTACCAACTGAGCTACCACCGCCACCGE

GGTCGCCTATITGCCCCAAGGGACGGGGLGGETCAAGCTCTA TCCACCTTGTCCATCAATGTGA
Sitip de ligacdo MirC

AAAGCCGOGATGBAAAGCCGGCGLTACCCCATCCOAACGBACAAGGCTGCGLGRATTGCTTIGCAGCA
Sttio de ligagdo NirC Sitio de ligagdo NtrC -155
TGTGCACAATAT TG CACTTCGCCCTATCCGTTGGCAGTCGCGTGCCGCCCACGGTEGCATCGEE
ginBp1 - o™
CCGLTECGEOCCEECATCCCACGLAGCCGRATCGUAACCGCOTCCGATIGGCACGICAACIGTGCTTTA
ginBp2 - o™
CATCGGACCGTCGGECAGAGCCGTGEACGGTGLCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGAGACCC
Inicio do gene gihg 68
ATGAAGAAGATCGAAGCCATCATTAAGCCGTTCAAACTCGACGAAGTGAAGGAAGCCCTTCACGAAGT

CGGCATCAAGGGCATCACCGTCACCGAGGCCAAGGGCTTCGGCCGTCAGAAGGGGCACACCGAGET

GTACCGCGGCGLGGAGTATGTGGTCGACTTCCTGCCGAAGGTGAAGATCGAGGTGGTGATGGAGGA
200

CTCCCTGGTGG&GCGGGCGFTCG&GGCGﬁTCC&GC&GGCCGCCCACACCGGCCGCFTCGGCG&C&

GCAAGATCTTCGTCACCCCCGTGGAAGAAGTTGTCCGCATCCGGACCGGCGAGAAGGGAGGCGACG
paln&t 5 3
COATCTGATCGCGTCCCGAGAACCCGACCACCGGLCACCATGAACCAGCCCCGCCCACAACCGACG
214

CAGAGCCGGCCGACTCCGATCGGEGLCGACGCAGACCGTCGLAACCGLGAGCGGEAACGATCCGTGE

GTGGATGCCCATCCGGGCGCEACTTTTITGTGC[GTCACGTTGTGTGOITEGGAAAGGCATGACATAA
oind
CoTCCGCCGUEAGLGLCLTCACCCECCCCTTGETCOOTTTGACGUAGUGGLACCCAAACCTCTTAA
Inicio do gene ginA -2

TACGTGGACCTCCGCTTCACCGACCCGLGCGGCAAGCTGCACCACACCGCTCAGCACGTCTCGACT
184

TCAACGAGTCGGACATGATCCTCCAGCTCGACCCGACCACCGLCGTCATGGACCCG [CGGCCCA

GLCGACGCTGAACATCCTCTGCGACGTGTACGAGCCGTCGACCGGLCAGCCCTACGCCCGCTGLCE
383

GCGLGGETATCGCGAAGGLCGLCGAGAAGTACATGGLGTCGGLCGGCATCGGUGACACCGCCTACTT
COGLCCEEAAGCCGAGTTCTTCGTCTTCGACGACGTCAAGTTCAAGGTCGAGAT GAACAAGGTETCC

TACGAGTTCGACTCGGAGGAAGGCCCATACACCTCGGACAAGGACTATGAGGACGGLAACCTGGGE
21
CACCGLCCEGECATCAAGGGLAGCTACTTCCCAGTCGCTCCAGTCGACAGCGGCTCGGACCTGCG

Interno G535 3 ¥
GO GAGAT GO TGAGC GTGC TG CGAGATGGGL TGO G LT GAGASGCAC CACCAC GAGGTGG
7 Interna G351

CCGCTTeGCAGCATGAGCTGEGUATCAAGTTCGACACGCTGGTCCGRACCGGLGACAACATG C.A.GT??H
=}

ACTACAAGTACGTCGTGCACAATGTCGCCCACGLCTACGGLAAGACCGUGACCTTCATGCCGAAGCC
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CGTCTTCGGLGACAACGGLTCGGECATGCACATGLACCAGTCGATCTGGAAG GAAGG

i~ = e e e ear:
-\.r

GTTCGCCGGCAACCAGTACGCCGACCTGTCGGAACTGGCGETGTACTACATCGE
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TACGAGGCTCCGGTTCTGCTGGCCTACTCGGLCCGCAACCGTTCGGLCTCCTGUCGLATCCCGTAC
Interno G323

Tt et as v aletalal w

GTCGLCTCGOCGAAGGEEEAAGEGOGTCGAGGT

5
S ——
CCGCTTCCCGGACCCGTCGGCCAACCCGTACCTG

e g i~ g e

GLCTTCGCCGCCCTGUToATGGLCOETCTGRACGGUATCCAGAACAAGATCCATCC GGG LGAGGEG

e P Pt

ATGGACAAGAACCTGTACGACCTGLCGGLCGAAGAGLTGGLCAAGGTTCCGACGGTTTGCGGCTCG

CTGLGLGAGGLCCTGEACAGCCTGAAGGLCGACAGLGCCTTCCTGCAGAAGGGCGACGTGTTCACT

B A A T AT AT T A AT A T P B s P A T R T R st Tar-talay: (T ¢
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e

Figura 4: Operon gInBA da estirpe FP2 de Azospirillum brasilense. Regiéo sobrelinhada corresponde
aos sitios de ligacdo de NtrC. Quadrados vermelhos correspondem aos promotores. Bases em azul
sé@o as regides de alinhamento dos primers utilizados neste trabalho para a amplificacdo da regido
codificadora do gene gInA, que esta destacado em vermelho. A regido codificadora do gene gInB esta
destacado em verde.

