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RESUMO

Bactérias do género Azospirillum possuem a capacidade de promover o
crescimento vegetal através de mecanismos que nao estdo claramente elucidados.
Contudo, essa caracteristica ¢ muito estudada, tendo em vista a possibilidade de utilizar
esses microrganismos na agricultura em detrimento do uso indiscriminado de
fertilizantes industriais, que poluem o meio ambiente. O solo ¢ um ambiente altamente
variavel quanto a disponibilidade de nutrientes e quanto a fatores fisico-quimicos, por
i1sso, bactérias que ocupam esse nicho possuem um aparato genético capaz de prover
uma adaptacdo plena a este ambiente. A bactéria A. amazonense tem um genoma
altamente complexo e pouco estudado. O presente trabalho isolou genes envolvidos na
resposta de A. amazonense ao estresse por limitagdo nutricional de nitrogénio, elemento
crucial para a sobrevivéncia, ja que compde diferentes moléculas biologicas.

Um dos objetivos deste trabalho foi o isolamento de genes que codificam
proteinas PII em A. amazonense, que estdo envolvidas na regulacdo do metabolismo do
nitrogénio. A. amazonense apresenta dois genes paralogos que codificam para proteinas
PII, gIinB e gInK. Demonstramos que ambos sdo regulados pela disponibilidade de
nitrogénio no meio. A regidao promotora de gInK possui elementos tipicos de genes
regulados pelo sistema Ntr: quatro sitios de ligacdo ao fator de transcricdo NtrC e um
promotor dependente de o°*. Foi identificada uma seqiiéncia que corresponde a um
promotor dependente de ¢’° putativo sobreposto a um sitio de ligagio a NtrC.

O segundo objetivo foi isolar genes regulados pela disponibilidade de
nitrogénio através da técnica Micro-RDA. Essa técnica ¢ muito sensivel, no entanto ha

poucos relatos da sua utilizagdo em bactérias, visto provavelmente as dificuldades
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técnicas do trabalho com o mRNA bacteriano. Através desse procedimento, foram
isolados oito genes envolvidos na resposta a limitacdo de nitrogénio. Sete deles
apresentam homologia com genes de bactérias da classe Proteobacteria: dnaK e rpoH
(genes que codificam proteinas envolvidas em choque térmico), relA (envolvido na
sintese de ppGpp, um mediador da resposta “estringente”), um gene que codifica para
uma diguanilato ciclase/fosfodiesterase (envolvido na sintese de c-di-GMP, envolvido
na formacdo de biofilmes), um gene que codifica uma subunidade do complexo I da
cadeia transportadora de elétrons, gInA (glutamina sintetase) e gltB (glutamato sintase).
A variedade funcional desses genes ilustra o grau de complexidade da resposta de A.

amazonense a limitagdo nutricional de nitrogénio.
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ABSTRACT

Bacteria belonging to the Azospirillum genus are capable of promoting
plant growth, but the mechanisms implicated in this feature are not clearly elucidated.
This ability has been investigated by several research groups with the main objective of
substitute the use of industrialized fertilizers by bacteria inoculation in the soil. The soil
is a very dynamic enviroment, so bacteria have developed many genetic resources to
survive in this environment. Azospirillum amazonense has a very complex genome and
up till now is poorly analysed. This work has isolated different genes implicated in the
nitrogen starvation response of A. amazonense.

In the first part of this work we investigated the PII coding genes of A.
amazonense, that are involved in nitrogen metabolism regulation. A. amazonense has
two PII genes, gInK and gInB. Both are regulated by the nitrogen availability in the
medium. The gInK regulatory region has typical elements of Ntr regulated genes: four
NtrC UAS sequences (upstream activator binding site) and one o~ *-dependent promoter.
A putative o'°-dependent promoter, that overlaps the NtrC UAS sequence has been
found.

In the second part of this work we isolated nitrogen regulated genes by
the Micro-RDA technique. This tecnique is very sensitive, but there are few reports of
its applicability on bacterial species. This occurs probably due to the bacterial mRNA
features. In our work we isolated eight nitrogen regulated genes through the micro-RDA
procedure and seven of them have shown similarity to proteobacteria genes. The
isolated sequences correspond to: dnaK and rpoH genes (implicated in heat shock

response), relA gene (involved in stringent response), a diguanylate
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cyclase/phosphodiesterase gene (implicated in biofilm formation), a complex I subunit
gene (electrons transport chain), gInA gene (glutamine syntethase) and gItB gene
(glutamate synthase). The functional variability of these genes illustrates the complexity

of the nitrogen starvation response of A. amazonense.
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Introdugao geral
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INTRODUCAO

I.1.1. A fixacao do nitrogénio

O nitrogénio ¢ um elemento que constitui proteinas e acidos nucléicos, as
duas classes mais importantes de macromoléculas da célula, perfazendo
aproximadamente dois tercos do seu peso seco. Embora o nitrogénio molecular (N3)
componha cerca de 80% da atmosfera terrestre, ndo pode ser utilizado pela maioria das
formas de vida porque ¢ quimicamente estavel. Portanto, este nitrogénio na sua forma
molecular deve ser transformado, pois a grande maioria dos organismos vivos obtém
este elemento em alguma forma combinada, como o nitrato, a amdnia, ou compostos
mais complexos (e.g. aminoacidos).

O nitrogénio pode existir em diferentes estados de oxidagdo, sendo a
interconversao entre estes estados conhecida como o ciclo biogeoquimico do nitrogénio
(fig. I.1.1). Os processos que regulam este ciclo sdo governados por diversos fatores,
sendo o0 mais importante o potencial redox, ja que certos processos ocorrem somente
aerobicamente e outros somente anaerobicamente (ROSSWALL, 1982). Em todos os
ecossistemas, atividades microbianas tém papel fundamental na ciclagem do nitrogénio,
como a conversdao redutora do nitrato (NOj3) a N, (desnitrificagdo), a conversao
oxidativa da amoénia a nitrato (nitrificacdo) e a interconversdao entre amonia ¢ formas
organicas de nitrogénio (assimilacdo e desaminagdao) (IGARASHI & SEEFELDT,
2003).

A conversao redutora do nitrogénio molecular em amoénia, denominada

fixagdo do nitrogénio, ocorre por meio de trés rotas principais. As descargas elétricas
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atmosféricas sdo responsaveis por aproximadamente 1% da fixacdo total do nitrogénio
molecular por ano (total de N fixado ~3 x 10'* g/ano). A rota principal para a fixacio
do nitrogénio ocorre pelo método industrial Haber-Bosch, utilizado na producdo de
fertilizantes nitrogenados (cerca de 50% do N, fixado por ano) (FINAN et al., 2002).
Este processo converte o N, do ar em amonia utilizando altas pressoes (200 atm) de N; e
H,, altas temperaturas (450°C) e catalisadores contendo ferro (SMIL, 2001).

Com o aumento progressivo da populacdo mundial, houve e hd uma
demanda crescente por recursos como alimentos e energia. Tendo em vista que a
disponibilidade de nitrogénio ¢ um fator limitante a produtividade agricola, ha um
aumento cada vez maior na utilizagdo de fertilizantes nitrogenados pelo homem
(DIXON & KAHN, 2004; GALLOWAY, 1998; SOCOLOW, 1999).
Conseqiientemente, nos ultimos 60 anos, a atividade humana est4 acelerando a taxa de
fixacdo do nitrogénio, pela producdo industrial de fertilizantes nitrogenados e da
combustido de combustiveis fosseis (VITOUSEK et al., 1997, GALLOWAY, 1998). A
utilizagdo indiscriminada de fertilizantes nitrogenados causa muitos impactos a0 meio-
ambiente, entre os quais estdo (VITOUSEK et al., 1997; DIXON & KAHN, 2004;
GALLOWAY, 1998):

- 0 aumento da concentracdo de 6xido nitroso (N,O), um dos gases do
efeito estufa, na atmosfera;

- a perda dos nutrientes do solo como célcio e potassio, essenciais para
fertilidade do solo;

- a acidificagdo substancial dos solos e aguas de lagos e rios;

- 0 aumento do transporte de nitrogénio dos rios para estudrios e aguas
costeiras;

- a perda da diversidade bioldgica, especialmente entre plantas adaptadas
a solos com baixa concentracdo de nitrogénio, e subseqiientemente, os animais e
micrdébios que dependem destas plantas;

- o impacto na vida e nos processos ecoldgicos de ecossistemas
litoraneos e a contribui¢cdo para o declinio na populagdo de peixes pela eutroficagdo da
agua.

A terceira rota principal para a reducao do nitrogénio a amdnia ocorre via
fixagdo biologica do nitrogénio (~50% do N, total fixado por ano) (IGARASHI &
SEEFELDT, 2003). A fixagdo biologica do nitrogénio ¢ um processo onde o nitrogénio

18



atmosférico (N;) ¢ convertido em amoénia por bactérias diazotroficas e tem grande
importancia ao ambiente e a agricultura mundial, ja que repde o conteudo de nitrogénio

na biosfera e compensa as perdas que ocorrem devido ao processo de desnitrificacdo

(fig. 1.1.1) (DIXON & KAHN, 2004).

N , na atmosfera

Oxidos de nitrogénio
provenientes de

indastrias e automoveis )
Descargas elétricas NH,

Eutroficacao e
sedimentacao

\ Morte

Urina e fezes

S
\ Nltratos
@i AMONia, aménio e

Bactérias fertilizantes nitrogenados
desnitrificadoras '-/ ]

Decomposnores

\

Bactérias diazotréficas
T~ nH X Bactérias
\ nitrificadoras
Bactérias -/
nitrificadoras
Nitritos
R NO,

Figura I.1.1. Ciclo biogeoquimico do nitrogénio.

O reservatorio primario de nitrogénio ¢ a atmosfera, constituindo cerca de 80% do ar. As bactérias
diazotroficas sdo organismos capazes de fixar o dinitrogénio em compostos organicos, que podem ser
utilizados por plantas na sintese de aminoacidos e outros compostos nitrogenados orgéanicos (adaptado de
http://www.umwestern.edu/envirosci/what'snew/beaverheadnitrates/img003.jpg ).

A capacidade de fixar nitrogénio ¢ amplamente distribuida entre
bactérias e archeae. Essas bactérias diazotroficas encontram-se associadas com raizes
de plantas ou em vida livre no solo. O vegetal pode se beneficiar indiretamente desta
fonte de nitrogénio fixado por meido de relagdes simbiodticas ou associativas com
bactérias, incorporando esse nitrogénio ao seu metabolismo. Como parte da cadeia
alimentar, as plantas disponibilizardo os compostos nitrogenados para outros
microrganismos ou animais que dela se alimentarem. Assim, de uma maneira ou de
outra, todos os seres vivos obtém parte de seu nitrogénio a partir da reducdo deste
composto efetivada por bactérias diazotroficas (ATLAS & BARTHA, 1981). O
nitrogénio fixado biologicamente ¢ menos suscetivel a lixiviagdo e volatilizacdo, ja que

¢ fixado in situ, sendo esse, portanto, um processo bioldgico que contribui para um
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desenvolvimento sustentavel da agricultura (DIXON & KAHN, 2004). Além disso,
estima-se que a producdo industrial de fertilizantes nitrogenados consuma 1% da
energia mundial total por ano, sendo, portanto, oneroso econdmica e ambientalmente
(KIM & REES, 1994; SMITH, 2002).

