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RESUMO

Azospirillum brasilense é um diazotrofo aerdbio encontrado em associagido
com raizes de diversas plantas de interesse comercial. Em Azospirillum brasilense as
proteinas da familia PII, GInB e GInZ, participam da regulagio do metabolismo de
nitrogénio, atuando como sinalizadoras dos niveis de aménio intracelular. Mutantes
glnB sio incapazes de fixar nitrogénio. Enquanto que mutantes g/nZ sio capazes de
fixar nitrogénio. Neste trabalho, a participagdo destas proteinas no metabolismo de
nitrogénio foi examinada utilizando estirpes mutantes de A. brasilense e plasmideos
expressando genes ginB e glnZ contendo mudancas de uma ou duas bases. As
estirpes mutantes utilizadas foram A. brasilense 7628 (ginB negativo), 7611 (ginZ
negativo) e 2812 (ginBginZ negativo). Os derivados dos genes ginZ e ginB de A.
brasilense obtidos foram ginZY51-F, ginZ145-T,R101-C, glnBL13-P; ginBV100-A.
Os resultados obtidos revelaram que GInB ¢ essencial para a regulagdo normal de
sistema Ntr, provavelmente regulando a concentragdao de NtrC-P, de acordo com os
niveis celulares de amonio. A proteina GInZ, por outro lado, aparentemente substitui
parcialmente GInB no mutante 7628. Os resultados mostraram também que residuo
V100 da proteina GInB ¢é importante, embora ndo essencial, para a interacdo de
GInB com NtrB, uma vez que essa proteina mutante complementou parcialmente o
mutante g/nB negativo de A. brasilense. Entretanto, o gene mutante g/nBV100-A nio
complementou o fendtipo Nif negativo do mutante 7628, sugerindo que esta forma
de GInB ndo interage com a proteina NifA de A. brasilense. O residuo L13 ¢
essencial para a atividade de GInB: a sua substitui¢do por P causa a perda da
capacidade de GInB ativar NifA e sinalizar niveis de nitrogénio para o sistema Nitr.
O plasmideo contendo o gene mutante g/nZY5/-F nao foi capaz de complementar o
fenotipo de reativacdo da nitrogenase apos choque de amoénio (0,2 mmol/L) e o
transporte de metilaménio no mutante g/nZ negativo 7611 de A. brasilense,
sugerindo que a uridililagdo desta proteina € essencial para a sinalizacdo dos niveis
de nitrogénio intracelular no sistema DraT/DraG e para o transporte de amoénio. Os
residuos 145 e R101 da proteina GInZ, altamente conservados nas proteina da
familia PII, sdo importantes para a transdu¢do de sinal para o sistema DraT/DraG,
mas ndo alteraram a capacidade de GInZ em controlar o transporte de metilamonio
em A. brasilense. O desligamento parcial da nitrogenase por adi¢do de ions amdnio
do mutante AmtB refor¢ca a hipdtese da existéncia de um segundo sistema de
transporte de amoénio em A. brasilense. Os resultados desse trabalho reforcam a
diferen¢a funcional das proteinas PII de A. brasilense e apdiam a sugestdo de que
GInB € o regulador primario da atividade do sistema de dois componentes NtrB-
NtrC e que GInZ controla o transporte de amoénio de alta afinidade via AmtB.
Finalmente, a analise do conjunto dos resultados implica que a concentragdo
intracelular destas proteinas e a regula;do temporal de sua sintese sdo elementos
impoiiantes de controle de suas atividades.
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Introducdo 1

1. INTRODUCAO

Os principais elementos quimicos presentes nos sistemas bioldgicos s@o o carbono,
nitrogénio, oxigénio e o enxofre. Todos esses elementos estdo sujeitos a processos ciclicos
na natureza. Como exemplo, no ciclo do carbono, as plantas verdes utilizam-se da
fotossintese para converter o CO, da atmosfera em biomassa vegetal. Os animais, por sua
vez, alimentam-se das primeiras digerindo-as e, usando os seus compostos carbonados na
respiragdo, devolvendo carbono ao ar na forma de CO,. Entretanto, entre os ciclos deste
quatro elementos fundamentais, o0 mais importante em termos ecoldgicos e econdmicos € o

ciclo do nitrogénio.

1.1 O CICLO DO NITROGENIO

O ciclo do nitrogénio envolve os processos de assimilagio do nitrogénio,
amonificagdo, nitrificagdo, desnitrificagdo e fixagdo de nitrogénio (POSTGATE, 1987)
(Figura 1). A assimilagdo do nitrogénio refere-se a incorporag@o bioldgica do nitrogénio

em biomoléculas a partir de compostos nitrogenados fixados.

Dinitrogénio

P W
& %, .
o o
%
i o Amomﬁuq‘i; - "‘md‘

& ‘." 4 TR - . -
’ g W (NH3) - e

Figura 1: O ciclo bioldgico do nitrogénio (POSTGATE, 1987).



Introducdo 2

O termo nitrogénio fixado refere-se a qualquer composto de nitrogé€nio que ndo o Ny,
como exemplo o nitrato, nitrito, aménio, aminodcidos ou nucleotideos.

A amonifica¢do é o processo de retorno do nitrogénio presente em COmpostos
orginicos a amonia, um processo praticamente inverso ao da assimilagdo. A enzima
glutamato-desidrogenase catalisa a formacdo de um ceto-dcido e amonia a partir de
aminodcidos. A amOnia também pode ser liberada a partir de aminoacidos a partir da agao
de desaminases, promovendo a hidrélise de aminodcidos, e de amidas.