2.3 MUTANTES EXCRETORES DE AMONIO DE Azospirillum brasilense

O interesse em se obter diazotrofos capazes de excretar mais amonio, com
0 objetivo de expandir os beneficios para as plantas, também contribuiu para a maior
compreensao da regulacdo dos mecanismos de transporte e assimilagdo de aménio.
A razdo para a liberacdo de amodnio por estes mutantes parece estar relacionada
tanto com a maior fixacdo de nitrogénio do que a enzima GS pode assimilar, quanto
com o0s maiores niveis de adenillacdo de GS, acarretando na diminuicdo da
incorporacdo do amodnio. Consequentemente, mutantes que acumulam maiores
guantidades de amoénio passam a excreta-lo (SRIVASTAVA; TRIPATHI, 2006).

Alguns mutantes na GS da estirpe Sp7 de A. brasilense apresentam a
capacidade de excretar amoénio. Dentre estes, 0 mutante 7028 possui 18 % da

atividade da GS, se comparada a estirpe selvagem, fixa nitrogénio constitutivamente
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(Nif°) e apresenta mutacdo na posi¢do 322 do residuo de arginina para cisteina na
regido codificadora do gene gInA. J4 o mutante 7029 apresenta menos de 1,5 % da
atividade GS da estirpe selvagem, também apresenta mutacdo na regido
codificadora do gene gInA na posicao 52 do residuo de aspartato para asparagina e
nao fixa nitrogénio (DOMMELEN et al.; 2003). A presenca de um plasmideo
contendo o gene gInA de A. brasilense restaura a regulacdo da nitrogenase por
amonio no mutante 7028 e torna a estirpe 7029 capaz de fixar nitrogénio
(DOMMELEN et al., 2003).

As estirpes derivadas da selvagem Sp7: HM14, HM26, HM053 e HM210 de
A. brasilense, utilizadas neste trabalho, sdo mutantes excretoras de amonio
resistentes a etilenodiamina (EDA) (MACHADO, 1988). O EDA é um analogo do
amoénio que se liga aos mesmos sitios desta molécula. Logo, as mutacdes em
bactérias EDA-resistentes frequentemente estdo localizadas em regides do gene
gInA que séo os sitios de ligacdo ao amoénio (SRIVASTAVA; TRIPATHI, 2006).

As quatro estirpes HM possuem o sistema de regulacdo da atividade da
nitrogenase parcialmente afetado, ndo sendo sensiveis a inibicdo diante do excesso
de amoénio. Estes mutantes também compartilham diversas caracteristicas, tais
como: alteragdes no transporte de amoénio e na atividade da GS; 0 ndo crescimento
em meio com baixa concentracdo de amonio ou apenas com nitrato; alteragdes no
perfil de adenililacdo da GS; capacidade de excretar altos niveis de amoénio (tab. 1)
(MACHADO, 1988). Estas estirpes foram agrupadas em trés classes, em funcéo do

perfil de expressao e atividade GS.
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Tabela 1: Caracteristicas fenotipicas das estirpes estudadas (com base em MACHADO, 1988).

Estirpes Excrecéo Atividade Fracao de Atividade Classificacao Fixacao
de NH," transferasica GS ativa® biossintética
total de GS ° de GS°
FP2 0,04mM 3,844 47,7 % 0,239 - Regular
Il — baixo nivel de GS
HM14 1,83mM 0,033 100 % 0,027 normalmente regulado Constitutiva
por NH,"
Il = nivel normal de
HM26 3,99mM 3,300 0,9 % 0,004 GS mantida altamente Constitutiva
adenililada
HM053  4,19mM 0,244 15,6 % 0,028 | -baixonivel de GS e ivm
altamente adenililada
Il — nivel normal de
HM210 5,11mM 6,006 5,7 % 0,056 GS mantida altamente  Constitutiva

adenililada

®Baseado na atividade transferasica da fracdo ndo adenililada em relacdo a total, sob condicbes
Iimitantesl de nitrogénio. ®Atividade biossintética total (em pmol de y-glutamil hidroxamato.min'l.mg
proteina™).

O gene gInBA de Azospirillum brasilense foi primeiramente clonado no
plasmideo pAB441 (BOZOUKLIAN; FOGHER; ELMERICH, 1986; CASTELLEN et
al., 2009) e este foi utilizado em ensaios de complementacdo genética destes
mutantes. Este plasmideo restaurou sua capacidade de crescer em nitrato, porém a
atividade da nitrogenase foi abolida tanto na presenca, quanto na auséncia de
amonio (VITORINO, 2001).

O mutante HMO053, pertencente a classe |, apresenta baixos niveis de GS
gue se encontra adenililada constitutivamente (MACHADO, 1988). Estudos de
caracterizacdo genética e complementacdo indicam que HMO053 deve conter
mutacBes na regido promotora do operon gIinBA visto que o gene ginB expresso
constitutivamente restaura o controle da atividade de GS e um plasmideo com o
operon gInBA de A. brasilense restaura o controle da atividade e parcialmente os
niveis de GS (VITORINO et al., 2001).

A estirpe HM14, representante da classe Il, apresenta regulacdo da
atividade de GS por ambnio mais semelhante a estirpe selvagem FP2, porém o nivel
de GS total € menor que 1 % em relagdo ao da selvagem (MACHADO, 1988;
VITORINO et al., 2001). A estirpe HM14 é capaz de crescer em nitrato e voltar a
regular a atividade da nitrogenase quando complementada com plasmideo contendo
o operon nifR3ntrBCYX sob o controle de seus proprios promotores. Além disso, a

estirpe HM14 tem o controle e a regulacdo da atividade da nitrogenase restaurada
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qgquando complementada com ntrYX, bem como o crescimento, o qual fica
semelhante ao da estirpe selvagem (VITORINO et al., 2001).