Tendo em vista estes fatores, o processo bioldgico de fixacdo do
nitrogénio despertou interesse, sendo estudado em laboratérios de todo o mundo,
visando, obviamente, reduzir a producdo e o consumo de fertilizantes nitrogenados,
utilizando as bactérias diazotroficas como uma forma alternativa de fornecimento de

nitrogénio as plantas.

I.1.2. Nitrogenase

As enzimas denominadas nitrogenases sdo metaloenzimas, com
caracteristicas funcionais e estruturais conservadas, responsaveis pela redugdao do
nitrogénio molecular a amoénia. Estas enzimas sdo classificadas de acordo com o
grupamento metélico que constitui seu sitio ativo (IGARASHI & SEEFELDT, 2003).
Um grupo destas enzimas ¢ representado pela nitrogenase de Streptomyces
thermoautotrophicus, sendo constituida por duas proteinas. Um componente protéico, a
CO-desidrogenase, oxida CO a CO, e reduz O, a superdxido (Oz). O segundo
componente ¢ uma oxidoredutase dependente de manganés que oxida O,’, doando
elétrons para o N, e reduzindo o sitio ativo MoFeS (RIBBE et al., 1997). As outras trés
familias de nitrogenases compartilham muitas similaridades entre si, sendo
diferenciadas através do grupamento metalico do sitio ativo (Mo, V ou somente Fe).
Estas nitrogenases incluem um pequeno componente protéico denominado Fe-proteina
(ou dinitrogenase redutase). Este componente possui um grupamento [4Fe-4S] e age
como uma proteina doadora de elétrons dependente de MgATP para o componente
maior, chamado dinitrogenase, o qual contém o sitio ativo com o grupamento metélico
(BURGESS & LOWE, 1996). A dinitrogenase possui, além do grupamento metalico do
sitio ativo, outro denominado grupamento P ([8Fe-7S]), que estd envolvido na
transferéncia de elétrons. A reagdo geral de reducdo do N, catalisada por estas enzimas,

esté tipicamente representada a seguir:

N, +8¢ +16 ATP+8H" — 2 NH; + 16 ADP + 16 Pi + H;
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As nitrogenases que possuem um grupamento metalico no sitio ativo
com a composi¢do [7Fe-9S-1Mo-X-homocitrato], denominado cofator FeMo,
constituem a familia mais estudada destas enzimas. As outras duas familias parecem ter
grupamentos metalicos semelhantes no sitio ativo, com a excecao da substituicdo do Mo
por V ou Fe. Estas ultimas familias de nitrogenases sao conhecidas como nitrogenases
alternativas (IGARASHI & SEEFELDT, 2003).

O componente maior da nitrogenase dependente de Mo ¢ chamado MoFe
proteina (componente I ou dinitrogenase) sendo composto por dois polipeptideos
diferentes (codificados pelos genes nifD e nifK) que sdo organizados como dois dimeros
(02f2). Cada subunidade a liga-se a um cofator FeMo, e na interface entre cada dimero
af liga-se um grupamento P. O componente menor da nitrogenase, denominado Fe
proteina (componente II ou dinitrogenase redutase), ¢ codificado pelo gene nifH, sendo
composto por duas subunidades idénticas (y;) com um uUnico grupamento [4Fe-4S]
ligado entre as subunidades. A Fe-proteina possui também dois sitios de ligacdo a
MgATP, um em cada subunidade (IGARASHI & SEEFELDT, 2003). Estes
componentes da nitrogenase sdo altamente sensiveis ao oxigénio. A sensibilidade ao
oxigénio da Fe-proteina ¢ conferida pela exposi¢do do grupamento [4Fe-4S], que liga as
duas subunidades do dimero (DIXON & KAHN, 2004)

O mecanismo proposto para a reducdo do nitrogénio molecular a aménia
pela nitrogenase envolve as seguintes etapas: a Fe-proteina, com duas moléculas de
MgATP ligadas e seu grupamento [4Fe-4S] reduzido, liga-se a uma metade da MoFe-
proteina (uma subunidade af}). Esta ligacdo permite a hidrélise de duas moléculas de
MgATP a duas moléculas de MgADP e a transferéncia de um unico elétron da Fe-
proteina para a MoFe-proteina. O receptor dos elétrons ¢ o grupamento P, que
provavelmente age como um mediador na transferéncia eletronica. Os elétrons (um ou
mais) sdo entdo transferidos ao cofator FeMo, onde o substrato liga-se, sendo entdo
reduzido. Depois de cada evento de transferéncia eletronica, a Fe-proteina deve se
dissociar da MoFe-proteina para ser reduzida por uma proteina doadora de elétrons
(ferredoxina ou flavodoxina) substituindo MgADP por MgATP (fig. 1.1.2). Entdo, este
ciclo deve ser repetido no minimo 8 vezes para cada N, reduzido e H, formado

(IGARASHI & SEEFELDT, 2003).
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Figura I.1.2. Representac@o esquematica do ciclo da Fe-proteina.

A Fe-proteina ¢ mostrada em azul com o grupamento [4Fe-4S] representado pelo cubo vermelho, quando
oxidado, e verde, quando reduzido. As subunidades o e B da FeMo-proteina estdo representadas em
laranja e rosa, respectivamente . Os quadrados amarelos representam o grupamento P e o losango azul
representa o cofator FeMo (adaptado de DIXON & KAHN, 2004).

I.1.3. O género Azospirillum

O género Azospirillum (a-proteobacteria) compreende bactérias Gram-
negativas, flageladas e fixadoras de nitrogénio de vida livre. Até agora, dez espécies
foram descritas: A. lipoferum, A. brasilense (TARRAND et al., 1978), A. amazonense
(MAGALHAES et al., 1983), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A. irakense
(KHAMMAS et al.,1989), A. largimobile (SLY & STACKEBRANDT, 1999), A.
doebereinerae (ECKERT et al., 2001), A. oryzae (XIE & YOKOTA, 2005), A. melinis
(PENG et al., 2006) ¢ A. canadense (MEHNAZ el al., 2007). Essas bactérias sdo
caracterizadas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (PGPR)
(OKON, 1994; OKON & VANDERLEYDEN, 1997) tendo sido isoladas da rizosfera de
gramineas e cereais por todo mundo, tanto em climas tropicais, quanto em climas
temperados (DOBEREINER & DAY, 1976; PATRIQUIN et al., 1983). Experimentos
demonstraram que as bactérias do género Azospirillum exercem efeitos benéficos sobre
o crescimento de mais de 100 espécies vegetais, desde gramineas a dicotiledoneas,

aumentando assim, a produtividade agricola. Além disso, em muitos casos, a inocula¢do
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reduz o uso de fertilizantes quimicos, especialmente os nitrogenados, em 20-50%,
promovendo resultados superiores quando fertilizantes organicos foram incorporados,
diminuindo a razdo custo-beneficio. (BASHAN et al., 2004; BODDEY et al., 1986;
OKON & LABANDERA-GONZALEZ, 1994).

Diferentes trabalhos apresentam resultados conflitantes relativos a um
mecanismo principal responsavel pela promog¢ao do crescimento vegetal. A "Hipotese
Aditiva", sugerida ha 13 anos, ¢ ainda valida, a qual considera mecanismos multiplos de
promocao do crescimento, operando simultaneamente ou sucessivamente, mais do que
um mecanismo individual, que seria menos significante se avaliado separadamente. O
principal efeito observado da inoculagdo ¢ a mudanga na morfologia do sistema
radicular. Atualmente, a explicagdo mais comum para o efeito da bactéria sobre as
plantas ¢ a produgdo de fitormonios, que alteram o metabolismo e morfologia da planta,
aumentando a absor¢ao de agua ¢ minerais. A contribui¢do da fixagdo do nitrogénio, no
entanto, ja ¢ mais controversa (BASHAN et al., 2004).

O fendmeno mais notavel na inoculagdo de Azospirillum ¢ que a
inoculacdo tem maior sucesso e ¢ mais vantajosa quando outros microrganismos sao co-
inoculados, como bactérias solubilizadoras de fosfatos, Azotobacter, Rhizobia, Bacilli,
e at¢ mesmo fungos. Embora a maioria dos mecanismos pelos quais a co-inoculagao
afeta o crescimento vegetal ndo tenha sido elucidada, aparentemente, ela permite as
plantas uma melhor nutri¢do e uma melhor absor¢do dos nutrientes. Os fendmenos mais
notaveis sao o aumento da absor¢do de minerais, a reducdo no uso de fertilizantes de N
e P por 25%-50%, o aumento na disponibilidade de NPK no solo, o melhoramento das
caracteristicas da safra e uma melhor razdo custo-beneficio. A tendéncia € que essa seja
a futura forma de inoculagdo do Azospirillum no campo (BASHAN et al., 2004).

Os microrganismos pertencentes ao género Azospirillum apresentam um
metabolismo do nitrogénio e do carbono versatil, permitindo seu estabelecimento no
competitivo ambiente da rizosfera. Amonia, nitrato, nitrito, aminoacidos e nitrogénio
molecular podem ser utilizados como fonte de nitrogénio (HARTMANN & ZIMMER,
1994). Em condigdes nutricionais desfavoraveis, as bactérias do género Azospirillum
podem alterar a sua morfologia, desenvolvendo uma capa externa de polissacarideos e

acumulando granulos de poli-B-hidroxibutirato, que servem como fonte de carbono

(TAL et al., 1990).
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A alta motilidade das bactérias ¢ conferida por flagelos. A. brasilense, A.
lipoferum e A. irakense possuem um padrao flagelar misto, onde um flagelo polar é
sintetizado durante o crescimento em meio liquido, sendo que vérios flagelos laterais
sdo sintetizados adicionalmente durante o crescimento em meio solido (HALL &
KRIEG, 1984). A. amazonense, A doebereinerae ¢ A. halopraeferens possuem apenas o
flagelo polar. A alta motilidade, aliada a quimiotaxia positiva por acidos organicos,
acucares e aminoacidos (BARAK et al., 1983; REINHOLD et al. 1985; ZHULIN et al.,
1988), provavelmente confere ao Azospirillum uma vantagem seletiva importante sobre
outros microrganismos na rizosfera, onde a disponibilidade de nutrientes ¢ muitas vezes
limitada (BARAK et al., 1983). Além disso, Azospirillum exibe um comportamento
aerotatico tipico (BARAK et al, 1982), pois as células se movem em dire¢ao a
concentragdes Otimas de oxigénio e, assim, atingem um nicho propicio para a atividade
de fixagdo do nitrogénio (ZHULIN et al, 1996).

Embora o processo de associa¢do entre o Azospirillum e a planta
hospedeira ndo esteja completamente descrito, um modelo foi proposto (DEL GALLO

& FENDRIK, 1994):

24



- A planta atrai quimiotaticamente a
bactéria. Uma proteina presente nos
exudatos da raiz esta envolvida.