Na nitrificacdo, a amonia é convertida a nitrato e nitrito. Este processo ocorre
amplamente no grupo das bactérias nitrificantes. Essas bactérias sdo organismos
quimiotréficos e utilizam a energia da oxidagdo da amonia para fixar gis carbonico.
Embora a amonia seja um nutriente utilizavel pelos vegetais, o nitrato € mais eficiente e €
preferido pela maioria das plantas. Desta forma, a nitrificacdo torna o nitrogénio mais
disponivel para as plantas. Entretanto, a amonia € mais retida pelo solo do que o nitrato, de
forma que, a nitrificagdo pode resultar em perda de nitrogénio do solo. (POSTGATE,
1987).

O processo de desnitrificagdo é comum a aigumas bactérias, como os géneros
Pseudomonas, Micrococcus e Thiobacillus e envolve a reducao do nitrato a dinitrogénio, o
qual € liberado e torna-se parte da atmosfera novamente. Esse tipo de processo gera uma
perda liquida de nitrogénio fixado dos solos e das dguas. Estima-se que cerca de 2 x 10°
toneladas de nitrogénio sdo perdidas por ano como N, (POSTGATE, 1987).

A fixacdo biolégica do niirogénio é a capacidade de alguns organismos,
denominados diazotrofos, de utilizarem diretamente o dinitrogé€nio atmosférico (N) como
fonte de nitrogénio para o seu crescimento. Essa reacdo € dependente da atividade de
nitrogenase, a qual caialisa a conversdo do nitrogénio atmosférico (N,) a amonio. Essa
propriedade é exclusiva a procariotos, e ocorrem em bactérias de vida livre, simbidticas,
associativas e Arquea. A fixagdo de nitrogénio é uma importante parte do ciclo deste
elemento, pois reabastece a biosfera de nitrogénio ¢ compensa a sua perda devido a

desnitrificagdo (POSTGATE, 1987).



Introdugcdao 3

Em quase todas as dreas agriculturdveis do mundo, onde ndo ocorre limitagao de
crescimento vegetal por deficiéncia de luz solar ou por suprimento hidrico, a produtividade
¢ determinada pela disponibilidade de nitrogénio inorganico no solo. A entrada de novo
nitrogénio inorgénico na biosfera pela fixagdo bioldgica de nitrogénio € o fator limitante de
produtividade biolégica na maioria da superficie terrestre € nas dreas marinhas. Estima-se

que quantidade de nitrogénio biologicamente fixado produzido nos oceanos gira em torno

de 2x10" g/ano (FALKOWSKI, 1997).

1.2 O USO DE FERTILIZANTES NITROGENADOS

Nitrogénio inorganico também pode ser obtido artificialmente e utilizado como
fertilizante. O uso aumentado de fertilizantes nitrogenados quimicos resulta numa
interferéncia humana no ciclo do nitrogénio. A sintese da amonia € obtida por um processo
denominado Haber-Bosch, onde ocorre a reducdo catalitica do nitrogénio a amonia
(SHREVE, 1980). Esse processo requer uma grande quantidade de hidrogénio: cerca de
176 kg de hidrogénio sdo necessarios para a produgdo de 1 tonelada de amonia (SHREVE,
1980). A reacdo ainda envolve o emprego de elevadas temperatura e pressao, de maneira
que esses fatores contribuem para o elevado preco de produgdo destes fertilizantes. Além
disso, a acelera¢do do pre¢o da amonia decorre, sobretudo do aumento no prego do gas
natural, utilizado como insumo na sua producdo nos gstados Unidos e Europa
(FAIRBANKS, 2004). Como os Estados Unidos s@o os maiores consumidores mundiais de
amonia, os pre¢os do produto normalmente seguem o prego do géds natural praticado
naquele pais. (FAIRBANKS, 2004).

No Brasil a produg¢do de soja atingiu em 2004 cerca de 50 milhdes de toneladas de
grios de soja no ano (IBGE). A soja € uma cultura com alta demanda pelo nitrogénio e
para suprir as necessidades médias brasileiras de produtividade (2500 kg/ha), sdo

necessarios de 300 a 400 kg de N/ha (EMBRAPA). A aplicacdo de fertilizantes
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nitrogenados para suprir essa demanda inviabilizaria economicamente a cultura no Pafs,
pois seriam necessarios de 1 a 1,5 bilhoes de dolares por safra para atender aos 13
milhdes de hectares cultivados no Brasil (EMBRAPA). A tecnologia de utilizagdo da
simbiose entre soja e bactérias pertencentes as espécies Bézdyrhizobium Jjaponicum e B.
elkanhi é em grande parte devida aos continuados trabalhos desenvolvidos desde 1960 na
EMBRAPA. Hoje, bactérias -deste grupo sdo capazes de suprir plenamente as
necessidades da cultura de soja com nitrogénio fixado, dispensando o uso de fertilizantes
nitrogenados, gerando uma grande economia para Brasil (EMBRAPA).

Além dos gastos que envolvem o emprego de fertilizantes nitrogenados as culturas,
o uso destes elementos aumenta a incidéncia de danos ecoldgicos uma vez que cerca de
50% do fertilizante aplicado € perdido pela acdo de chuvas, erosio e atividade bacteriana
(desnitrificacao) (PEDROSA, 1987). Este excesso de NO; ao sofrer a desnitrificagao,
produz 6xido nitroso. O 0xido nitroso, juntamente com o diéxido de carbono produzido
pela queima de carvdo para a producdo deste tipo de fertilizante, contribuem para o
aumento do efeito estufa (PEDROSA, 1987). A contaminag¢do de solos pelo nitrato pode
causar diversos problemas ambientais: a) nitrato € t6xico para humano e animais; b)
nitrato e nitrito podem ser lavados para rios, lagos e len¢éis de dgua subterraneos; c¢) o
aumento de nitrogénio fixado em agqiiiferos induz crescimento de microrganismo, por
exemplo, algas toxicas; d) crescimento microbiano causa uma diminui¢do de oxigénio de
rios e lagos; e) o 6xido nitroso também contribui para a destruicdo da camada de oz6nio
(HABER PROCESS RESEARCH SITE). Estes fatores t€ém pressionado a comunidade
cientifica mundial no sentido do desenvolvimento de tecnologias agricolas auto-
sustentaveis, especialmente aquelas utilizando diazotrofos associados a plantas, como por

exemplo, a simbiose soja-Bradyrhizobium.