Mutantes da classe Ill, HM26 e HM210, apresentam niveis de GS
semelhantes a selvagem, porém esta se encontra altamente adenililada, mesmo em
baixa disponibilidade de nitrogénio fixado (MACHADO et al.,, 1991). Na estirpe
HM26 foi detectada uma transversdo no gene de GS que produz a troca de
aminoacidos na regiao do sitio de ligagdo do aménio e em HM210 uma transversao
gue afeta o sitio de ligacdo de ions metalicos desta enzima (CASTELLEN, 2005). A
atividade de GS da estirpe HM210 pode ser restaurada quando complementada com
o gene gInB; logo ela também pode apresentar mutacdo neste gene (VITORINO,
2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo sequenciar o gene gInA das estirpes
mutantes: HM14, HM26, HM053 e HM210 de Azospirillum brasilense para posterior

caracterizacao funcional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extrair o DNA cromossomal das estirpes HM14, HM26, HM053 e HM210 de
Azospirillum brasilense.
Amplificar o gene gInA a partir do DNA extraido.

Sequenciar o gene gInA de cada estirpe para comparacao e analise.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA DAS BACTERIAS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas as seguintes
estirpes mutantes isoladas por MACHADO (1988): HM14, HM26, HM053 e HM210.
Estas estirpes foram armazenadas em meio NfoHPN semi-sélido a temperatura

ambiente e cultivadas em meio liquido NfoHPN (ver item 4.1.1) sob agitacdo a 28 °C.

4.1.1 Meios de cultura para Azospirillum brasilense

Para o preparo de 1 L de meio liquido para Azospirillum brasilense ou meio
NfbHP-lactato (MACHADO et al., 1991) foram utilizados:

MgS0O,4.7H,O 0,2 g/L
NacCl 0,1g/L
lactato de sédio 59/L
CacCl, 20 g/L
acido nitrilo triacético 56 mg/L
FeS0,4.7H,0 20 mg/L
biotina 0,1 mg/L
Na;Mo00O4.H,0 2 mg/L
MnS0O4.H,0 2,4 mg/L
H3sBO3 2,8 mg/L
CuS0,.7H,0 0,08 mg/L

ZnS04.7H0 0,24 mg/L
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Para o preparo do meio semi-solido foi adicionado 0,17 % de agar ao meio
liguido e para o meio sélido 1,5 % de 4gar antes da autoclavagcdo (temperatura de
esterilizacédo de 121 °C por 21 minutos, a 1 atm de presséao).

A este meio foi acrescido ainda a mistura de fosfato a 50 mL/L de meio (para
ajustar o pH para 6,8). Esta mistura foi preparada e estocada autoclavada vinte
vezes concentrada contendo a cada litro 80 g de KH,PO,4 e 120 g de K;HPO,4. Como
fonte de nitrogénio foi acrescido ao meio NfbBHP—lactato 20 mL/L de cloreto de
ambénio 1 M e, quando necessario, 0 antibiotico (estreptomicina e/ou acido

nalidixico).

4.2 EXTRACAO DO DNA CROMOSSOMAL

As células das estirpes de A. brasilense em cultura em meio liquido NfoHPN
(1,5 mL) D.O.g0 1,5 foram coletadas por centrifugacdo em microcentrifuga (14.500
rom por 1 minuto). O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressupenso em
400 pL de tampéo TES (50 mM de Tris-HCI pH 8,0; 20 mM de EDTA pH 8,0 e 200
mM de NacCl). Para lisar as células foi usado lisozima (10 mg/mL) em concentracao
final de 100 ug/mL, seguido de incubagdo a 30 °C por meia hora. Ao lisado foi
adicionado SDS 1 % (v/v), seguido por incubacdo a 50 °C por 10 minutos. Apés, foi
acrescentado proteinase K (20 mg/mL) e RNase (10 mg/mL), sendo cada uma em
concentracdo final de 50 ug/mL, seguido por incubacdo a 37 °C por
aproximadamente 16 horas.

A retirada dos restos celulares ndo desejaveis foi realizada via extracoes
sucessivas com 200 uL de fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24;1), com leve
homogeneizacédo por inversdo durante 5 minutos. Apés centrifugagcéo por 15 minutos
a 14.500 rpm o sobrenadante foi transferido para tubo novo, precipitado com um
volume de isopropanol e centrifugado novamente a 14.500 rpm durante 20 minutos.
O DNA foi lavado com etanol 80 %, seco e ressuspenso em 50 ulL de agua ultrapura

esteéril.



28

4.3 AMPLIFICACAO DO GENE gInA

A amplificag&do do gene gInA consistiu na escolha dos pares de primers mais
eficientes para amplificagcdo do gene e da construcdo de um primer. Entdo, foram
determinadas as temperaturas de anelamento (Ta.n) para 0s pares de primers
utilizados por meio de reacdes de PCR sob diferentes temperaturas de anelamento,
num sistema em gradiente. Por ultimo, a amplificacdo do gene gIlnA com base nos

meétodos pré-determinados foi também obtida por meio de PCR.

4.3.1 Primers utilizados

Os primers utilizados sdo os mesmos utilizados por Castellen (2005), Huergo
e colaboradores (2003) e Dommelen e colaboradores (2003) e apenas um primer, 0
Interno GS3, foi construido (tab. 2 e fig. 4). A construcéo foi realizada com base na
sequéncia do gene gInA de A. brasilense. A formacao de dimeros ou estruturas
secundarias foi analisada por meio do programa NetPrimer, da Premier Biosoft.
Apds o planejamento, o primer foi enviado para sintese na Sigma-Aldrich Brasil
LTDA. O primer foi recebido liofilizado e foi dissolvido com &gua ultrapura estéril a

100pmol/pl para estoque e a partir deste foi gerada a mistura para uso a 10 pmol/uL.