=

- Os Azospirlla movem-se em direcio
das raizes. A bactéria se liga a
superficie da raiz, flagelo e
polissacarideos estdo envolvidos. As
lectinas da planta se ligam a
componentes externos da bactéria. Fase
I da adesao.

==
- Sinalizag¢io entre a bactéria e a planta
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rizoderme.

ASSOCIACAO

Figura I.1.3. Modelo de interagdo entre Azospirillum e a planta hospedeira.
Modificado de Del Gallo & Fendrik (1994).

A espécie A. amazonense, alvo do presente trabalho, possui algumas
diferencas em comparag¢do com as espécies mais amplamente estudadas, A. brasilense e
A. lipoferum: seu pH 6timo de crescimento ocorre entre 5,8 e 6,8, sendo sensivel a pH
alcalino; possui a capacidade de utilizar sacarose como fonte de carbono; o crescimento
dependente de N, é mais lento e sua enzima nitrogenase possui menor tolerancia ao O,.
A temperatura 6tima de crescimento ¢ 36°C e as células acumulam grandes granulos de
PHB em cultivo dependente de N, (MAGALHAES et al., 1983). A bactéria A.
amazonense nao apresenta o sistema DRAG/T de controle pds-traducional da
nitrogenase, que ¢ somente parcialmente inibida pela presenca de amodnia, caracteristica
favoravel na utilizagdo desse microrganismo como biofertilizante (FU et al. 1989;

HARTMANN et al., 1986).
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Estudos demonstraram que plantas de cana-de-agucar micropropagadas
tém seu conteudo de nitrogénio € sua massa aumentados ao serem inoculadas somente
com Azospirillum amazonense ou com uma combinag¢do dessa bactéria com outros
diazotrofos (CANUTO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006).
Além das bactérias, outros fatores influenciam na contribuicdo de nitrogénio e na
promocgao do crescimento, como o gendtipo da planta, o tipo de solo e a fertilizacao de
nitrogénio. Em solo de baixa fertilidade e sem suplementagdo com fertilizante quimico,
as plantas da variedade SP70-1143 de cana-de-agucar inoculadas com uma combinagao
de diazotrofos (Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae,
Herbaspirillum rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia sp.)
apresentaram um desenvolvimento similar a plantas cultivadas com suplementacido de

fertilizante nitrogenado (OLIVEIRA et al., 2006).

I.1.4. O metabolismo do nitrogénio

Ao longo da evolugdo, as bactérias desenvolveram diferentes
mecanismos que as permitem sobreviver em condi¢cdes de limitagdo de nutrientes,
reiniciando o crescimento quando os nutrientes estivessem disponiveis novamente. A
célula bacteriana vive em um estado dindmico, se adaptando rapidamente as mudancas
ambientais, através de uma ampla variedade de acomodagdes genotipicas e fenotipicas,
como modificagdo na sintese proteica para captar o nutriente limitante, modulagdo das
taxas de captagdo de nutrientes disponiveis em excesso, redirecionamento das vias
metabolicas para evitar possiveis bloqueios devido a limitacio do nutriente e
coordenacdo das taxas biossintéticas para manter um crescimento equilibrado
(ROSZAK & COLWELL,1987).

A limitacao de nutrientes ¢ o maior fator de estresse no solo. Assim, a
bactéria permanece por longos periodos de tempo sem se multiplicar e por periodos
transitorios de multiplicacdo, podendo sobreviver na forma vegetativa ou de cistos, até
que a planta hospedeira esteja disponivel. Sob a influéncia de metais toxicos, condi¢des
de cultivo, envelhecimento ou estresse hidrico, as células de Azospirillum podem se
transformar em cistos, com tempos longos de sobrevivéncia, que podem rapidamente
retornar a forma vegetativa, quando as condi¢des estiverem favoraveis (BASHAN,

1999).
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Como comentado anteriormente, 0s microrganismos pertencentes ao
género Azospirillum demonstram um metabolismo do nitrogénio e do carbono versatil,
caracteristica importante para que as células se estabelecam na rizosfera. A bactéria A.
amazonense se multiplica muito bem quando a Unica fonte de nitrogénio e carbono ¢
glutamato, aspartato, serina ou histidina e a fixagdo de nitrogénio ¢ severamente inibida
por esses aminoacidos, quando cultivada na presenca de malato ou sacarose
(HARTMANN et al., 1988).

Em praticamente todas as células, glutamato e glutamina servem como
doadores-chave para reagdes biossintéticas. Existem duas vias principais que estio
envolvidas na incorporacao do nitrogénio em glutamato e glutamina. A via mais
importante ¢ a da glutamina sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT), que ¢ ubiqua nas
bactérias. A glutamina sintetase (GS) converte glutamato e amonia em glutamina, e a
glutamato sintase (GOGAT) transfere o grupo amida da glutamina ao 2-cetoglutarato
para produzir duas moléculas de glutamato (MERRICK & EDWARDS, 1995). A
glutamato desidrogenase catalisa a formacdo de glutamato, a partir de amoénia e 2-

cetoglutarato (REITZER, 2003). Essas reagdes encontram-se representadas a seguir:

NH; + glutamato + ATP — glutamina + ADP + Pi (GS)

Glutamina + 2-cetoglutarato + NADPH — 2 glutamato + NADP"
(GOGAT)

2-cetoglutarato + NH; + NADPH — glutamato + NADP" (GDH)

Em E.coli, a via GS-GOGAT ¢ mais apropriada para assimilagdo de
amoOnia em um ambiente limitado em nitrogénio, pois a GS tem um Km muito menor
para a amdnia do que a GDH (REITZER, 2003).

Em Azospirillum, a aménia ¢ assimilada através da via GS/GOGAT
(glutamina sintetase/glutamato sintase), em condi¢des limitantes de nitrogénio. Em
niveis elevados de amonia ou com suprimento amplo de nitrogénio através de
aminoacidos, a via da glutamato desidrogenase (GDH) ¢ ativada (HARTMANN &
BALDANI, 20006).
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I.1.4.a. O sistema Ntr

A amdnia ¢ quase que invariavelmente a fonte preferencial de nitrogénio
para o crescimento bacteriano, j& que promove uma maior taxa de crescimento
comparado com outras fontes deste elemento. No entanto, as bactérias freqiientemente
tétm de utilizar fontes alternativas de nitrogénio, e para isso sintetizam diferentes
proteinas responsaveis pela entrada e metabolismo subseqiiente de compostos
nitrogenados. A sintese e a atividade dessas proteinas sdo altamente reguladas conforme
a disponibilidade de seus substratos, sendo esta regulacdo conhecida como controle do
nitrogénio ou sistema Ntr. Os mecanismos genéticos e bioquimicos que estdo
envolvidos neste sistema sdo bem compreendidos nas bactérias entéricas, embora
elementos desse sistema tenham sido reconhecidos em outros grupos bacterianos
(MERRICK & EDWARDS, 1995).

Estudos anteriores consideravam que o sistema regulatorio global do
nitrogénio seria composto por quatro proteinas com atividade enzimdtica: uma enzima
com a fung¢do de uridiltransferase/remog¢ao de uridil (UTase/UR), codificada pelo gene
gInD, uma pequena proteina trimérica PII, codificada por gInB e um sistema regulatorio
composto por histidino-quinase NtrB e o regulador de resposta NtrC. No entanto, a
descoberta de proteinas pardlogas a proteina GInB, como a proteina GInK, aumentaram
a complexidade do sistema, ajudando simultaneamente a explicar anomalias do sistema
anteriormente proposto (ARCONDEGUY et al., 2001).

Normalmente, a ativacao e repressao da transcricdo dos genes regulados
pelo nitrogénio sdo coordenadas pela acdo da proteina regulatoria NtrC, um fator de
transcrigio dependente de 6°* (MORETT & SEGOVIA, 1993). Esta proteina regulatoria
possui uma estrutura tercidria altamente conservada na regido N-terminal, contendo o
residuo Asp-54, que em condigdes limitantes de nitrogénio € fosforilado, gerando NtrC-
P, a forma ativa dessa proteina (KERN et al., 1999; VOLKMAN et al., 1995; WEISS &
MAGASANIK, 1988). NtrC em sua forma ndo fosforilada se apresenta como um
dimero, mas para ativar a transcri¢do ¢ necessario que ocorra a oligomeriza¢ao na forma
de um tetramero ou oligdmeros maiores. A fosforilagdo permite a oligomerizagao e a
ligagdo de NtrC ao DNA. Muitos promotores dependentes de NtrC possuem mais de um
sitio de ligacdo, facilitando esta oligomerizagdo (AUSTIN & DIXON, 1992; METTKE
etal., 1995; WEISS et al., 1991; WEISS et al., 1992; WYMAN et al., 1997).
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O controle da atividade de NtrC em resposta ao status de nitrogénio ¢
mediado por NtrB, que age como um doador de fosfato a NtrC. NtrB existe na forma de
um dimero que ¢ autofosforilado no residuo His-139 do dominio C-terminal (NINFA et
al., 1986; NINFA & BENNETT, 1991). Na presen¢a de ATP e GInB, NtrB desfosforila
NtrC através de sua atividade de fosfatase (KAMBEROV et al., 1994; KAMBEROV et
al,, 1995; KEENER & KUTSU, 1988; LIU & MAGASANIK, 1995; NINFA &
MAGASANIK, 1986). A proteina NtrB ¢ composta por trés dominios: o dominio N-
terminal envolvido na transdu¢do do sinal, um dominio central com atividade de
fosfotransferase/fosfatase e envolvido na dimerizagdo, ¢ finalmente, o dominio C-
terminal com atividade de quinase. A ligagdao de PII (GInB) ao dominio com atividade
de quinase parece resultar numa mudanca conformacional de NtrB, fazendo com que
essa proteina tenha sua atividade de fosfatase aumentada (JIANG et al., 2000).

Em E. coli, GInB sinaliza o nivel de nitrogénio da célula integrando os
sinais de 2-cetoglutarato e de glutamina, o primeiro por liga¢ao alostérica e a ultima
pelo efeito que tem sobre a UTase/UR.

A enzima uridiltransferase/removedora de uridil (GInD) é o sensor
primario do nivel de nitrogénio intracelular e afeta o estado de uridilagdo da proteina
PII, que por sua vez, modula a atividade de ntrBC (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000). Em condicdes fisiologicas, o estado de uridilagdo de GInB
¢ regulado principalmente pela concentracdo de glutamina, sugerindo que a enzima
UTase/UR serve como um sensor de nitrogénio (JIANG et al., 1998).