Introducdo 5

1.3 Azospirillum brasilense

Azospirillum spp sdo bactérias associativas capazes de fixar nitrogénio em
microaerobiose que foram originalmente isoladas a partir de raizes de gramineas como
milho, trigo, sorgo e arroz (TARRAND er al., 1978) Diversos estudos mostraram que estas
bactérias estdao amplamente distribuidas, associadas a vdrias espécies vegetais, no interior
de seus tecidos, folhas, caules e no solo (PEDROSA e DOBEREINER, 1988). Os
microrganismos pertencentes a este gé€nero tém a capacidade de se associarem a uma
variedade de espécies vegetais como gramineas, girassol, tomateiro, tabaco, abacaxi,
banana, Seraria italica, Aeschynomene aspera, Spinacea oleracea, Brassica chinensis,
Brassica rapa, Glycine max, (BASHAN e HOLGUIN, 1996; WEBER et al., 1997).
Estudos de inoculacao em trigo com estirpe selvagem de A. brasilense FP2 (PEDROSA e
YATES, 1984) contendo um plasmideo com duplo sistema de marcacdao (GFP/GUS)
demonstraram a presenca de agregados celulares e bactérias isoladas'na superficie da nova
zona radicular, pélos radiculares e raizes laterais (RAMOS et al., 2002). Varias células
foram evidenciadas nos pontos de emergéncia das raizes laterais e nos espagos
intercelulares das células epidérmicas da raiz apds 30 dias de inoculacdo (RAMOS et al.,
2002).

A interacdo Azospirillum-planta pode trazer mutuos beneficios. Sob certas
condi¢cdes ambientais, Azospirillum pode influenciar positivamente o crescimento de
plantas, a produtividade e a quantidade de nitrogénio da planta. Esse efeito estimulatério
promovido pela associagdo Azospirillum-planta t€m sido atribuido a uma série de

mecanismos, incluindo a fixacdo bioldgica do nitrogénio (PATRIQUIM et al., 1983;
| BODDEY etal,, 1996)_. Um outro fator importante de promoc¢ao do crescimento da planta
¢ a produgdo de substancias promotoras do crescimento da planta como os fitormonios
(giberelinas, auxinas, citocininas) produzidos por A. brasilense (BARBIERI et al., 1986,
OKON et al., 1988, BASHAN et al., 1989 ¢ FAGES et al., i99y4). Essas substancias

promovem o aumento do nimero e do tamanho dos p€los absorventes das raizes, de raizes
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laterais, resultando em aumento do volume e superficie radicular (OKON et al, 1994; LIN
et al, 1983, revisado por STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Como
conseqiiéncia, as plantas inoculadas tém maior capacidade de absorcdo de agua e
nutrientes que leva a um crescimento vegetal mais rapido.

A assimilacdo de fontes de nitrogénio € fundamental para a manuten¢ao da matéria
viva, uma vez que o elemento nitrogénio é necessario para a producido de aminodcidos,
nucleotideos, amino-agiicares, NAD e outras biomoléculas. Portanto, as bactérias
desenvolveram uma grande variedade de mecanismos para a assimilacdo de diversas fontes
ambientais deste elemento, que variam de amonio a dinitrogénio atmosférico (REITZER et
al., 1996).

A glutamina e o glutamato sdo os principais doadores de nitrogénio para as reagoes
biossintéticas e podem ser assimilados diretamente pelas bactérias. O processamento destes
substratos envolve menos gasto energético do que o processamento do amodnio, o que 0s
torna as fontes preferidas de nitrogénio nas bactérias. A utilizagdo de outras fontes
organicas como aminoacidos requer, em geral, primeiramente sua degradacdo a amoénio. A
utilizacao de fontes inorgéanicas de nitrogénio, como NO; , NO, "~ e N, requerem sua
reducdo para que ocorra sua assimilagdo (REITZER et al., 1996).

Azospirillum apresenta trés mecanismos descritos para a utilizacdo de fontes
nitrigenadas do ambiente: o processo de captagdo de amonio, o processo de fixacdo de
nitrogénio e a assimilacdo de amonio do meio. Esses mecanismos serdo apresentados a

seguir.

1.3.1 Mecanismos de Assimilacdo de Nitrogénio

1.3.1.1 Captacao de amonio

4. brasilense apresenta um sistema de captacdo de amoOnio/metilamdiiio

dependente de energia. A proteina AmtB, transportadora desse sistema, apresenta uma
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afinidade de 50uM (Km) por metilamoénio (analogo radioativo de amoénio) que ¢é
competitivamente inibida por amoénio (Ki = SuM) (HARTMANN e KLEINER, 1982).
Sao atribuidas a esse transportador as fungdes de captagdo de tragos de amonio em
concentragdes muito baixas e recaptagdo de pequenas quantidades de amoénio que
escapam da célula por difusdo através da membrana (WOOD et al., 1998). Geralmente, o
interior celular ¢ mais alcalino do que a meio externo, fazendo com que ocorra deplegao

de ions amonio intracelular (Figura 2) (WOOD et al., 1998).

C)mpostos organicos \

NO;

NH3 ' <«——» NH,

Figura 2: Representa¢do esquematica do ciclo vazamento-recuperagdo de NHy/NH; na célula

bacteriana (adaptado de Vande Broek et al., 2000).