Tabela 2: Primers

Forward Reverse Tamanho do amplicon T.nn €Stabelecida

pglinAl Interno GS2 1348 pb 70°C
Interno GS3* GS- 834 pb 60 °C

pglinAl Interno GS1 934 pb 69 °C

*Primer Interno GS3 foi construido neste trabalho.
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4.3.2 Amplificacdo do gene ginA

Para cada reacdo de amplificacdo foram acrescidos: agua ultrapura estéril
para completar 15 puL de volume final por reacdo; tampao da Fermentas (1,5 pL;
10X); MgCl, da Fermentas (0,9 pL; 25 mM); dNTP da Eppendorf (0,75 pL; 5 mM);
primer forward e reverse escolhidos (1 pL de cada; 10 uM); tag polimerase da
Fermentas (0,3 uL; 5U/uL) e DNA gendmico (1uL; cerca de 100 ng/uL).

As misturas foram homogeneizadas e levadas ao termociclador Mastercycler
gradient (Eppendorf), com a seguinte programacao: um periodo de desnaturacéo de
95 °C por 2 minutos e 34 ciclos com as seguintes temperaturas: 94 °C por 30
segundos, depois Tann especifico para cada par de primers utilizado (tab. 1) por 30
segundos e 72 °C por 1 minuto a 1 minuto e meio dependendo do tamanho do
amplicon; por fim, uma extensdo adicional dos produtos de PCR a 72 °C por 3
minutos. Em seguida os produtos foram analisados via eletroforese em géis de
agarose aplicando o desejado de cada amostra (ver item 4.5).

As PCRs em gradiente, elaboradas previamente para a determinacdo das
Tann dos pares de primers utilizados, diferiram da PCR comum, descrita acima,
apenas com relacdo ao gradiente de Tann. O préprio termociclador permitiu a
variacédo de temperatura ao longo do bloco, criando um gradiente, onde cada reagao
era submetida a uma Tan, diferente. Entdo ao analisar os produtos de PCR por meio
de eletroforese em gel de agarose (ver item 4.5), foi possivel determinar em qual
Tann 0s produtos de PCR foram amplificados com maior especificidade e intensidade
(tab. 1).

4.4 PREPARACAO DO PRODUTO DE PCR PARA SEQUENCIAMENTO

Os produtos de PCR obtidos foram purificados via tratamento enzimatico
com Exonuclease | (EXOI) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP). Para cada reacéo

foi adicionado ao volume total do produto de PCR restante, 0,2 uL de EXOI (1 U) e
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0,6 yL de SAP (0,66 U). Apds homogeneizar os tubos foram levados até o
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), com a seguinte programacao: 37°C

por 30 minutos, depois 80 °C por 15 minutos.

4.5 ELETROFORESE

As eletroforeses foram realizadas em gel de agarose de 1 %, preparado em
tampdo TBE 1 X (estoque 10 X Tris 107,81 g/L; EDTA 5,8 g/L; &cido bdrico 55 g/L),
sob 60 V durante o tempo necessario para a separacao e visualizacao das bandas
desejadas. Cerca de 5 puL de cada amostra foram acrescidos de 1,5 pL de tampéo
de amostra FSUDS (azul de bromofenol 0,025 %; xileno cianol 0,025 %, SDS 0,1 %,
Ficoll 20 % em tampao contendol10 mM de Tris-HCI pH 8,0 e 1 mM de EDTA pH
8,0). Os géis foram corados em brometo de etideo (0,5 pg/mL), visualizados em

transiluminador ultravioleta e fotografados.

4.6 SEQUENCIAMENTO DO DNA E ANALISE DAS SEQUENCIAS

Para cada reacdo de sequenciamento foi utilizado 1 pL de BigDye
Terminator (Applied Biosystems), 0,5 pL do primer escolhido (10 pmol), 3 pL de
tampéo 5 X BigDye (Applied Biosystems), cerca de 100 ng do produto de PCR
tratado enzimaticamente e agua ultrapura estéril para completar 10 pL de volume
final por reac&o. Estas foram submetidas a 96 °C por 1 minuto, e 34 ciclos de 96 °C
por 15 segundos, 50 °C por 15 segundos e 60 °C por 3 minutos. Em seguida, foram
adicionados 10 pL de agua ultrapura estéril, 2uL de acetato de aménio 7,5 M e 2
volumes de etanol 100 %. ApGs homogeneizagcdo as reacdes foram centrifugadas
por 20 minutos (14.500 rpm) e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi

lavado com etanol 70 % e centrifugado por 15 minutos (14.500 rpm). O
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sobrenadante foi removido e o0 precipitado seco para 0 sequenciamento no
ABI3500XL (Applied Biosystems), seguindo as recomendacdes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram comparadas com o banco de dados nr (non-
redundant) disponivel no NCBI (National Center for Biotechnology Information)
utilizando a ferramenta BLAST N, (ALTSCHUL et al.,, 1997) a qual compara a
sequéncia de nucleotideos com o banco de dados de nucleotideos. Além disso, a
qualidade das sequéncias foi analisada com o software Phred (EWING; GREEN,
1998) disponibilizado online na pagina da Embrapa (http://asparagin.cenargen.
embrapa.br/phph/). A sequéncia do gene gInA de Azospirillum brasilense FP2 foi
utilizada para comparacdo e alinhamento com as sequéncias das estirpes HM
estudadas, utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Possiveis alteracdes
estruturais decorrentes das mutacbes foram analisadas utilizando o programa

PyMOL (www.pymol.org).
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5 RESULTADOS

As estirpes mutantes excretoras de amonio de Azospirillum brasilense
estirpes: HM14, HM26, HM053 e HM210, sdo capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente (Nif°), ou seja, mesmo na presenca de altas concentracdes do ion
amonio. Este fendtipo pode estar associado a alteracbes no gene glnA, o qual
codifica para GS. Para esclarecer os mecanismos gque alteram a fixac&do biologica de
nitrogénio e a assimilacdo e secrecdo do aménio por estas bactérias foi realizado o
sequenciamento e analise do gene gInA dessas estirpes.