O estado de uridilagao de GInB, em resposta ao nivel intracelular de
nitrogénio regula a atividade de fosfatase ou quinase de NtrB, que por conseguinte
modula a atividade transcricional de NtrC. Em condigdes onde o nitrogénio esta
abundante, a proteina GInB nao se encontra uridilada, pois a atividade removedora de
uridil de GInD esta ativa, e estimula a desfosforilagdo de NtrC pela atividade de
fosfatase de NtrB. Mas em condig¢des limitantes de nitrogénio, GInD uridila GInB, que
por sua vez ndo interage com NtrB. Assim, a atividade de quinase de NtrB ¢ ativada e
fosforila NtrC, que ird promover a transcri¢do de diversos genes nas enterobactérias
como: o operon gInK-amtB (envolvido em transporte de amdnia) (ATKINSON &
NINFA, 1998; JACK et al., 1999; VAN HEESWIIK et al., 1996), o operon ginHPQ
(envolvido em transporte de glutamina) (CLAVERIE-MARTIN & MAGASANIK,
1991), o operon astCADBE (catabolismo arginina) (SCHNEIDER et al., 1998), o
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operon nNifLA (envolvido na regulagdo de genes de fixacdo do nitrogénio)
(DRUMMOND et al., 1983; WU et al., 1999) entre outros (MUSE & BENDER, 1998;
SCHMITZ et al., 1988).

A glutamina sintetase, a enzima primaria de assimilacdo de amonia em
muitos procariotos, se encontra dependente de uma complexa regulacdo sendo inibida
por diferentes produtos de seu metabolismo. Adicionalmente, a atividade ¢ afetada por
modificacdo covalente. Essa enzima ¢ um dodecdmero e cada monomero pode ser
modificado por adenilagdo, aumentando o grau de suscetibilidade a inibi¢do por
retroalimentagdo. A enzima que modifica covalentemente a GS, originalmente descrita
como PI, ¢ uma adeniltransferase (ATase), que transfere um AMP para um residuo de
tirosina da GS a partir de ATP e também remove AMP por clivagem fosforolitica. A
atividade da ATase ¢ regulada pela proteina GInB, que quando uridilada (escassez de
nitrogénio), estimula a desadenilacdo da GS, e desuridilada (excesso de nitrogénio),
estimula a adenilacao da GS (LEIGH & DODSWORTH, 2007).

Assim como outras bactérias, E. coli possui uma proteina paraloga de
GInB, denominada GInK, que tem como funcdo ligar-se ao transportador de amdnia
AmtB. Esta funcdo ¢ amplamente dispersa nas bactérias e em Euryarchaeota e sugeriu-
se que fosse a fungao ancestral de GInK. Em condi¢do de excesso de nitrogénio, GInK
¢ desuridilada e se liga com AmtB, inibindo o transporte de amoénia (LEIGH &

DODSWORTH, 2007).
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Excesso de nitrogénio
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Figura 1.1.4. Esquema demonstrando os papéis das proteinas PII na regulagdo do metabolismo do
nitrogénio em E. coli. Azul indica excesso de nitrogénio, enquanto vermelho indica deficiéncia de
nitrogénio. Linhas sélidas indicam modificagdes e linhas tracejadas indicam a agdo de efetores ou
proteinas regulatorias. Setas indicam efeitos positivos, enquanto extremidades tracejadas indicam efeitos
negativos (adaptado de LEIGH & DODSWORTH, 2007).

I.1.4.b. Genética da fixacio do nitrogénio

A enterobactéria Klebsiella pneumoniae ¢ considerada o organismo
modelo na genética da fixacdo do nitrogénio. Estudos genéticos, bioquimicos e
fisiologicos utilizando o sistema de fixacdo de nitrogénio em K. pneumoniae
possibilitaram a formulagao de uma série de conceitos basicos relativos aos processos
mais relevantes na regulacdo da expressdo da nitrogenase, revelando que muitos deles
sdo comuns a boa parte dos organismos diazotréficos. Uma das descobertas mais
importantes refere-se a alta conservacdo da nitrogenase e de seus componentes em
termos de estrutura e funcao, na maioria das bactérias (HOWARD & REES, 1994).

Os genes diretamente envolvidos no processo de fixa¢do do nitrogénio, e
homologos aos encontrados em K. pneumoniae, sdo denominados genes nif, tendo sido
caracterizados em diversas espécies bacterianas. Embora K. pneumoniae tenha sido o
organismo no qual se iniciaram os estudos da genética da fixagdo do nitrogénio, a

medida que as pesquisas com outras espécies avangavam, foram sendo descobertos
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genes essenciais a fixagdo que nao possuiam homologos nesta bactéria. Esses genes
foram denominados genes fiX e se encontram presentes na grande maioria das bactérias
diazotroficas, tendo grande importdncia no processo de fixacdo do nitrogénio
(FISCHER, 1994).

Os produtos primdarios da tradugdo dos genes estruturais da nitrogenase
(nifHDK) nao sao ativos. Outros genes nif-especificos devem ser expressos para que
haja o processamento dos componentes estruturais imaturos da nitrogenase em formas
ativas (DEAN et al., 1993). Em K. pneumoniae, vinte genes nif estdo organizados
seqiiencialmente, formando 8 operons: nifd, nifHDKT, nifENX, nifUSVWZ, nifM, nifF,
nifLA e nifBQ (ARNOLD et al., 1988).

Em A. brasilense, a maioria dos genes nif esta organizada em um
grupamento de 45 kb que inclui os genes e operons NifHDKorflY (PASSAGLIA et al.,
1991), nifENXorf3orf5fdxAnifQ (POTRICH et al., 2001), nifW (MILCAMPS et al.,
1993), orf2nifUSVorf4 (FRAZZON & SCHRANK, 1998) e fixABCX (SPEROTTO et
al., 2004).

I.1.4.c. Controle da fixag¢do do nitrogénio

Nas proteobactérias diazotroficas, o sistema regulatorio NtrB-NtrC
comumente controla a expressdo da proteina regulatoria NifA em resposta a
disponibilidade de nitrogénio (DIXON & KAHN, 2004). Nas bactérias pertencentes ao
grupo Proteobacteria, a transcricio da maioria dos genes nif é dependente do fator ¢>*
alternativo, que reconhece promotores com seqiiéncias consenso localizadas nas
posi¢oes -24 ¢ -12 (BARRIOS et al., 1999; BUCK et al., 2000). O inicio da transcri¢do
pela RNApolimerase-c°* necessita uma classe especial de ativadores trancricionais, que
se ligam a elementos 4 montante dos promotores dependentes do fator o>*. Através da
hidrolise de ATP pelo ativador, ocorre uma mudanga conformacional em 654,
permitindo a transi¢do para o complexo promotor aberto (MARTINEZ-ARGUDO et
al., 2004). A ativacio da transcricdo de genes nif dependentes de 6> requer a presenca

da proteina NifA, uma EBP (enhancer binding protein) que regula os genes necessarios
para a sintese da nitrogenase (fig. I.1.3) (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004).
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Formacao do complexo fechado

Figura I.1.5. Esquema demonstrando o envolvimento de EBPs na formacgdo do complexo transcricional
aberto. O fator o°* (elipse laranja) juntamente com a RNA polimerase (elipse vermelha) reconhecem
seqiiéncias consenso -12/-24 em relagdo ao sitio de inicio de transcrigdo. O inicio da transcrigdo é
dependente de EBPs (familia das proteinas NifA e NtrC), representadas pelo oligbmero em azul.
Seqiiéncias UAS (caixa azul) localizadas a no minimo 100 pb do inicio da transcri¢do facilitam a ligacao
do ativador (oligomero de EBPs) com a RNA polimerase. A formacdo de uma alga no DNA ¢é necessaria
para haver a interagdo entre o ativador ligado ao DNA e a RNA-polimerase. Normalmente isso ¢ feito
pela ajuda de uma proteina IHF (circulo maior lilas). A hidrolise de nucleotideos catalisada pelo ativador
promove um remodelamento no complexo fechado, favorecendo a conversdo para um complexo promotor
aberto (adaptado de DIXON & KAHN, 2004).

A proteina NifA possui uma arquitetura que ¢ similar a outras proteinas
pertencentes a familia EBP: o dominio central, que possui atividade de AAA™ ATPase;
0 dominio C-terminal que possui o motivo hélice-volta-hélice, envolvido no
reconhecimento de elementos UAS; e finalmente, o dominio regulatério N-terminal. A
regido N-terminal de NifA, que apresenta maior diversidade, possui um dominio GAF,
onde pequenas moléculas se ligam, modulando assim a atividade dessa proteina
(DIXON & KAHN, 2004).

A ativagdo da transcri¢ao por NifA ¢ regulada em resposta a presenca de
oxigénio e ao nitrogénio fixado. Em muitos diazotrofos dos subgrupos a e [ das
Proteobactérias, a atividade de NifA ¢ modulada diretamente pela disponibilidade de
oxigénio, sendo que os residuos de cisteina conservados estdo envolvidos nessa resposta
(FISCHER & HENNECKE, 1987; FISCHER, 1994). Além disso, em muitas
proteobactérias diazotroficas, a atividade de NifA ¢ regulada em resposta a fonte de
nitrogénio (DIXON & KAHN, 2004). No entanto em alguns organismos,

particularmente do subgrupo y das Proteobactérias, a atividade de NifA ndo ¢ sensivel
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ao oxigénio ou nitrogénio, necessitando de uma proteina especifica, denominada NifL,
que modula a atividade de NifA em reposta ao nitrogénio fixado e a presenca de

oxigénio (DIXON, 1998; SCHMITZ et al., 2002).

I.1.4.d. Regulagdo da fixacio do nitrogénio em Azospirillum

Azospirillum somente fixa nitrogénio em condigdes microaerobias e com
disponibilidade limitante de nitrogénio. Amonia, nitrato, glutamina e nitrito reprimem a
fixagdo do nitrogénio em A. brasilense. A fixa¢do biologica do nitrogénio é um
processo altamente regulado, devido ao enorme gasto energético e a sensibilidade da
nitrogenase ao oxigénio (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). A expressao
dos genes nif em A. brasilense necessita da proteina ativadora NifA, bem como do fator
o alternativo, 6>* (NtrA) (LIANG et al., 1991; MERRICK, 1992; PASSAGLIA et al.,
1998; SANTERO et al., 1988; TOUKDARIAN & KENNEDY, 1986; VANDE BROEK
et. al., 1992).

Em A. Dbrasilense, NifA ¢é expressa constitutivamente,
independentemente da presenca de nitrogénio combinado ou da concentragdo de
oxigénio. No entanto, seu nivel de expressao ¢ menor em condi¢des incompativeis com
a fixagdo de nitrogénio (LIANG et al., 1991; LIANG et al., 1992). Como no caso de
Azotobacter, a expressdo de NifA ndo é dependente das proteinas regulatorias NtrBC
(LIANG et al., 1991; LIANG et al., 1992; SANTERO et al., 1988; TOUKDARIAN &
KENNEDY, 1986). Entretanto, NtrC ¢ requerida para fixacdo otima do nitrogénio e
para expressao maxima de nifA em condi¢des de fixacdo, embora ndo pela agdo direta
de NtrC sobre o promotor do gene que codifica nifA (LIANG et al., 1993).