O gene amtB de A. brasilense codifica para o transportador de amonio AmtB e tem
sua transcrigdo dependente do fator o, produto do gene rpoN e do sistema de dois
componentes regulatério de nitrogénio (sistema Ntr), NtrB/NtrC (VAN DOMMELEN et
al., 1998) A proteina AmtB apresenta 12 dominios transmembrana, estrutura tipica de
carreadores de membrana (MARINE & ANDRE, 2000; THOMAS et al 2000b; VAN
DOMMELEN et al., 1998). Mutantes amtB™ sdo incapazes de captar metilamonio e de
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crescerem em baixas concentracdes de amonio. Foi observado que esses mutantes nio
perdem a capacidade de captar amo6nio quando presente em altas concentracdes,
indicando a provavel existéncia de um segundo sistema de transporte de amonio (VAN
DOMMELEN et al., 1998). De modo diferente das entero;)actérias. o gene amtB de A.
brasilense ndo forma um operon com os genes glnB ou ginZ que codificam para as
proteinas GInB e GInZ, respectivamente, proteinas sinalizadoras dos niveis de nitrogénio
neste organismo (VAN DOMMELEN et al., 1998; THOMAS, G. COUTTS, G. &
MERRICK, M). De Zamaroczy e colaboradores (1998) reportaram que mutantes g/inZ de
A. brasilense apresentam taxa de recapta¢do de metilamonio duas vezes maior do que a
estirpe selvagem, sugerindo que a protcina GInZ regula negativamente o transporte de
metilamédnio. E provivel que GInZ atue regulando a atividade de AmtB pois, ao contrério

de GInB, a proteina GInZ ndo participa do controle do sistema Ntr, responsavel pela

transcri¢do de amtB (DE ZAMAROCZY et al, 1998).

1.3.1.2 Fixacgdo de nitrogénio

A. brasilense pode converter nitrogénio atmosférico em amonio sob microaerofilia
e baixos niveis de nitrogénio pela acdo da nitrogenase. O complexo da nitrogenase em A.
brasilense é composto por duas metalo-proteinas: dinitrogenase (proteina MoFe, produto
dos genes nifDK) e dinitrogenase¢ redutase (proteina Fe, produto do gene nifH)
(SCHRANK et al., 1987; FANI et al., 1989). A dinitrogenase, ou proteina FeMo, consiste
de um tetrimero o,P, e contém 4 centros metalicos de dois tipos: 2 centros P (Fes-S7) e
dois cofatores FeMo (MoFe;So-homocitrato), também conhecido como FeMoco. A
dinitrogenase redutase, ou proteina Fe, consiste de um dimero Y, que contém um nucleo
Fe,S, ancorado entre as subunidades vy, cuja funcdo € transferir elétrons de um doador

z

para a proteina FeMo, dependente de ATP. A nitrogenase € enzima de baixa
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especificidade e reduz o dinitrogénio, acetileno, acido cianidrico, acido hidrazdico, 6xido
nitroso e outros compostos com dupla ou tripla ligacao (POSTGATE, 1987).

A capacidade da nitrogenase em reduzir acetileno pode ser utilizada para
determinar a atividade da nitrogenase in vitro e in vivo. O método de reducio do acetileno
a etileno, ambos permedveis a membrana plasmadtica, emprega o uso de cromatografia de
fase gasosa para a detecgdo destes compostos (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN &
BURRIS, 1967; HALBLEIB & LUDDEN, 2000).

Todos os diazotrofos estudados apresentam um sistema de nitrogenase Ferro-
Molibdénio, entretanto, em condi¢des de deplecdo de molibdénio, alguns organismos
como Azotobacter vinelandii e Rhodobacter capsulatus sintetizam também uma ou duas
nitrogenases alternativas contendo como cofator Vanadio-Ferro ou Ferro-Ferro (EADY et
al., 1996). As nitrogenases contendo molibdénio, vanadio ou ferro sdo extremamente
sensiveis ao oxigénio. Essa caracteristica deve-se aos nucleos metélicos que funcionam
como centros redox doadores de elétrons (HOWARD e REES, 1996).

A estequiometria do processo de redugdo do dinitrogénio € a seguinte (EADY,

1986; POSTGATE, 1987):
N, + 8¢ "+ 8H" + 16MgATP — 2NH;3 + H; + 16MgADP + Pi

O mecanismo proposto envolve a reducdo da proteina Fe através de um doador de
elétrons (como uma ferredoxina ou flavodoxina), transferéncia de um elétron da proteina
Fe para a proteina FeMo, reagdao dependente de hidrélise de 1 molécula de MgATP e,
finalmente, transferéncia interna do elétron pelo centro P até o cofator FeMo da proteina
FeMo. Cada elétron transferido requer um ciclo obrigatdrio de associacao das proteinas
Fe e FeMo , formando um complexo que se dissocia apds a transferéncia de um elétron
(HAGEMAN e BURRIS et al., 1978). A formagdao do complexo tem papel crucial no
mecanismo enzimatico e ¢ necessdria para a associacdo da hidrélise de ATP a

transferéncia de elétron. A taxa de dissociacdo da enzima define a velocidade da enzima,
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que apresenta uma taxa de turnover de aproximadamente 5 s' (THOMELY & LOWE.,
1985).