A partir do DNA genbmico de cada estirpe foram realizadas reagbes de
amplificagdo do gene gInA. Inicialmente foram realizadas PCRs em gradiente
visando determinar a Tann que melhor se ajustava a cada par de primers utilizado (a
regido de alinhamento com o gene gInA de cada primer utilizado pode ser observado
na figura 4; tabela 1).

Para o par de primers pgIlnAl e Interno GS2 (fig. 4), foram testadas
temperaturas de anelamento entre 58 °C a 70,5 °C. A amplificacdo do fragmento
esperado foi alcancada com melhor especificidade e eficiéncia com a Tan, de 70 °C
(fig. 5). O mesmo foi realizado para o par de primers pglnAl e Interno GS1, para 0s

quais a melhor T4, encontrada foi 69 °C (fig. 5).
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58°C 58;7°C 59,6°C 62,1°C 64,9°C 66,1°C 68°C z 58°C 58,7°C 59,6°C 62,1°C 64,9°C 66,1°C 68°C
———— pginA1 X InternoGS2 —————

-

~2000pb

1500pb

——— pginA1 X IntemoGST———

934pb 10008 4

S M T e .

69°C 70°C 70,5°C 69°C 70°C 70,5°C wwe

I-pginA1 X InternoGS1 - FpginA1 X InternoGS2-

1348pb e

1000pb
‘ |§| . 750pb

500pb

250pb

Figura 5: Perfil de amplifica¢é@o de diferentes trechos do operon ginBA sob diferentes temperaturas de
anelamento dos primers. Os géis de eletroforese apresentados séo referentes ao primeiro teste da
PCR em gradiente com T,,, variando de 58 °C a 68 °C (A) e ao segundo teste com T,,, variando de
69 °C a 70,5 °C (B). 1A a 7A, 9A a 15A e 1B a 6B sdo os produtos das amplificacdes e 8A e 7B
correspondem ao marcador molecular 1 kb Ladder (Fermentas).

Para o par de primers InternoGS3 e GS- foram testadas temperaturas de
anelamento entre 56 °C a 70 °C para a obtenc¢éo da regido final do gene ginA. Na
figura 6 pode-se observar que a amplificacdo do produto de PCR ideal, sem
apresentar bandas referentes a produtos inespecificos e com maior quantidade de

produto foi alcangado com a Tan, de 60 °C.
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2 3 4 5 6
56°C  56,8°C 57,9°C 59,3°C 60,9°C
—— InternoGS3 X GS- ———

1000pb 834pb
-

PR S

500pb

250pb

Figura 6: Perfil de amplificagc&o de diferentes trechos do operon gInBA sob diferentes temperaturas de
anelamento dos primers. Os géis de eletroforese apresentados séo referentes ao teste da PCR com
0s primers Interno GS3 e GS- com T,,, variando de 56 °C a 70 °C (A) e ao produto de PCR obtido
com a T, ideal de 60 °C para todas as estipes (B). 1A e 1B correspondem ao marcador molecular
1kb Ladder (Fermentas) e, 2A a 6A e 2B a 5B s&o os produtos das amplificacdes.

Para a realizacdo das reacdes de sequenciamento os produtos de PCR
obtidos foram previamente tratados utilizando as enzimas EXOl e SAP, para a
eliminacdo dos primers e nucleotideos livres excedentes. O produto destas reacdes
foi utilizado no sequenciamento com 0os mesmos primers da etapa de amplificagéo,
porém em reacdes separadas.

Para cada estirpe foram obtidas cerca de sete sequéncias de boa qualidade,
oriundas de produtos de reagdes de amplificacao diferentes. A qualidade delas foi
analisada, utilizando o software Phred, e a maior parte apresentou mais de 450pb

capazes de serem lidas com qualidade, como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3: Andlise da qualidade das sequéncias obtidas para as estirpes HM.

NUmero de bases lidas com
escore Phred >20 HM14 HM26 HMO053 HM210

311 pb a 395 pb 1 2 2 1
396 pb a 480 pb 0 1 3 2
481 pb a 565 pb 2 2 1 2
mais de 566 pb 4 5 7 5
Total de sequéncias analisadas 7 10 13 10

O alinhamento e comparacdo destas sequéncias com a regidao codificadora

do gene gInA da estirpe FP2 de A. brasilense, utilizando o programa BioEdit (HALL,
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1999), possibilitou a identificacdo de mutacfes de ponto em todas as sequéncias de

gInA das quatro estirpes mutantes (tab. 4).

Tabela 4: Diferengas nas sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos entre a sequéncia do gene
gInA de FP2 e as sequéncias obtidas para o gene glnA dos mutantes HM.

Posicéo do Nucleotideo(s) em:  Posicdo do Aminoacido em: Estirpe
nucleotideo glnA FP2 gInAHM aminoacido ¢gInA FP2 glnA HM
743° A G 248° His Arg HM14
872° T G 291° Leu Arg HM14
157° G T 53° Gly Cys HM26
1040° C T 347° Pro Leu HMO053
385° G A 129° Gly Ser HM210

A sequéncia codificadora do gene gIinA de HM14 apresentou uma transicao,
A->G no cédon CAC (histidina) para CGC (arginina) e uma transversdo T->G no
coédon CTG (leucina) para CGG (arginina). Eletroferogramas de trés leituras de cada
regido mutada podem ser vistas na figura 7 e confirmam a existéncia dessas
mutacdes pontuais.
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310 320 90
¢ G ¢ G 6 6C ¢ ACAT TG TGTCATC CGCCCC_ICGCC?.—\_CG
Sequéncia 27 920 base 743 - FP2 - A »G - HM14 - base 89
base 743 - FP2 - A w G - HW4 - base 307 oo ] Sequéncia 23 032

(pareado com fita,reversa complementar)
A_A «.1\ i \.‘\‘l» A TALTA !