A atividade de NifA é modulada em resposta ao nivel celular de
nitrogénio e a tensdo de oxigénio (LIANG et al., 1992). Tanto NifA quanto GInB sao
sintetizados em condi¢des incompativeis com a fixacdo do nitrogénio. No entanto, em
condigdes favoraveis a fixacdo, ha um aumento da expressdo de gInB decorrente da
ativagdo transcricional por NtrC e da uridilagdo da proteina GInB (de ZAMAROCZY et
al.,, 1993; de ZAMAROCZY et al., 1995; HUERGO et al., 2003). O dominio N-
terminal de NifA, onde estd localizado o dominio GAF, estd envolvido na regulagdo
negativa de sua propria atividade na presenca de amonia. Em condi¢des propicias a

fixagdo, GInB-UMP liga-se ao dominio GAF de NifA, convertendo NifA para sua
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forma ativa (ARSENE et al., 1996; CHEN et al., 2005; de ZAMAROCZY et al., 1993;
de ZAMAROCZY, 1998). Além disso, quatro residuos de cisteina conservados na
proteina NifA estdo envolvidos na sensibilidade de NifA ao oxigénio (FISCHER et al.,
1988; LIANG et al., 1991; SOUZA et al., 1991; SOUZA et al., 1999).

Um nivel adicional da regulagdo da fixacdo do nitrogénio em A.
brasilense, envolve a modificagdo pos-traducional da atividade da nitrogenase. Em
condi¢des incompativeis com a fixagdo do nitrogénio, a subunidade da nitrogenase
redutase é reversivelmente inativada por ADP-ribosilacdo através da atividade da
enzima DraT. Em condigdes ideais de fixa¢do, a enzima DraG esta ativa e catalisa a
remog¢ao da ADP-ribose da Fe-proteina, tornando desta forma a nitrogenase redutase
ativa.. As proteinas PII, em A. brasilense, estdo diretamente envolvidas na regulagdo do
sistema DraG/DraT. Foi observado que DraT interage com GInB e que a desuridilagio
de GInB tem um papel fundamental na formagdo do complexo GInB/DraT, formado
quando os niveis externos de amdnia aumentam, resultando na ativagao de DraT, que
adiciona uma ADP-ribose a nitrogenase redutase, inativando-a. Foi demonstrado
recentemente que apos uma elevacdo dos niveis externos de amonia, as proteinas PII de
A. brasilense, GInB ¢ GInZ, sao seqiiestradas para a membrana pelo transportador
AmtB. DraG interage especificamente com GInZ e um modelo foi proposto, onde um
complexo ternario AmtB-GInZ-DraG se formaria na membrana, quando os niveis de
amonia estivessem altos. Com isso, AmtB estaria envolvido no seqiiestro das proteinas
PII e seus alvos, no caso, a proteina DraG. Conseqiientemente, a proteina DraG nao
estaria disponivel no citoplasma e nao removeria a ADP-ribose da Fe-proteina,
mantendo-a na sua forma inativa (HUERGO et al., 2006). Todavia este sistema s6 foi
descrito até o momento em A. lipoferum e A. brasilense nio tendo sido encontrado em

A. amazonense (FU et al., 1989; HARTMANN et al., 1986).
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Figura 1.1.6. Modelo de regulagdo das enzimas DraT e DraG em resposta a disponibilidade de nitrogénio
em A. brasilense.
A) Em condi¢des de fixagdo do nitrogénio, GInB e GInZ estdo uridiladas e localizadas no citosol. DraT
encontra-se inativa no citosol, enquanto que DraG esta ativa devido a sua interagdo com GInZ uridilada.
Assim, DraG remove o grupo ADP-ribose da dinitrogenase redutase (NifH), ativando-a. B) Em condigdes
de choque de amoénio, GInB e GInZ sdo deuridiladas. GInB deuridilada associa-se ¢ DraT, fazendo com
que esta adicione um grupo ADP-ribose ¢ inative NifH. Concomitantemente, GInZ deuridilada faz com
que o complexo GInZ/DraG se associe com o transportador de membrana AmtB, interrompendo o fluxo
de amonio. O seqiiestro de DraG a membrana celular a separa fisicamente do seu substrato

citoplasmatico, NifH, inibindo o processo de remog¢do da ADP-ribose. Modificado de HUERGO et al.,
2006.

I.1.5. Objetivo geral:

Estudar os mecanismos genéticos da bactéria diazotrofica Azospirillum

amazonense envolvidos na resposta a limitagao de nitrogénio.
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CAPITULO 11

Caracterizacao do gene ¢gInK de

Azospirillum amazonense
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INTRODUCAO

As proteinas da familia PII sdo altamente conservadas e tém papel
central na regulacdo do metabolismo do nitrogénio. Os genes que codificam estas
proteinas estdo presentes em uma diversidade de genomas, desde procariotos até
vegetais complexos (ARCONDEGUY et al., 2001).

Em E. coli, existem dois genes que codificam para proteinas PII, gInB e
gInK. Os produtos desses genes sdo modificados pela proteina GInD (UTase/UR), uma
enzima com caracteristicas de adicionar ou remover grupos uridil, dependendo da
concentragdo de glutamina, que sinaliza o nivel celular de nitrogénio. A alta quantidade
de glutamina (representando disponibilidade de nitrogénio) estimula a atividade UR,
que remove os grupos UMP de GInB-UMP e GInK-UMP, e a baixa quantidade de
glutamina (representando limitacdo de nitrogénio) estimula a atividade UTase, que
nestas condi¢des uridila GInB e GInK (REITZER, 2003; LEIGH & DODSWORTH,
2007). A forma desuridilada de GInB ativa a atividade de fosfatase de NtrB que controla
o estado de fosforilagdo de NtrC, que ¢ um fator regulador da transcricdo de genes
controlados pela disponibilidade de nitrogénio. Ambas formas de GInB regulam a
atividade da glutamina sintetase adeniltransferase (ATase), enzima que controla a
atividade da glutamina sintetase (GS). A reagdo de adenilacdo da GS e a reagdo de
desadenilacdo da GS-AMP ocorrem em sitos ativos independentes. A adenilagdo, que
inativa a GS, ¢ sinergisticamente ativada por glutamina e PII (quando em suficiéncia de
nitrogénio) e inibida por PII-UMP (quando em limitacao de nitrogénio). Por outro lado,
a remocdo de AMP, que ativa a GS, ¢ ativada por PII-UMP e inibida por PII e
glutamina (figura 1.1.4) (NINFA & JIANG, 2005).
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A forma desuridilada de GInK interage com o transportador de amonia
AmtB, impedindo a entrada de amonia na célula em condicdes de excesso de nitrogénio.
Alternativamente, quando ha suficiéncia de nitrogénio, GInK ¢ uridilada e perde sua
afinidade por AmtB, permitindo que ocorra o transporte de amdnia (DIXON & KAHN,
2004).

As proteinas PII também regulam o processo de fixagao de nitrogénio de
muitos géneros procarioticos. O género Azospirillum ¢é composto por bactérias
diazotroficas que promovem o crescimento de plantas de importincia econdmica. A
espécie A. brasilense também possui duas proteinas PII, GInB e GInZ, que estdo
diretamente relacionadas com a regulagdao da fixagdo do nitrogé€nio, um processo
altamente oneroso energeticamente para a célula bacteriana (de ZAMAROCZY et al.,
1996; HUERGO et al., 2006).

O gene gInB de A. brasilense esta localizado a jusante do gene gInA, que
codifica para GS, compondo um operon regulado por dois promotores diferentes, um
dependente de ¢'° e outro dependente de 6™* e NtrC, este wltimo ativo em condi¢des de
limitagdo de nitrogénio (de ZAMAROCZY et al., 1996; HUERGO et al., 2003). No
entanto, gInB parece ndo ser responsavel pela modificagdo covalente por adenilagdo da
GS, como em E. coli (de ZAMAROCZY etal., 1996).

Em A. brasilense foi demonstrado que GInB-UMP esta envolvida na
ativagdo de NifA, uma proteina que ativa a transcri¢ao de genes nif e fix, que codificam
a Nitrogenase e suas proteinas acessorias. Devido a esta atividade de GInB, mutantes
gInB sdo incapacitados de fixar nitrogénio (de ZAMAROCZY et al., 1996).

Como o gene gInZ (ortdlogo de gInK) de A. brasilense forma um
grupamento com o gene aat, que codifica uma possivel aspartato amino transferase, foi
sugerido uma possivel interagdo de GInZ com o produto do gene aat (ARCONDEGUY
etal., 2001).

Semelhante a E. coli, GInZ interage com AmtB, em condigdes de
excesso de nitrogénio, e além disso, seqliestra a enzima DraG para a membrana.
Conseqiientemente, a fixacdo do nitrogénio ¢ inativada, ja que a enzima DraG ¢
responsavel pela remogdo da ADP-ribose da dinitrogenase redutase (HUERGO et al.,
2006). A. amazonense ndo possui este sistema de inativacdo da nitrogenase, cuja

atividade so ¢ parcialmente inibida pela presenga de amonia (FU et al., 1989).

39



O objetivo deste trabalho ¢ isolar e caracterizar o gene gInK de A.
amazonense e as proteinas que interagem diretamente com seu produto, visando avaliar

o seu papel no metabolismo do nitrogénio desta bactéria.
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MATERIAIS E METODOS

I1.2.1. Linhagens bacterianas, meios de cultura e condicoes de crescimento

As linhagens bacterianas e plasmideos utilizados nesse trabalho estao

descritos nas tabelas 11.2.1 e I1.2.2, respectivamente.

Tabela I1.2.1: Linhagens bacterianas utilizadas

Linhagem Genotipo Referéncia

A. amazonense Y1

(ATCC35119)

Escherichia coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 SAMBROOK &

Escherichia coli

SUpE44 relAl lac [F’
laclZ.M15 Tn10 (Tet")].
F* ompT hsdSg(rgmg’) gal dcm

proAB

RUSSELL, 2001

SAMBROOK &

BL21(DE3)pLysS (DE3) pLysS (Cam®) RUSSELL, 2001
Tabela 11.2.2: Plasmideos utilizados
Plasmideo Descriciao Referéncia
pUCI18 Vetor de clonagem, Amp" SAMBROOK &
RUSSELL, 2001.
pUCPIIL pUCI8 contendo parte do gene @InB de A. Este trabalho
amazonense
pAAGInK  Fragmento gendmico de A. amazonense, que Este trabalho
contém os genes UbiH, gInK, aat e ftsK, clonado no
sitio Smal de pUC18
pUCGLNK Gene gInZ integral clonado em sitio Smal de Débora Trentini,
pUCI18 este laboratério
pET23D Vetor de expressdo, Amp" Novagen
pTK Fragmento EcoRI-BamHI do plasmideo Este trabalho

pUCGLNK (gene gInZ) clonado nos sitios EcoRI-
BamHI do vetor pET23D
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Azospirillum amazonense e Escherichia coli foram cultivados,
respectivamente, em meio M79 (FRED & WAKSMAN, 1928) e Luria-Bertani
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001). E. coli contendo o vetor de clonagem pUCI8 (e
derivados) ou pET23D (e derivados) foi cultivada com o antibidtico ampicilina na
concentragdo de 100 pg/mL. Para a extragdo do RNA usado em experimentos de Dot
Blot, A. amazonense foi cultivado em 100 mL meio M79 liquido a 37°C em 160 rpm de
agitacdo orbital até atingir a DOsg de 0,5. A cultura foi dividida em duas aliquotas
iguais que foram centrifugadas (5000g por 10min) e lavadas duas vezes em 40 mL de
meio minimo LGI (DOBEREINER et al., 1995). Apds nova centrifugacio, uma
aliquota foi resuspendida em 40 mL de meio LGI sem fonte de nitrogénio e outra em 40
mL de meio LGI acrescido de NH4Cl a 50 mM. As células foram mantidas neste meio

por 3 ha37°C e 160 rpm de agitagéo.