1.3.1.3 Assimilacdo de amdnio

Em A. brasilense o amonio fixado pela nitrogenase ou captado do ambiente (via
transportador AmtB) pode ser assimilado por duas vias. Uma delas envolve a a¢do da
Glutamato Desidrogenase (GDH) e funciona apenas quando a concentragdao de amonio é
alta, dada a baixa afinidade desta enzima por NH,". A rea¢io que ocorre neste sistema é a

seguinte:

NH," + a-cetoglutarato + NAD(P)H < glutamato + NADP*

A segunda via, denominada via glutamina sintetase/glutamato sintase
(GS/GOGAT), envolve duas reacdes, sendo a primeira reacao catalisada pela glutamina
sintetase (1), a segunda catalisada pela glutamato sintase (2) e s@o apresentadas abaixo

(WESTBY etal., 1987) :

NH," + L-glutamato +ATP — L- glutamina + ADP + Pi (1)

L- glutamina + o-cetoglutarato + NADPH — 2-L-glutamato + NADP*  (2)

Essa segunda via € a via predominante de assimilacdo de amonio em A. brasilense
(OKON et al., 1976).

A glutamina sintetase (GS) € codificada pelo gere glnA que faz parte do operon
glnBA em A. brasilense (BOZOUKLIAN & ELMERICH, 1986, BOZOUKLIAN,
FOGHER & ELMERICH., 1986; DE ZAMAROCZY, DELORME & ELMERICH,
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1990). O gene glnA de A. brasilense pode ser expresso a partir de dois promotores,
glnBp1 e glnBp2 localizados a montante do gene glnB e que sio dependentes de 6'° ou
o 4, respectivamente, dependendo dos niveis de amodnio intracelular. Um terceiro
promotor, localizado a montante do gene ginA, € regulado positivamente pela presenca de
ions amonio e também participa do controle de expressdo de GS (DE ZAMAROCZY et
al., 1990 e 1993, HUERGO et al., 2003). A organizagdo estrutural deste operon difere
substancialmente do operon glnA-ntrBC das enterobactérias e assemelha-se a organizagio
estrutural de Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum e Rhodobacter
capsulatus, muito embora essa semelhanga estrutural ndo reflita semelhanga regulatéria
(DE ZAMAROCZY et al., 1990 e 1993). Aparentemente, ginA é essencial para esta
bactéria uma vez que ndo foi possivel a obtencdo de mutante ginA(BOZOUKLIAN e
ELMERICH, 1986).

Em varias espécies, incluindo E. coli, a glutamina sintetase consiste de 12
subunidades idénticas de 55 kDa, formando um anel hexagonal (YAMASHITA, 1989). A
atividade de GS € controlada pds-traducionalmente por adenililagdo de cada uma de suas
subunidade, catalisada pela enzima Atase (ou GInE, codificada pelo gene gI/nE)
(SHAPIRO & STADTMAN, 1968; FOOR, JANSSEN & MAGASANIK, 1975). Esse
processo causa a inativagdo progressiva da enzima em conseqiiéncia do aumento dos
niveis de nitrogénio intracelular. A seqiiéncia de aminodcidos de GS e o padrao de
atividade de células cultivadas em meio com diferentes concentragdes de amonio sugerem
que a GS de A. brasilense possui estrutura e sistema de regulacdo semelhante ao da de E.
coli. Entretanto, ao contrario das enterobactérias, esse processo em A. brasilense
aparentemente nao € modulado pelas proteinas PII desse organismo (GInB ou GInZ) (DE
ZAMAROCZY etal., 1993, 1996 e 1998). A enzima adenililtransferase (Atase) ainda ndo
foi caracterizada em A. brasilense.

Além do dinitrogénio e amonio, outras fontes de nitrogénio podem ser utilizadas
por A. brasilense como glutamina, glutamato, arginina, asparagina, aspartato, prolina,

histidina, alanina, adenina, xantina, nitrato € nitrito. Somente a assimilacdo de nitrato
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parece ser regulada pelo sistema regulatério de dois componentes NtrB/NtrC (VANDE

BROEK et al., 2000).

1.3.2 As proteinas da Familia PII

As proteinas da familia PII sdo proteinas transdutoras de sinais muito conservadas
entre 0s procariotos (ARCONDEGUY, JACK & MERRICK., 2001). Genes codificando
- para proteinas PII foram encontrados em proteobactérias, firmibactérias, cianobactérias,
arquea e, recentemente, em plantas superiores (HSTEH et al., 1998). Em muitos
organismos foram encontrados dois ou mais genes codificando para proteinas da familia
PII.

Na subdivisdo a das proteobactérias ja foram encontrados genes para proteinas do
tipo PII em A. brasilense (ginB e ginZy (DE ZAMAROCZY et al., 1993 e 1996),
Azorhizobium caulinodans (ginB e ginK) (MICHEL-REYDELLET et al., 1997 e 1998),
Glucanoacetobacter diazotrophicus (glnB, ginK, e ginK,;) (PERLOVA et al., 2003),
Bradyrhizobium japonicum (ginB) (MARTIN, THOMASHOW e CHELM, 1989),
Rhodobacter capsulatus (ginB e ginK) (BORGUESE e WALL, 1995, DREPPER et al,
2003), Rhodobacter sphaeroides (ginB e ginK) (ZINCHENKO et al., 1994; QIAN e
TABITA, 1998) ¢ Rhodospirillum rubrum (ginB e ginK) (JOHANSSON e NORDLUND,
1996; ZHANG et al., 2001b). Em todos esses orgunismos, o gene glnB encontra-se a
montante do gene glnA, que codifica para a glutamina sintetase. Além disso, com excegdo
de A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1998) e R. rubrum, ginK apresenta-se a
montante do gene que codifica para o transportador de membrana AmtB, codificado pelo
gene amtB, indicando uma possivel relagio funcional entre essas proteinas
(ARCONDEGUY, JACK & MERRICK, 2001; PERLOVA et al., 2003).