] 170 180
CCGCGCC_{CGGC{{G{ G”CLG\CCGGTCGGCGTA

Sequéﬁcwa 27 920
-~ hagse 872 -FP2-Tr G- HM14 - base 179 s

Sequéncia 25 129
base 743 -FP2 - A* G-HM14 -

210 220 70 180 180
A G T AC G CC G ACTCG G T C G G TTCC GACCG GT CGGC GTACT G

base 872 - FP2 - Tk G - HM14 - 179
Sequéncia 28 192

Figura 7: Eletroferogramas das mutagoes detectadas na regido codificadora do gene glnA da estirpe
HM14. A (pareamento com fita reversa complementar, c6don do mutante analisado de CGC para
GCG), B e C correspondem aos eletroferogramas da regido com transicdo A->G; D, E (pareamento
com fita reversa complementar, cédon do mutante analisado de CAG para CCG) e F correspondem
aos eletroferogramas da regido com transversdo T->G (as linhas pontilhadas indicam a base
mutada).

Na estirpe HMO053 foi encontrada uma transicdo C—>T no cddon CCG
(prolina) para CTG (leucina). A deteccdo desta mutagdo foi evidenciada pelo
alinhamento das sequéncias obtidas para esta estirpe com a selvagem FP2. Os
respectivos eletroferogramas desta regido com transversao também apresentaram

picos bem distintos de deteccao das bases (fig. 8) confirmando esta troca.



37

390 400 380 380 380 380
CATCCTOGTACGTC G ¢C T G CCGCATOCCTGTATCG caAa T CCTOGTACGTCCG

hase 1040 -gpeng-égcbiE"I'%BHﬁgEB - base 392 e hase 1040 iSEFEIFL‘IQén—ECi:abz'I'BE{rl-l(]ﬁa -base3s0-f | ase 10405;’;5;7-52EBTQ-O};MO:SS -pese 38

‘A.\...;L...,.L‘L‘ A .Q.‘“..L‘LMX\_A 8%0 = JEVESENEYEEEN
Figura 8: Eletroferogramas da transicdo detectada na regido codificadora do gene ginA da estirpe
HMO053. A, B e C correspondem aos eletroferogramas da regido com transversdo C->T (as linhas
pontilhadas indicam a base mutada).

Em HM26 a base 157 apresentou transversdo G>T no codon GGC (glicina)
para TGC (cisteina). Na estirpe HM210 a base 385 apresentou transicdo G>A no
cédon GGC (glicina) para AGC (serina). Tanto o alinhamento com a sequéncia
codificadora de gInA de FP2, como as imagens dos eletroferogramas

(correspondentes as fitas reversas complementares) serviram para evidenciar

ambas as mutagdes observadas (fig. 9 e 10).

470 480 480
G A G C A GT C G A AC AT G ATCGAG GAGCAGTC

Sequéncia 28 126 A .
st hase 157 - FP2 - G #T - HM26 - base 474 Sequéncia 28 135
(pareado com fita reversa complementar) (pareado com fita reversa complementar)

e hage 157 - FP2 - GP T - HM26 - base 485

4]

Figura 9: Eletrof(;ogramas da transverséo detectada na regido codificadora do gene gIinA da estirpe
HM26. A e B correspondem aos eletroferogramas da regido com transversdo G->T (as linhas
pontilhadas indicam a base mutada).
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250 260
G G C TG AAGTAGTEGC
Sequéncia 27 935
-------- base 385 - FP2 - Ge A - HM210 - base 251
(pareado com fita reversa complementar)

A

280

G 6 G C T G A AGTAGGC

base 385 - FP2 - G » A- HM 210 - base 254
Seoguéncia 25 1238

(pareado com fita reversa cnmplementar_:h

-base 385 - FP2 - G » A- HW210 - base 248 oo

G GG CTGAAGTAGTG GT C G

(pareado com fita reversa complementar)

Sequéncia 28 205

i i c |

Figura 10: Eletroferogramas da transversao det

ectada na regido codificadora do gene gIinA da estirpe

HM210. A, B e C correspondem aos eletroferogramas da regido com transicdo G>A (as linhas

pontilhadas indicam a base mutada).
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6 DISCUSSAO

Os mutantes HM14, HM26, HM053 e HM210 s&o capazes de fixar nitrogénio
constitutivamente e excretar amonio em quantidades superiores a estirpe selvagem
FP2. Estas caracteristicas estdo associadas a altera¢cdes na via de assimilacdo de
amoOnio e com 0s mecanismos de percepcdo intracelular da disponibilidade de
compostos nitrogenados nestas bactérias. A glutamina sintetase (GS) é a principal
enzima responsavel pela assimilacdo do amonio, e seu produto, a glutamina, atua
como sinalizador das concentracfes de nitrogénio fixado no interior das células
bacterianas (ADLER; PURICH; STADTMAN, 1975).

Em A. brasilense foram descritas duas outras estirpes, a 7028 e a 7029, que
apresentam baixa atividade biossintética de GS, comparado a estirpe selvagem Sp7,
e cujo gene gInA estd mutado (DOMMELEN et al., 2003). Portanto, alteracfes neste
gene, o qual codifica para GS, também poderiam explicar os fenétipos observados
nos mutantes HM (MACHADO, 1988; CASTELLEN, 2005).