I1.2.2. Métodos em biologia molecular

Isolamento de DNA plasmidial, eletroforese em gel de agarose,
purificagdo de DNA a partir de gel de agarose por eletroeluigdo, Dot Blotting, Southern
Blotting, clonagem, quantificacdo de acidos nucléicos por espectrofotometria UV,
transformagdo bacteriana por eletroporacdo e selecdo de transformantes foram
conduzidos como descrito por Russell & Sambrook (2001). Os acidos nucléicos
também foram quantificados utilizado o aparelho Qubit (Invitrogen).

PCR para amplificagdo de parte do gene gInB foi realizado como descrito
por Potrich et al. (2001).

Enzimas de restricdo comerciais foram utilizadas de acordo com as
instru¢des dos fabricantes. Purificagdo de DNA foi realizada com o kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare). Extracdo de DNA gendmico de A.
amazonense foi realizada com proteinase K e fenol/cloroférmio. RNA foi extraido com
reagente Trizol (Invitrogen) e tratado com DNAse (Promega), segundo orientagdes do
fabricante.

Cerca de 3 pg de RNA total de cada condicao foi transferido para
membrana de nylon Hybond-N" (GE Healthcare) utilizando o aparelho BioDot

(BioRad), conforme as instru¢des do fabricante.
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I1.2.3. Reacio de seqiienciamento

O DNA plasmidial extraido foi submetido a reacdo de seqiienciamento,
utilizando o kit Dyenamic et dye terminator cycle sequencing (GE Healthcare),
desenvolvido para o seqilienciador automatico MEGABACE 1000, conforme o manual
do fabricante. A seqiiéncia total clonada de pAAGLNK foi determinada utilizando uma

série de oligonucleotideos iniciadores conforme a necessidade.

I1.2.4. Analise in silico da regiio genéomica de glnK

O pacote de programas Staden foi utilizado para processar os resultados
de seqilienciamento, para montar a matriz de peso das regides de ligagdo a NtrC a partir
de sitios UAS experimentalmente comprovados (tabela 11.2.3) e localizar provaveis
sitios de ligagdo a NtrC, o°* ¢ 6”° utilizando as matrizes de peso correspondentes.

Os genes foram identificados pelo software Blastx e Blastn
(ALTSCHUL et al., 1997) e anotados utilizando o programa Artemis (RUTHERFORD
et al., 2000). O programa Muscle foi utilizado para alinhamento de seqiiéncias
(EDGAR, 2004). MEGA 4 foi utilizado para as analises filogenéticas (TAMURA et al.,
2007). Argo (ENGELS et al., 2006) foi utilizado para comparar a regido génica de ginK
de A. amazonense com a regido génica de gInZ de A. brasilense (nimero de acesso
AF279917). MatGat (CAMPANELLA et al.,, 2003) foi usado para o calculo de
similaridade e identidade de GInK de A. amazonense com as proteinas GInB de A.
brasilense (nimero de acesso AAKO01659.1), GInB de Azoarcus sp. (AAG40188.1),
GInB de E. coli (YP_001459348.1), GInB de Herbaspirillum seropedicae
(CAM32567.1), GInB de Klebsiella pneumoniae (YP_001336518.1), GInB de
Rhodospirillum  rubrum (AAB84167.1), GInJ de Rhodospirillum rubrum
(AAKO00342.1), GInK de Azoarcus sp. (AAG40187.1), GInK de E. coli
(YP_001457295.1), GInK de H. seropedicae (AAZ43074), GInK de K. pneumoniae
(YP_001334095.1), GInK de R. rubrum (AAF28331.1), GInY de Azoarcus sp.
(AAG40186.1) e GInZ de A. brasilense (AAG10012.1). Os programas Mfold (ZUKER,
2003) e Sfold (DING & LAWRENCE, 2003) foram utilizados para prever grampos na
estrutura do RNA.
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Tabela I1.2.3: Seqiiéncias de ligacdo a NtrC experimentalmente comprovadas

Organismo  Gene/sitio Seqiiencia Referéncia
A.
brasilense ginB1 TGCGCGGATTGCTTGCA  HUERGO et al.,2003
ginB2  TGCACAAATATTGTTCA
ginB3  TGCCGCCCACGGTGGCA
E. coli KIUPAKIS &
astCl  ATGTCAACGATGGCGCA REITZER, 2002
astC2 ~ TGCCCGCTTTTGGTGCG
astC3  TGCGTCAGAATGGCGCA
E. coli ginAl  TGCACCAACATGGTGCT ATKINSON et al., 2002
ginA2  AGCACTATATTGGTGCA
H.
seropedica®  pjfA AGCACGCACGTGGTGCA PERSUHN et al., 2000
K.
pneumoniae  gjpp TGCACTATATTGGTGCA DIXON, 1984
Rhodobacter
capsulatus  gnfA  CGCCTTCGAGCGGGGCA  CULLEN etal., 1998
anfA2  TGCCCGAATAACGGGCA
mopA  CGCCAATTCATGGGCAA
mopA2  AGCCCGTTTTCGCATCA
nifR3 TGCCTATATTTTGTGCG
nifR3 TGCCGATTTTTCTCGCC
ginB2  CGCCTAAATCATCATCG
R. FOSTER-HARNETT et
capsulatus nifAll TGCCAGATTTTCCGGCC al., 1994
nifAlll CGCCGCATAATTGCGCA
nifA2l CGCCATTTTTTTCGGCG
nifA21l  CGCCTCAAAGTTGATCT
ginB CGCACAATAAATATGCT
R.
capsulatus ureD  CGCTGAATTTGCGGGCA  MASEPOHL, 2001
ureD2  CGCGGATTTGTGCGGGA
Salmonella FERRO-LUZZI &
typhimurium — gpA TGCACCTTTTTGGTGCA NIKAIDO, 1985
ntrBCr TGCACTAAAATGGTGCA
ginAl  AGCACTATTTTGGTGCA
ginA2  TGCACCAATGTGGTGCA

44



I1.2.5. Expressao de GInK-T7 tag

A expressdao de GInK-T7 tag foi realizada conforme Sambrook & Russel
(2001). O plasmideo recombinante pTK foi transformado na cepa BL21(DE3)pLysS de
E. coli e a proteina foi expressa apds inducdo com 800 mM de IPTG. Apos adigdo de
IPTG, a cada hora era retirada uma aliquota de 1 mL da cultura para andlise de SDS-
PAGE. SDS-PAGE foi realizado como descrito no manual do equipamento Mini
Protean 3 (BioRad). O stacking gel foi preparado com poliacrilamida na concentra¢do
final de 4%. O running gel foi preparado com poliacrilamida na concentracdo final de
17%. O padrdo de massa molecular utilizado foi Benchmark Ladder (Invitrogen). As
amostras foram migradas em gel em 30 mA por 190 minutos. Depois da eletroforese, as

proteinas foram coradas com Coomasie Blue G-250 (NEUHOFF et al., 1985).
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RESULTADOS

I1.3.1. Clonagem parcial do gene gInB de A. amazonense

Potrich et al. (2001) desenvolveram primers para amplificar o gene gIlnB
baseados em regides conservadas, determinadas pela analise de ortdlogos desse gene de
diferentes diazotrofos. Através da técnica de PCR, utilizando como molde o DNA
génomico de A. amazonense, foi isolado um produto de aproximadamente 230 pb, que
foi clonado, gerando o plasmideo pUCPII. Esse fragmento teve sua seqiiéncia de
nucleotideos determinada e através de programas de analise de seqiiéncias (i.e. Blast),
foi verificado que tinha alto grau de similaridade com o gene gInB de A. brasilense,

confirmando a clonagem parcial do gene gInB de A. amazonense.

I1.3.2. Analise do nimero de copias de genes que codificam para PII em A.

amazonense

O fragmento de DNA contendo parte do gene gIlnB de A. amazonense foi
utilizado como sonda em experimentos de hibridizacio com DNA gendmico digerido
com diferentes enzimas de restri¢do (Sall, Ncol, Pstl e Hincll) visando determinar a
nimero de cdpias de genes que codificam para proteinas PII no genoma de A.
amazonense. A figura I1.3.1 demonstra que no genoma de A. amazonense ha dois genes
que codificam para proteinas PII. No DNA genomico digerido com Sall, foram
detectados duas regides contendo fragmentos de DNA que hibridizaram com a sonda,

sendo o sinal mais forte em fragmentos de aproximadamente 2000 pb e o mais fraco de
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aproximadamente 3000 pb. No DNA digerido com Ncol, houve um sinal forte em
fragmentos com 4000 pb e um mais fraco em fragmentos com 1500 pb. No DNA
digerido com Pstl houve um sinal de hibridizacdo nos fragmentos com mais de 5000 pb.
No DNA digerido com Hincll, houve trés sinais de hibridizagdo, o mais forte em

fragmentos com cerca de 2000 pb e os mais fracos em fragmentos de 4300 pb e 3100

pb.

ginB

M 1 2 3 4
(bp)

5000 - ‘.

3000 -
- -

1500 -

Figura I1.3.1. Padrdo de hibridizagdo do gene gInB com o DNA genémico de A. amazonense digerido
com diferentes enzimas de restrigao.

M - Marcador de massa molecular, 1 -DNA genoémico de A. amazonense digerido com Sall, 2 - com
Ncol, 3 - Pstl € 4 — com HinclI.

I1.3.3. Clonagem e identificaciio do gene gInK de A. amazonense

A partir dos resultados anteriores de hibridizagdo, foi construida uma
biblioteca gendmica parcial oriunda dos fragmentos do DNA gendmico de A.
amazonense digerido com Sall, visando isolar genes que codificam para proteinas PII.
Foram analisadas aproximadamente 80 seqiiéncias de diferentes clones e através de
analise comparativa (pelo programa Blastx), foi identificado um clone (pAAGLNK) que
continha um gene que codifica para uma proteina PII. O clone pAAGLNK foi
totalmente seqiienciado e analisado por ferramentas de bioinformatica, sugerindo que o

gene em questdo codifica para um ortélogo de proteinas GInK (figura I1.3.2).
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glnK_Aa 112
glnZ_Ab 112
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PK K6e 6 D 6 6 a Tg4IGDGK6FV 6 6RIRTGE A6
Figura I1.3.2. Alinhamento de GInK de A. amazonense com proteinas PII de diferentes bactérias.
A.amazonense (Aa); A.brasilense (Ab), Azotobacter sp. (Az), E.coli (Ec), Herbaspirillum seropedicae
(Hs), Klebsiella pneumoniae (Kb) e Rhodospirillum rubrum (Rr). A seta indica o residuo onde ha
modificagdo covalente pela enzima UTase/UR. O alinhamento foi realizado pelo programa ClustalX.
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A tabela II.3.1 mostra os graus de similaridade e identidade do produto
deduzido do gene gInK de A.amazonense com PIIs de diferentes organismos. Como
podemos observar a proteina GInK de A. amazonense possui 73,2 % e 67,9 % de
identidade com as proteinas GInZ de A. brasilense ¢ GInJ de R. rubrum,

respectivamente, e 84,8 % de similaridade com ambas.