O residuo Tyr-31 € altamente conservado em proteinas do tipu 111 e € uridililado

pela proteina GInD, em resposta a diminui¢cdo dos niveis de amodnio intracelular
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(ARCONDEGUY, JACK e MERRICK, 2001). A uridililagio das proteinas PII foi
demonstrada em E. coli (ATKINSON et al., 1994), Rhizobium leguminosarum
(COLONNA-ROMANO et al., 1993), Klebsiella pneumoniae (EDWARDS e
MERRICK., 1995), Azospirillum brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1996 e 1998),
Azotobacter vinelandii (RUDNICK et al., 1998), Herbaspirillum seropedicae (BENELLI
ct al., 2000), Azoarcus sp. (MARTIN, HUREK e REINHOLD-HUREK, 2000),
Sinorhizobium meliloti (ARCONDEGUY et al., 1997) Rhodospirillum rubrum
(JOHANSON e NORDLUND, 1997) e Corynebacterium glutamicum. (JAKOBY,
KRAMER e BURKOVSKI, 1999). A remocao do grupamento UMP das proteinas PII
ocorre pela atividade removedora de uridilil da proteina GInD, em resposta a alta
concentracdo de nitrogénio intracelular (ARCONDEGUY, JACK & MERRICK, 2001).

As proteinas da familia PII sdo homotrimeros em solu¢do que possui massa
molecular de aproximadamente 40 KDa. Quando sintetizadas ao mesmo tempo, as
proteinas PII pardlogas de E. coli (GInB e GInK) podem formar heterstrimeros in vivo. A
conseqiiéncia da formacado de heterotrimeros nao esta clara, mas aparentemente permite
um ajuste fino da cascata de transdugao de sinal (VAN HEESWIIK. et al, 2000). Em E.
coli, heterotrimeros uridililados sdo capazes de estimular a desadenililagdo de GS,
ativando-a, embora com menor atividade do que o homotrimero (GInB-UMP); (VAN
HEESWIIK et al., 2000).

O gene ginZ é um pardlogo de glnB em A. brasilense, mas sua fun¢do ainda nao
estd definida (de ZAMAROCZY et al.,, 1996). Apesar da alta homologia entre as
proteinas GInB e GInZ, uma proteina € incapaz de substituir a outra. Mutantes g/lnB" sdo
capazes de utilizar nitrato como fonte de nitrogénio, apresentam reducdo da taxa de
captacao de ions metilaménio e sdo incapazes de fixar nitrogénio, indicando que a
proteina GInB é necessaria para a atividade de NifA que controla a expressdo dos genes
envolvidos na sintese da nitrogenase (ver item 2.1.5) (ARSENE et al., 1996, DE
ZAMAROCZY et al., 1998). O mutante ginZ =~ de A. brasilense é capaz de fixar

nitrogénio, apresentam um aumento de duas vezes no transporte de metilamonio, alémde
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apresentar deficiéncia na reativagcdo da nitrogenase (switch-on) apds adi¢do de ions
amonio as culturas desreprimidas (DE ZAMAROCZY et al., 1998, KLASSEN et al.,
2001).

Tanto o gene glnB quanto o gene glnZ de A. brasilense apresentam promotores
dependentes do fator o" (glnBp2) que sio regulados por amdnio e dependentes de NtrC
(DE ZAMAROCZY et al., 1998 e HUERGO et al., 2003) e portanto, os produtos
daqueles genes podem afetar sua propria expressao. De fato, a proteina GInB parece
regular negativamente sua propria expressdo, provavelmente regulando a atividade da
proteina ativadora NtrC (DE ZAMAROCZY et al., 1998, HUERGO et al., 2003). O gene
gInB também ¢ transcrito a partir de um promotor glnBpl dependente do fator 6’° (DE
ZAMAROCZY et al., 1993).

A seguir serdo detalhados o sistema de sinaliza¢do das proteinas PII e a fungéo
regulatéria do sistema Ntr, na captacdo e assimilacdo de amonio, ¢ na fixacdo de

nitrogénio em A. brasilense

1.3.3 O Sistema Ntr e o Controle Transcricional do Metabolismo de Nitrogénio

Em enterobactérias e na maioria das proteobactérias a ativagao de transcrigao dos
genes envolvidos na assimilagdo e catabolismo do nitrogénio é coordenado pelo sistema
regulador de nitrogénio, que envolve a participagdo das proteinas: RpoN, NtrB, NtrC.
GInD, NifA e GIlnB (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Em todas as bactérias
gram-negativas fixadoras de nitrogénio a expressdo dos genes nif requer RpoN e &
proteina ativadora de transcricdo NifA (STEENHOUDT ¢ VANDERLEYDEN, 2000).

A seguir, serdo apresentadas as proteinas que fazem parte do sistema Nitr.
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1.3.3.1 Fator alternativo 6°* da RNA polimerase

O gene rpoN (ou ntrA) codifica para um fator alternativo o>* da RNA polimerase,
conhecido como NtrA ou RpoN. Mutantes rpoN ~ apresentam fendtipo pleiotrépico
revelando o envolvimento deste fator em diversas fungdes celulares, incluindo a fixacao
de nitrogénio, assimilagdo de nitrato, captacdo de amonio e biossintese flagelar
(MILCAMPS et al., 1996) .