Outros genes candidatos a terem sofrido mutacédo e a levarem ao mesmo
fenotipo sdo gInD, gInE, gInB e gInZ. Uma vez que gInB e gInZ estdo relacionados
com a regulacdo da atividade de GS as regides codificadoras destes foram
sequenciadas nos mutantes HM por Vitorino (2001), porém nenhuma mutacao foi
encontrada. Castellen (2005) sequenciou parcialmente o gene glnA das estirpes
HM26 e HM210 e detectou uma mutacdo em cada estirpe. Neste trabalho foi
concluido o sequenciamento da regido codificadora do gene gInA da série de
mutantes HM de A. brasilense.

A estirpe HM26 fixa nitrogénio constitutivamente e apresenta atividade
transferasica total de GS semelhante a selvagem, porém esta é mantida quase
100% adenililada, ou seja, ndo ativa (MACHADO, 1988). Logo, a maioria do ambnio
produzido pela fixacdo de nitrogénio ndo é assimilado e acaba sendo excretado pela
bactéria. A mutacdo encontrada no gene gInA deste mutante originou a troca de um
residuo de glicina na posicdo 53 por um residuo de cisteina. O local desta alteracao
fica proximo ao sitio de ligagdo do ion aménio, que é formado pelo aspartato 50,
serina 53, tirosina 179 e glutamato 327 em Salmonella typhimurium. Em A.



40

brasilense estes aminoacidos sdo os mesmos que em S. typhimurium e equivalem
aos residuos 52, 55, 181 e 328 (LIAW; EISENBERG, 1994; CASTELLEN, 2005).

Segundo Liaw e Eisenberg (1994) o residuo de aspartato, com sua carga
negativa, € fundamental para a ligacdo do ion aménio e sua desprotonacao,
formando espécies ativas de NHj. Esta ataca o intermediario formado pela reacéo
do glutamato com ATP, o y-glutamil fosfato, a partir do qual se origina a glutamina. O
aspartato também atua estabilizando o residuo arginina 339 promovendo maior
aproximagéo entre as subunidades da GS e aumentando a afinidade delas pelo
amonio (LIAW; KUO; EISENBERG, 1995).

Devido a proximidade da mutacédo glicina->cisteina, no primeiro aminoacido
do lado do Asp 50, é possivel que esta mutacdo, como considerado por Castellen
(2005), explique a baixa atividade biossintética de GS do mutante HM26. A presenca
da cisteina poderia provocar impedimento estérico na interagdo do amonio com Asp
50. Ou entdo, a alteracéo na flexibilidade do sitio de ligagdo ao amonio, visto que
Asp 50 sofre forte deslocamento para fazer parte do sitio e requer ainda um
reposicionamento de sua cadeia lateral para que essa remova um préton de aménio,
convertendo-o em aménia. A regulacdo da atividade de GS da estirpe HM26 é
restaurada pelo operon ginBA, mas ginB apenas ndo a complementa. Portanto, a
mutacao no gene gInA explicaria o fenétipo observado em HM26, da mesma forma
gue no mutante 7029 de A. brasilense (Nif"), onde a baixa atividade biossintética de
GS, é atribuida a troca do Asp 50 (na posicdo 52 em A. brasilense), o qual esta
préximo ao sitio de ligacdo ao amoénio (DOMMELEN et al., 2003).

A estirpe HM210 é semelhante a HM26, ou seja, fixa nitrogénio
constitutivamente, apresenta niveis altos de GS, mas altamente adenililada e excreta
amonio (MACHADO, 1988). A mutagédo encontrada originou a troca de um residuo
de glicina na posicdo 129 por um residuo de serina. Este residuo situa-se num
dominio conservado préximo as posi¢cdes 129 e 131, nas quais estdo dois residuos
de acido glutdmico em Salmonella typhimurium. Estes residuos sédo considerados
importantes uma vez que Glu 129 coordena os ions metéalicos que participam da
interacdo com ATP e ADP, enquanto o Glu 131 interage com o substrato glutamato,
viabilizando a ativacdo do intermediario y-glutamil fosfato para a sintese da
glutamina (LIAW; VILLAFRANCA; EISENBERG, 1993).
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Castellen (2005) detectou uma tranversdo de G->T, o que alterava o
aminoacido de glicina para cisteina nesta mesma posicdo desta estirpe, porém o0s
resultados deste trabalho indicam existir na realidade uma transicdo G—>A. Esta
alteracdo em HM210 poderia estar desestabilizando a coordenacdo de ions
metalicos e promovendo a diminuicdo da afinidade de GS por ATP. Como
consequéncia, isso pode bloquear, na estirpe HM210, a reacdo de formacédo de y-
glutamil fosfato e a sintese de glutamina, mantendo a atividade biossintética desta
enzima baixa. Independente da funcdo exercida pela glicina mutada nessa estirpe, é
importante ressaltar que apesar desta nao ter sido caracterizada funcionalmente, ela
€ conservada nessa posicdo tanto em espécies de procariotos quanto de eucariotos
(EISENBERG et al., 2000).

O estudo realizado por Vitorino (2001), complementando a estirpe HM210
com plasmideo contendo o gene gInB de A. brasilense, demonstrou ser este
suficiente para restaurar a atividade transferasica de GS a niveis semelhantes da
estirpe selvagem. Logo, a mutacdo identificada neste trabalho, e também por
Castellen (2005), pode n&o ser suficiente para explicar a baixa atividade
biossintética de GS. Isso sugere, que outras mutacfes possam ainda existir na
regido regulatéria de glnB ou em genes envolvidos com o controle de sua atividade,
como gInD ou gInE.