Tabela I1.3.1: Grau de similaridade e identidade da proteina GInK de A. amazonense com proteinas PII de
diferentes organismos.

Proteina Bactéria Identidade (%)  Similaridade (%)
GInB A. brasilense 59,8 77,7
Azotobacter sp. 57,1 77,7
E. coli 59,8 79,5
Herbaspirillum seropedicae 60,7 76,8
Klebsiella pneumoniae 58,9 78,6
Rhodospirillum rubrum 60,7 78,6
GInJ R. rubrum 67,9 84,8
GInK Azotobacter sp. 59,8 80,4
E. coli 57,1 78,6
H. seropedicae 61,6 78,6
K. pneumoniae 58,9 78,6
R. rubrum 62,5 74,1
GlnY Azotobacter sp. 58,9 81,3
Glnz A. brasilense 73,2 84,8
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Com o objetivo de obter mais informagdes sobre a classificagdo do gene
isolado dentro do grupo das proteinas GInK, foi realizada uma analise filogenética pelo
método Neighbor Joining. A analise deste resultado confirma que a proteina GInK de A.

amazonense forma um clado com proteinas GInK de diferentes organismos (fig. 11.3.3).

67 GInK Aa
56 | L GInZAb
6 GInK Rr
37 GInJ Rr
% — GInK Ec
L
100 '— GInK Kp
28 —— GInK Az
7B5L——— GInK Hs
21
GInY Az
67 GInB Hs
GInB Az

o5 r GInB Ec
100 L GInB Kp

GInB Ab

BL— GInBRr

Pl Mm
—
0.05

Figura I1.3.3. Analise filogenética das proteinas PII de diferentes diazotrofos.

A analise foi realizada através do método Neighbor-Joining, utilizando o software MEGA 4.0. Os valores
de bootstrap (1000 replicatas) sdo mostrados na base do clado. A.amazonense (Aa); A.brasilense (Ab),
Azotobacter sp. (Az), E.coli (Ec), Herbaspirillum seropedicae (Hs), Klebsiella pneumoniae (Kb) e
Rhodospirillum rubrum (Rr). PIl Mm — proteina PII de M.maripaldus (ZP_01801294): grupo externo.

A andlise da seqiiéncia de nucleotideos do fragmento isolado contendo o
gene gInK revelou que este gene se encontra em um contexto génico igual ao de A.
brasilense: a montante do gene gInK se encontra o gene ubiH (que codifica uma
provavel enzima envolvida na sintese de ubiquinona) e a jusante, os genes aat (que
codifica uma provavel aspartato amino transferase) e ftsK (que codifica uma proteina
envolvida em divisdo celular), respectivamente. As regides codificadoras possuem um

alto grau de conservagdo, em contraposicdo com as regides intergénicas, que nao

possuem nenhum grau de identidade entre estas espécies (fig. 11.3.4).
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Figura I1.3.4. Representacdo grafica demonstrando grau de identidade entre a regido génica de gInZ de
A.brasilense com a regifio génica de gInK de A.amazonense.

A linha diagonal mostra as regides de identidade. Os genes sdo representados pelas setas e o sentido delas
indica a orientagdo da transcri¢do. A representagdo grafica foi gerada pelo programa Argo.

I1.3.4. Presenca de dois genes que codificam proteinas PII no genoma de A.

amazonense

Para confirmagdo da presenca de um segundo gene que codifica
proteinas do tipo PII em A. amazonense foi realizado um experimento de hibridizacao
utilizando como sonda o fragmento contendo o gene gInK. Através deste experimento
foi possivel confirmar que os fragmentos que contém o gene gInK de A. amazonense
correspondem aos sinais fracos de hibridizacdo quando gInB foi utilizado como sonda

(comparar a figura I1.3.1 com a figura 11.3.5).
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Figura I1.3.5. Padrdo de hibridizagdo do gene gInK com o DNA gendémico de A. amazonense digerido
com diferentes enzimas de restrigao.

M - Marcador de massa molecular, 1 -DNA gendmico de A. amazonense digerido com Sall, 2 - com Ncol
, 3 - Pstl e 4 — com Hincll.

A andlise da figura I1.3.5 revela que no DNA gendmico digerido com Sal
I, houve dois sinais de hibridizagdo, sendo o mais forte em fragmentos de
aproximadamente 4400 pb e o mais fraco no de aproximadamente 2000 pb. No DNA
digerido com Ncol, houve um sinal forte em fragmentos com 1500 pb. No DNA
digerido com Pstl houve um sinal forte de hibridizacdo nos fragmentos com cerca de
5000 pb e outros mais fracos em fragmentos com mais de 5000 pb. No DNA digerido

com Hincll, houve um sinal forte em fragmentos com cerca de 3000 pb.

I1.3.5. Analise “in silico” das regides regulatorias dos gene gInK e aat de A.

amazonense

A proteina NtrC esta associada a ativacdo da transcricdo de genes do
metabolismo do nitrogénio, sendo capaz de se ligar ao DNA em regides a montante de
promotores dependentes de 6>*. Com o objetivo de analisar os mecanismos de regulagdo
que ocorrem no gene gInK de A. amazonense, a regido regulatoria foi analisada através

de ferramentes de bioinformatica. Os motivos pesquisados foram sitios de ligacdo de
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proteinas relacionadas a ativacdo da transcricdo como NtrC e sitios de ligagdo para
subunidade ¢™* da RNA polimerase. Foi construida uma matriz de peso a partir de
seqiiéncias de ligagdo a NtrC caracterizadas de genes de diferentes proteobactérias
(tabela II.3.2). Analisando as regides intergénicas do grupamento génico ubiH-glnK-
aat-ftsK, foram encontradas 4 possiveis regioes de ligagdo a NtrC, todas a montante de

gInK (fig. I1.3.6).

Tabela I1.3.2: Matriz de peso baseada em 28 sitios caracterizados de ligacdo a NtrC de genes envolvidos
no metabolismo do nitrogénio de proteobactérias.
A matriz foi desenvolvida utilizando o programa Make Weights do pacote Staden.

P 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
A 5 0 O 10 3 9 16 10 9 9 3 O 1 3 O 1 19
c 9 0 27 13 15 7 4 2 3 2 2 5 5 4 1 26 2
G O 27 1 3 5 6 1 2 1 5 3 16 19 8 23 1 4
T 14 1 0 2 5 6 7 14 15 12 20 7 3 13 4 0 3

Utilizando uma matriz de peso para promotores o' de Rhizobiales
(DOMBRECHT et al., 2002), foi encontrado apenas um promotor dependente de ¢™* a
montante do gene gInK. No entanto, o promotor gInK ndo segue o padrao usual GG-
10(N)-GC, ja que o ultimo nucleotideo da posi¢ao -12 ¢ uma adenina e ndo uma citosina
(fig. 11.3.6). Também foi encontrado um possivel promotor dependente de o”°
sobreposto a um sitio de ligacio a NtrC a montante do gene gInK e um promotor ¢’°

com alta conservagdo a montante do gene aat (fig. 11.3.6).
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Figura 11.3.6. Mapa fisico e representagdo das regides regulatorias dos genes gInK e aat de A.
amazonense.

glnK, ubiH, aat e ftsK sdo genes que foram identificados pelo seqiienciamento do fragmento de
aproximadamente 3 Kb do plasmideo pAAGLNK. As setas demonstram o sentido da transcri¢@o génica e
as que sdo interompidas por tragos pontilhados possuem as seqiiéncias parciais dos genes. As seqiiéncias
em negrito correspondem a regides de ligagdo do fator ¢”°, encontradas utilizando a matriz de peso
descrita por MacLellan et al., 2006. A seqiiéncia sublinhada corresponde a um possivel promotor
dependente de ¢°*, tendo como base a matriz de peso descrita por Dombrecht et al., 2002. As seqiiéncias
cercadas por retdngulos sdo possiveis locais de ligagdo do fator de transcri¢do NtrC, tendo como base a
matriz de peso descrita por este trabalho. Em T em negrito estd a localizagdo de um possivel terminador
de transcri¢do independente de fator Rho, determinado pela utilizagdo do programa MFold.

Para a determinagdo de terminadores transcricionais independentes do
fator Rho, foi utilizado o software MFold, que permite prever a formacao de estruturas
secundarias no RNA a partir da seqiiéncia de DNA. Parte da regido 3’ do gene gInK esta
envolvida na formag¢ao de um grampo de AG®° = -10 Kcal/mol sendo este grampo

imediatamente seguido por uma regido rica em uridilas (fig. I1.3.7).
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Figura I1.3.7. Representagdo grafica de um possivel grampo de terminagdo do gene gInK de
A.amazonense gerada pelo software SFOLD. AG°= -10 Kcal/mol.
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11.3.6. Regulacgao da expressao dos genes gInB e gInK de A. amazonense

Na maioria dos organismos a expressdo das proteinas tipo PII apresenta
regulagdo transcricional dependente da disponibilidade de nitrogénio. Em A.
amazonense os dois genes isolados neste trabalho, que codificam para as proteinas GInB
e GInK, também apresentam esse perfil. Através do experimento de Dot blot foi
comprovado que os genes gInB e gInK sdo induzidos quando a bactéria é cultivada em
meio sem nitrogénio disponivel. A expressdo de gInB aumenta apds a primeira hora de
cultivo em meio sem nitrogénio, enquanto que o gene gInK atinge o nivel maximo de

expressao somente apos 2 horas (fig.I1.3.8).

NH,CI
1 2

ginB

ginK

Figura I1.3.8. Analise da expressdo dos genes gInB e gInK de A. amazonense.

Padrdo de hibridizagdo dos genes gInB, gIlnK e rDNA 16S com o RNA total de A. amazonense cultivado
em condicdes de suficiéncia de nitrogénio (NH4CI 50 mM) ou auséncia de nitrogénio. Os numeros 1, 2 e
3 referem-se a uma, duas e trés horas de cultivo. NH,4Cl indica cultivo em meio contendo cloreto de
aménia 50 mM e sem N indica cultivo em meio desprovido de fonte nitrogenada. gInB, gInK e 16S
indicam a sonda utilizada. RNA mostra as bandas de rRNA 23S e rRNA 168 resolvidas por eletroforese
em gel de agarose 2% e coradas com brometo de etideo.
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11.3.7. Expressio da proteina GInK-T7 Tag em Escherichia coli

Visando purificar a proteina GInK e estudar seus possiveis alvos de

interagdo, foi construido o plasmideo pTK, que expressa a proteina GInK fusionada com

um T7 Tag. O tamanho deduzido de GInK-T7 Tag ¢ de 13, 6 KDa. O experimento de

SDS-PAGE demonstrou que a proteina heterologa esta com a massa molecular esperada

de 13,6 KDa e que estd na fragdo solivel do extrato protéico (fig. I1.3.9).
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Figura 11.3.9. Analise SDS-PAGE da expressdo heterdloga da proteina GInK-T7 de A. amazonense.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 17% em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). M — Benchmark
Ladder, 0 — ndo induzido, 1, 2 ¢ 3 — uma, duas e trés horas apos indugdo com IPTG. A seta a direita

mostra a faixa onde ha acumulo de GInK-T7.
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DISCUSSAO

As proteinas triméricas PII compdem uma das familias mais conservadas
no mundo procaridtico e tém papel significativo na coordenagdo do metabolismo do
nitrogénio de muitos microrganismos. A presenca de homoélogos de PII no genoma de
bactérias da classe Proteobacteria ¢ variada, de um a trés genes (ARCONDEGUY etal.,
2001). A. brasilense possui dois genes que codificam para proteinas PII, gInB e gInZ,
que possuem diferentes fun¢des no metabolismo do nitrogénio (de ZAMAROCZY,
1998; HUERGO et al., 2006).

