3
&

XXX Encontro Anual de Iniciacédo Cientifica
VIl Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

eQlc

2021

PURIFICACAO E TESTE DE ATIVIDADE DA VARIANTE MUTANTE G130S DA ENZIMA
GLUTAMINA SINTETASE DA BACTERIA Herbaspirillum seropedicae

Gabriel Machado de Freitas (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Amanda Ruoso Lazzari Almeida, Ana Paula Alves dos Santos
Silva, Marco Aurelio Schuler de Oliveira. e-mail: masoliveira2@uem.br

Universidade Estadual de Maringa/Departamento de Bioguimica

Area e subarea do conhecimento: 2.08.02.00-5 Bioquimica dos Microorganismos
Palavras-Chave: Herbaspirillum seropedicae, Glutamina sintetase, assimilacdo de amdnio, fixagcdo de nitrogénio

Resumo

A bactéria Herbaspirillum seropedicae é capaz de fixar
nitrogénio. Em estudos anteriores, muta¢des na enzima
Glutamina Sintetase (GS) foram associadas ao fenétipo
de fixacdo de nitrogénio constitutiva, entre elas, as
mutacdes G130S e L293R. Os genes que codificam para
essas enzimas mutantes foram clonados em vetor de
expressdo em trabalhos prévios. No presente projeto,
néo foi possivel observar expresséo do clone contendo o
gene que codifica a enzima GS G130S, frustrando um
dos objetivos do trabalho. No entanto, a proteina com a
mutacdo L293R foi superexpressa, purificada e sua
atividade testada.

Introducao

A fixagdo do Nitrogénio consiste na reducdo do
nitrogénio atmosférico a amoénio, tornando-o disponivel
para outros seres vivos. H. seropedicae é uma bactéria
capaz de colonizar os tecidos internos das plantas, sem
causar qualguer dano ao hospedeiro (Baldani et al,
1986).

Em um trabalho de sele¢do de mutantes com bactéria A.
brasilense, foram encontradas 4 estirpes mutantes
capazes de fixar nitrogénio constitutivamente (Machado
et al, 1991). Esse fenétipo tem sido atribuido a mutacdes
pontuais no gene que codifica a enzima GS, entre elas,
as mutacBes G130S e L293R. O presente trabalho teve
como objetivo produzir variantes da GS recombinante de
H. seropedicae com essas mutacBes e testar suas
atividades.

Material e Metodos

Plasmideos de expressdo contendo o0s genes que
codificam as variantes da proteina GS do trabalho
(gInAG130SpETM11 e gInAL293RpETM11) foram
transformados na estirpe BL21(DE3) de E. coli. A
superexpressao das proteinas fusionadas com His-tag
foi induzida por IPTG. O extrato proteico contendo a
proteina superexpressa foi injetado em uma coluna de
cromatografia de niquel e eluidas com imidazol. A
proteina purificada teve sua atividade testada nas
reacdes biossintética e y-glutamil transferase (y-GT)
conforme descrito anteriormente (Bender et al, 1977).

Resultados e Discussao

Os resultados indicaram que a proteina G130S néo foi
superexpressa (dados ndo mostrados). A hipétese mais
provavel é que o plasmideo tenha algum problema na
construcdo, e a clonagem precisara ser refeita.
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A falha na expressédo da proteina mutante G130S nos
incentivou a fazer a superexpressédo da proteina mutante
L293R. Essa proteina foi surperexpressa e purificada
(Figura 1).

Figura 1. SDS-PAGE da proteina GS L293R purificada

Com a variante G130S, a atividade foi verificada pela
atividade biossintética e pela atividade y-GT com e sem
fons Mg?*, o que permite inferir o estado de modificagéo
pés-traducional da enzima.
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Figura 2. Atividade da enzima GS L293R purificada

Conclusao

A proteina mutante GS 130S ndo foi superexpressa.
nem purificada. A variante L293R foi superexpressa,
purificada e sua atividade testada. A enzima apresentou
atividade  biossintética e  y-glutamil transferase
semelhantes a selvagem, indicando que estd no mesmo
estado de modificac@o pés-traducional.
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