Na estirpe HM14 foram observadas duas muta¢des, uma transicdo e uma
transversdo. Apesar de fixar nitrogénio constitutivamente, ela apresenta niveis muito
baixos de GS (1 a 2 %), mas gque se encontra completamente ativa (MACHADO,
1988). Ensaios de complementacdo e analise de transcricdo permitiram a
proposicao de que a estirpe HM14 pode apresentar alteracdes tanto na regulacéo de
glnB, quanto em ntrYX (MACHADO, 1988; VITORINO et al., 2001). Quando esta
estirpe é complementada com um plasmideo contendo os genes nifR3ntrBCYX, ela
volta a ser capaz de crescer em nitrato e a regulacédo da atividade da nitrogenase é
normalizada, indicando o possivel envolvimento do produto destes genes com o
controle da atividade de GS e da nitrogenase (VITORINO et al., 2001). Além disso, a
analise de expressdo dos genes gInB e gInA, através de fusado traducional, mostrou

que a expressao de gInA esta normal nessa estirpe, enquanto glnB é expresso
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constitutivamente, diferente da estirpe selvagem, onde este € reprimido por amonio
(VITORINO, 2001).

As duas mutacdes encontradas na regido codificadora do gene gIlnA da
estirpe HM14 devem contribuir para a reducéo ou perda da atividade biossintética de
GS. Os residuos de histidina na posicao 248 e de leucina na posi¢cao 291, ambos
convertidos para arginina, estdo localizadas na superficie das subunidades que
constituem a GS (fig. 10). Apesar destes aminoacidos ndo interagirem diretamente e
nem indiretamente com outros aminoacidos relacionados aos sitios de interacao
desta enzima com seus substratos, eles podem ser importantes para a interacéo
entre as subunidades ou afetam a estrutura de forma que a atividade biossintética
da enzima é comprometida. Desta forma, mutacdes da histidina-248 e leucina-291,
0s quais sao residuos conservados em diversas bactérias, poderiam estar afetando

a forma multimérica da GS.

LEU-291

o o
Figura 10: Analise estrutural da subunidade de GS com destaque para a alteracao da histidina 248 e
leucina 291, ambas convertidas para arginina na estirpe HM14. Os residuos circundados em
vermelho correspondem aos aminoacidos alterados para arginina e o restante marcado em azul e
roxo, sao aminodcidos relacionados com a manutencédo dos sitios de interacdo enzima-substrato.

A estirpe HMO053 fixa nitrogénio constitutivamente, possui baixa atividade
transferasica de GS, a qual é mantida em grande parte adenililada (75 a 80 %) e
excreta amoénio em guantidades superiores a estirpe FP2 (MACHADO, 1988). Nesta
estirpe foi identificada uma mudanca do residuo de prolina na posicdo 347 para

leucina (fig. 11). A regido com o residuo resultante da mutacdo n&o parece ter
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interacdo com outros aminoacidos na vizinhanca e se manter estruturalmente
estavel, quando cada subunidade constituinte de GS é analisada isoladamente. No
entanto, estudos com mutantes de GS de S. typhimurium em residuos bem
conservados e proximos, como a arginina 339 e a arginina 359 demonstraram serem

estas importantes como sitios de ligacdo a ATP e glutamato (DHALLA et al., 1994).
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Figura 11: Andlise estrutural da subunidade de GS com destaque para conversao do aminoacido 347
de prolina para leucina na estirpe HM053. Em vermelho e circundado esta o residuo 347 de HM053,
em amarelo e circundado os residuos 340 e 360, homologos, respectivamente, aos residuos 339 e
359 em S. typhimurium. Estes sdo amino&cidos relacionados com a manutencéo da estabilidade de
sitios importantes para a atividade de GS. O restante, marcado em azul e roxo, também é importante
para a manutencao dos sitios de intera¢cdo enzima-substrato.

A complementagcdo desta estirpe com o gene gInB restaura o controle da
atividade de GS e quando complementada com o operon ginBA, além do retorno do
controle, os niveis de GS voltam parcialmente ao normal (VITORINO et al., 2001).
Assim estes estudos sugerem que parte do fenétipo de HM053 pode ser gerado por
mutacdo na regiao regulatoria do gene gIinA (VITORINO, 2001) e outra parte pela

mutacg&o encontrada na regido codificadora deste gene.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As duas mutacbes detectadas na estirpe HM14 estdo em posicdes néo
claramente envolvidas com o mecanismo de atividade catalitica de GS, mas podem
afetar a sua estrutura. Novos ensaios poderdo confirmar se a estrutura quaternaria
de GS se encontra alterada nesse mutante. Analises prévias do genoma completo
de HM14 (em fase de construcdo) confirmaram a existéncia destas duas mutacgdes.

A troca de glicina por cisteina observada na estirpe HM26, assim como a
troca de glicina por serina na estirpe HM210, estdo em regides envolvidas na
interacdo com 0s substratos de GS e devem ser a razdo pela baixa atividade desta.
Os dados de atividade transferasica destas mutantes sugerem que 0s niveis totais
de GS séo altos e apenas a atividade biossintética € baixa. A analise direta do nivel
de adenililagdo de GS dessas duas estirpes deve confirmar se a habilidade catalitica
destas é realmente afetada pelas mutacoes.

A prolina, trocada por leucina na estirpe HM053, esta proxima a sitios de
ligacdo a ATP e glutamato. Portanto esta mutacdo pode estar afetando parte da
atividade biossintética de GS. Possivelmente, na regido regulatéria ainda possa
existir mais mutacgdes que justificam o restante da deficiéncia enzimatica observada.

Estas estirpes mutantes sdo importantes ferramentas para estudar os
mecanismos de catalise de GS. Deste modo, estudos futuros de cinética enzimatica
com estas formas de GS trariam grande contribuicho para a construgdo dos

conhecimentos sobre a fixa¢éo bioldgica de nitrogénio em Azospirillum brasilense.
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