A proteina RpoN, ou fator alternativo o', se associa reversivelmente 3 RNA
polimerase para reconhecer promotores com uma seqiiéncia consenso naregido —12 e -24
pb, relativas ao sitio de inicio de transcri¢do (BUCK et al., 2000). O inicio de transcri¢do
é dependente da intera¢do com proteinas ativadoras de transcrig¢do, pertencentes a familia
EBP (Enhancer —Binding-Proteins). A figura 3 mostra que a interag¢do das proteinas EBP
com a subunidade o>* da RNA polimerase holoenzima ¢ facilitada pela ligacio de um
ativador as seqiiéncias de DNA (UAS, seqiiéncias ativadoras a montante, geralmente
localizadas a 100 pb a montante do sitio promotor). O ativador EBP ligado as seqii€ncias
UAS interagem com a RNA polimerase-o”* através de uma dobra no DNA. Em alguns
organismos, proteinas reguladoras, como o fator IHF, auxiliam no dobramento do DNA
(BUCK et al., 2000). A interagdo das proteinas do EBP com a RNA polimerase leva a
formag¢do do complexo aberto através de hidrolise de nucleotideos (DIXON e KAHN,

2004). Exemplos de proteinas ativadoras de transcri¢do sdo as proteinas NtrC e NifA.
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a Ligagdoao DNA
0%**RN A polimerase holoenzima

Dominio regulatorio dominio catalitico de dominio
interagdo com o fator de ligagao
o%*da RN A polimerase ao DNA

Figura 3: Proteina estimuladora de ligagdo (adaptado de DIXON e KAHN, 2004). Em d ¢

apresentado os dominios caracteristicos presentes em proteinas ativadoras de transcrigao.

1.3.3.2 O sistema regulatorio NtrB/NtrC

A ativagio e repressio de genes regulados pelos niveis de nitrogénio e dependentes
do fator o>* da RNA polimerase sio coordenados pela agdo do sistema de dois
componentes NtrB/NtrC (MERRICK, 1992). O elemento regulador de resposta, a
proteina NtrC, é um ativador de transcri¢do de promotores dependentes de o°* e faz parte

da classe dos enhancer binding proteins (EBP) (item 1.3.3.1). Esta proteina apresenta um
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dominio carbdxi-terminal de ligacdo ao DNA, um dominio central altamente conservado,
relacionado a ativagdo de transcri¢do e um dominio N-terminal, tipico de proteinas
pertencentes ao sistema de dois componentes (STOCK, NINFA e STOCK, 1989;
PARKINSON e KOFOID, 1992). A regiao N-terminal € altamente conservada, contendo
um residuo Asp-54 que pode ser fosforilado pela proteina NtrB em resposta a baixos
niveis de amonio. A forma fosforilada (NtrC-P) é a forma ativa de NtrC (KERN et al.,
1999; VOLKMAN et al, 1995; WEISS, CLAVERIE-MARTIN e MAGASANIK, 1992).
Nessas condicoes, NtrC-P liga-se a uma seqiiéncia de DNA conservada nos promotores
alvo numa forma oligomérica (octamero) e ativa a transcri¢ao, dependente da hidrdlise de
nucleotideo trifosfato. A formacdo de oligdmeros € essencial para que se inicie a
transcricio (WYMAN et al., 1997). Muitos promotores apresentam multiplos sitios de
ligacdo para NtrC, o que facilita a oligomerizacao da proteina (AUSTIN e DIXON 1992;
METTKE, FIEDLER e WEISS, 1995; WEISS, CLAVERIE-MARTIN ¢ MAGASANIK,
1992, WEISS et al.,1991 e WYMAN et al., 1997) e permite um ajuste fino da expressao
destes genes.

Em E. coli, a proteina NtrB ¢ um homodimero com cada subunidade de 36 kDa
que contém 3 dominios distintos: o dominio N-terminal que € o dominio envolvido na
transmissdo de sinal, um dominio central, responsdvel pela dimerizacdo da atividade
fosfotransferase/fosfatase e o dominio C-terminal, que apresenta atividade de quinase,
tipico de proteinas histidina-quinases (NINFA, 1996; PARKINSON e KOFOID, 1992). O
dimero NirB é capaz de se transfosforilar no dominio C-terminal, no residuo His-139 de
uma subunidade ap0s a ligagdo de ATP a outra subunidade (NINFA et al., 1986; NINFA
e BENNETT, 1991 e NINFA et al, 1993). O grupamento fosforil é entdo transferido para
um residuo de aspartéto da proteina NtrC, ativando-a (KEENER & KUSTO, 1988;
WEISS & MAGASANIK, 1988; NINFA & BENETT, 1991; NINFA er al, 1993) As
evidéncias estruturais e fisiolégicas sugerem que as proteinas NuB e NturC de A.
brasilense sdo funcionalmente similares as de E. coli MACHADO et ai., 1996, LIANG
et al., 1993; DE ZAMAROCZY, 1998).
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1.3.3.3. A proteina ativadora NifA

A proteina NifA € ativadora de transcri¢do dos genes responsaveis pela sintese da
nitrogenase. O modo de ativagao da transcri¢do dos genes nif por NifA parece ser comum
entre varios diazotrofos, incluindo A. brasilense, enquanto que a regulacdo da transcri¢ao
de nifA difere de um organismo para o outro (MERRICK, 1992). Todas as proteinas NifA
caracterizadas apresentam estrutura tipica de proteinas EBP (enhacer-binding proteins)
que consiste em um dominio central ATPase, flanqueado pelos dominios N-terminal e C-
terminal. A regido N-terminal contém o dominio GAF que pode estar envolvido na
ligacao de moléculas pequenas (HO, BURDEN & HURLEY, 2000). Este dominio tem
funcdo regulatdria e controla a atividade da proteina NifA em resposta a sinais celulares.
Em Azotobacter vinelandii, o 2-cetoglutarato se liga ao dominio GAF de NifA,
modulando sua atividade em resposta a NifL. Essa ligacdo nao foi evidenciada na proteina
NifA de K. pneumoniae (LITTLE & DIXON, 2003). Em A. brasilense esse dominio
parece regular a atividade de NifA em resposta a concentracido de nitrogénio fixado e
aparentemente € o sitio de ligacao de GlnB (ARSENE et al ., 1996 e 1998). O dominio C-
terminal consiste de um motivo hélice-volta-hélice responsavel pela ligacao desta proteina
ao DNA.

O gene nifA de A. brasilense parece ser expresso a partir de um promotor
dependente da subunidade 6’° da RNA polimerase (FADEL-PICHETH et al., 1999).
Estudos com fusdes nifA::lacZ mostraram que este gene € expresso constitutivamente, €
seu nivel de expressao € menor em altos niveis de amonio (LYANG et al., 1991 ¢ 1992) e
¢ independente de NtrC (LIANG et al.,1991; MACHADO et al., 1995). Esse sistema de
regulacdo difere do sistema de K. pneumoniae onde a transcri¢do de NifA € depende de
NtrC-P (MERRICK, 1992). Entretanto, NtrC € necessdria para atividade maxima da
nitregenase, embora provavelmente ndo atue diretamente sobre promotores de NifA
(LYANG et al., 1993). Estudos de delecdo da porcao N-terminal de NifA de A. brasilense

e H. seropedicae mostraram que essa regido nio € essencial para a sua atividade. Nestes
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organismos a porcdo N-terminal de NifA inibe a sua prépria atividade em presenga de
amoénio (ARSENE et al., 1996 e MONTEIRO et al., 1999).

Estudo com fusdes lacZ em mutante ginB ~ de A. brasilense mostraram que a
proteina NifA € expressa neste mutante, embora incapaz de ativar a transcri¢cao dos genes
ﬁif (ARSENE et al.,1996). A proteina NifA de K. pneumoniae é capaz de restaurar o
fenétipo Nif” do mesmo (ARSENE et al., 1996). Isso indica que NifA de A. brasilense é
inativa em mutante g/nB de A. brasilense e que a proteina GInB € necessaria para a sua
atividade. O mecanismo proposto de regulagdo sugere que em presenca de ions amonio
NifA estd inativo, pois o dominio N-terminal estd enovelado sobre os dominios C-
terminal e central, impedindo a ligacao deste dominio ao DNA e/ou formagdo de
complexo aberto (ARSENE et al., 1996). Entretanto, em auséncia de amonio e presenga
de GInB, o dominio N-terminal ndo atuaria sobre as regides cataliticas da molécula,
permitindo a ativag¢do de transcrigao dos genes nif. Nao foi estabelecido se a proteina
GInB interage diretamente com a proteina NifA ou se atua modulando a atividade de
outra proteina (ARSENE et al., 1996). O estudo de mutantes g/inD (UTase) de A.
brasilense mostra que eles apresentam um fendétipo Nif ', indicando que PII-UMP € a
forma ativa necessdria para a ativacao de NifA (ARSENE, KAMINSKI & ELMERICH,
1996). Em Herbaspirillum seropedicae mutantes glnBtambém sdo incapazes de fixar
nitrogénio indicando que a proteina GInB (PII) também pode participar na sinalizagao dos

niveis de nitrogénio para NifA (BENELLI et al., 1997).

1.3.3.4 A proteina sensora GInD

A proteina GInD € o sensor primdrio dos niveis de nitrogénio, que € determinado
pelas concentragdes intracelulares de glutamina. A proteina GlnD foi encontrada em E.
coli (VAN HEESWIIK et al., 2000), K. pneumoniae (EDWARDS e MERRICK., 1995),
Azotobacter vinelandii (CONTRERAS et al., 1991), Rhizobium leguminosarum
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(SCHLUTER et al., 2000), R. tropici (O’'CONNELL et al., 1998), Sinorhizobium meliloti
(RUDNICK et al., 2001), Coryneobacterium glutamicum (JAKOBY et al., 1999) e
Azospirillum brasilense (VAN DOMMELEN et al., 2002). Essa enzima apresenta duas
atividades: uridililtransferase e enzima removedora de uridilil (ARCONDEGUY et al.,
2001). Em baixa concentragdo intracelular de amonio, a proteina GInD assume atividade
uridililtransferase e transfere um grupamento UMP para o residuo tirosina-51 de cada
mondmero das proteinas do tipo PIIl. Em alta concentragdo de ions amdnio, a proteina
GInD assume atividade removedora de grupamento uridilil das proteinas do tipo PIL

A proteina GInD de A. brasilense apresenta 933 residuos de aminoacidos e massa
moiccular calculada de 104,6 kDa. Quando comparada com proteinas GInD de outros
organismos, a maior similaridade foi obtida com a proteina GInD de Rhizobiaceae (62-63
% de similaridade) (VAN DOMMELEN et al., 2002).

O mutante glnD de A. brasilense ndo cresce utilizando nitrato como fonte de
nitrogénio (assim como em K. pneumoniae ¢ K. aerogenes) e, ao contrdrio das
enterobactérias (BLOOM et al., 1978; FOOR et al.,, 1978; BUENO et al., 1985 ¢
EDWARDS e MERRICK, 1995), ndo € auxotrofo para glutamina (VAN DOMMELEN et
al., 2002).

Pouco se sabe sobre a expressdo de glnD, mas aparentemente é monocistronico,
nao tendo sido localizado nenhum sitio de ligacdo a NtrC. Além disso, sua expressao é
relativamente alta na presenca de excesso de amdnio, mas apresenta expressdo ainda
aumentada em condi¢des de fixagdo de nitrogénio, sugerindo uma dependéncia parcial do
sistema Ntr (VAN DOMMELEN etal., 2002). Aparentemente, glnD € essencial em
muitos organismos, sendo muitas vezes impossivel a obtengdo de formas vidveis apos
inativacdo total deste gene. Nestes organismos a obtengdo de mutantes ginD
aparentemente s6 € vidvel com a ocorréncia de mutagdes. secunddrias espontaneas
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