O presente trabalho demonstou, por intermédio de experimentos de
hibridizacao (fig. 11.3.1 e fig. 11.3.5), que o genoma de A. amazonense contém dois
genes que codificam proteinas PII. A partir desta informagao, foi construido um banco
gendmico parcial de A. amazonense, que permitiu o isolamento e seqiienciamento
integral de um fragmento de aproximadamente 3 kb que continha o gene gInK, um
paralogo de gInB.

De modo geral, as proteinas GInK sdo distinguidas das proteinas GInB
por terem um residuo hidrofébico na posicao 3 e isoleucina, treonina ou metionina na
posi¢do 5 (ARCONDEGUY et al., 2001). O produto do gene gInK de A. amazonense
possui uma leucina na posi¢do 3 e uma valina na posi¢do 5 (fig. I1.3.2). A proteina
GInK de A. amazonense possui 73,2 % ¢ 67,9 % de identidade com as proteinas GInZ
de A. brasilense e GInJ de R. rubrum, respectivamente, ¢ 84,8 % de similaridade com
ambas (tabela I1.3.1). A analise filogenética, feita pelo método Neighbor-Joining, indica
uma grande proximidade evolutiva de GInK com essas proteinas (fig. 11.3.3). Como

GInZ de A. brasilense ¢ altamente similar com a proteina GInK de Rhizobium etli,
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Arcondéguy et al. (2001) sugeriram que essa proteina fosse designada como GInK. Por
1sso, o gene isolado por nosso trabalho foi denominado desse modo. A andlise
filogenética revelou que as proteinas PII de A. amazonense estdo em clados discretos,
assim como em muitas bactérias da subclasse a-proteobacteria, sugerindo que ocorreu
um evento de duplica¢io génica anterior ao evento de especiagio (ARCONDEGUY et
al., 2001; de ZAMAROCZY, 1998; TRENTINI, 2007).

A analise da estrutura primaria de GInK de A. amazonense (fig. 11.3.2)
mostra que na posi¢cdo 51 hd um residuo de tirosina, provavel sitio de modificacdo
covalente pela acdo da enzima UTase/UR (GInD). Nas bactérias da classe
Proteobacteria, as proteinas PII s3o modificadas covalentemente pela enzima UTase/UR
dependendo do status de nitrogénio. Quando ha disponibilidade de nitrogénio, a
atividade UR promove a remo¢do de UMP da tirosina-51, e quando ha limitagdo de
nitrogénio, a UTase transfere um UMP para a tirosina-51. Assim, o estado de
modificacdo de PII, desuridilada ou uridilada, definird a atividade dessa proteina
(ARCONDEGUY et al., 2001). A forma desuridilada das proteinas PIIs (suficiéncia de
nitrogénio) liga-se a histidina proteina cinase NtrB e ativa sua atividade de fosfatase,
que conseqiientemente remove o fosfato de NtrC, inativando esse importante fator de
transcrigao de genes do metabolismo do nitrogénio. A forma fosforilada de NtrC (ativa)
estd presente quando ha limitacdo de nitrogénio, ou melhor, quando as PlIs estdo
totalmente uridiladas e incapazes de interagir com NtrB (ARCONDEGUY et al., 2001;
DIXON & KAHN, 2004).

Em E. coli, o gene gInK ¢ o gene amtB (que codifica um transportador
de amodnia) formam um operon e isso levantou a hipdtese de que os produtos protéicos
desses genes interagiriam fisicamente (THOMAS et al., 2000). Recentemente muitos
estudos comprovaram a interagdo fisica de GInK com AmtB em diferentes organismos
(CONROY et al.,, 2007; HUERGO et al., 2006; LEIGH & DODSWORTH, 2007;
WOLFE et al., 2007). O transportador de amdnia AmtB ¢ inativado pela formacao de
um complexo reversivel com GInK em resposta a mudancas micromolares da
concentragdo extracelular de amonia (JAVELLE et al., 2004).

Muitos organismos, de Archaea a bactérias, possuem essa mesma
organizagdo génica, portando foi proposto que os genes gInK e amtB constituiriam um

sistema sensor de amoénia ancestral e que subseqlientemente teria se adaptado ao
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controle de outros aspectos do metabolismo do nitrogénio (JAVELLE & MERRICK,
2005).

No entanto, como mostrado na figura 11.3.4, o gene gInK de A.
amazonense esta em um contexto génico nao usual, similar ao contexto do gene gInZ de
A. brasilense, sendo flanqueado a montante pelo gene ubiH, que provavelmente codifica
uma enzima envolvida na sintese de ubiquinona, ¢ a jusante pelos genes aat, que
codifica uma provavel aspartato aminotransferase (transaminase envolvida na conversao
de glutamato e oxalacetato em L-aspartato e 2-cetoglutarato e vice-versa) e ftsK,
envolvido na divisao celular (de ZAMAROCZY, 1998). Comparando a regido do gene
gInK de A. amazonense com a regido do gene gInZ de A. brasilense por dot plot,
verificamos que ha um alto grau de identidade nas regides codificadoras, em
contraposi¢do com as regides intergénicas, que nao possuem conservacao. Tendo em
vista que gInZ esta localizado a montante do gene aat, Arcondéguy et al. (2001)
sugeriram que GInZ poderia regular o produto deste gene.

As proteinas GInJ de R. rubrum e GInZ de A. brasilense interagem
fisicamente com a proteina DraG, que tem papel fundamental na reativagdo da
dinitrogenase redutase através da remocdo da ADP-ribose. Essas proteinas estdo
envolvidas na formagdo de um complexo ternario AmtB-GInZ(GInJ)-DraG na
membrana plasmadtica, impossibilitando a ativacdo da Fe-proteina no citoplasma em
condigdes de suficiéncia de nitrogénio (HUERGO et al., 2006; WANG et al., 2005). No
entanto, ndo foi localizado nenhum gene que codifique as enzimas do sistema
DraG/DraT no genoma de A. amazonense (FU et al., 1989), conseqilientemente estudos
sdo necessarios para elucidar o papel de GInK em A. amazonense.

Em E. coli, a enzima glutamina sintetase (GS) ¢ regulada por adenilagdo
e as proteinas PII tém papel importante nesse controle, entretanto, em A. brasilense,
nem GInZ, nem GInB tém papel na adenilagio da GS (ARCONDEGUY et al., 2001; de
ZAMAROCZY, 1998; LEIGH & DODSWORTH, 2007).

A regido a montante de gInK de A. amazonense demonstra elementos
usuais de genes regulados pela disponibilidade de nitrogénio, como sitio de ligagdo a
NtrC e o promotor dependente de o°*. Em K. pneumoniae, E. coli, A. brasilense,
Azorhizobium caulinolans e Rhizobium etli, gInK ¢ transcrito principalmente através de

um promotor dependente de o ativado por NtrC em condigdes de limitagio de

59



nitrogénio (ATKINSON et al., 1998; de ZAMAROCZY, 1998; JACK et al., 1999;
MICHEL-REYDELLET et al., 1999; TATE et al., 1998).

Foi construida uma matriz de peso considerando as seqiiéncias UASs de
NtrC de diferentes proteobactérias (tabela 11.3.2), que permitiu localizar quatro sitios de
ligagdo a NtrC a montante de um possivel promotor dependente de o> do gene gInK
(fig. I1.3.6). A presenga de inumeros sitios de NtrC estaria envolvida na oligomerizagao
desse fator de transcricdio (METTKE et al., 1995), que interagiria com o aparato
RNApol-6>* por uma alga de DNA gerada pela proteina IHF (DIXON & KAHN, 2004).
O promotor ¢ putativo foi encontrado usando uma matriz de peso definida para
promotores de organismos da ordem Rhizobiales (DOMBRECHT et al., 2002) e desvia
um pouco do consenso na regido -12 pela presenca de uma adenina no local de uma
citosina.

Além dos sitios de ligagdo a NtrC e 4 6°*, hd um provavel sitio de ligagio
ao fator ¢'° sobreposto aos sitios de NtrC (fig. I1.3.6), baseando-se no consenso definido
por MacLellan et al. (2006). Uma situagdo parecida ocorre na regido regulatoria do
operon NifR3-ntrBC de A. brasilense, que possui um promotor putativo dependente de
6’” sobreposto a uma provavel UAS de NtrC (MACHADO et al., 1995). Isso também
ocorre na regido regulatoria do operon gInBA de A. brasilense onde em condi¢des de
limitacao de nitrogénio gInB e gInA sao cotranscritos em grande quantidade pela agao
de um promotor dependente de 6>* e em condig¢des de excesso de nitrogénio, os genes
sdo transcritos em um nivel menor através de um promotor ¢’ que se sobrepde a um
sitio de ligagdo a NtrC (de ZAMAROCZY et al.,, 1990). Huergo et al. (2003)
demonstraram que a transcri¢do de gInB ¢ dependente de NtrC e que essa proteina
exerce um efeito negativo na transcrigdo dependente do promotor 6"

O gene gInZ de A. brasilense ¢ transcrito de forma monocistronica e
possui dois terminadores independentes de Rho a jusante de sua regido codificadora,
confirmados pelos resultados de hibridizacdo (de ZAMAROCZY, 1998). De forma
similar, é provavel que o gene gInK de A. amazonense ndo forme um operon com o
gene aat. Dois fatos que corroboram com esta hipotese sdo a presenca de um possivel
terminador na regido 3’ de gInB e a presenca de um promotor ¢'° altamente conservado
a montante do gene aat, segundo o consenso definido para Rhizobia (MacLELLAN et
al., 2006). O possivel terminador de gInK possui caracteristicas como a formagao de um

grampo de energia livre de Gibbs de -10 Kcal/mol em 25°C e a regido 3’ proximal rica

60



em uridilas (fig. 11.3.7), que sdo congruentes aos trabalhos de analise in silico de
terminadores independentes de Rho (de HOON et al., 2005; KINGSFORD et al., 2007,
LESNIK et al., 2001; UNNIRAMAN et al., 2002).

Corroborando com os resultados encontrados na andlise da regido
regulatoria de gInK de A. amazonense, foi confirmado através de experimentos de
hibridizagao que esse gene ¢ expresso em condi¢des de limitagdo de nitrogénio (fig.
I1.3.8). Ha um aumento gradual na expressdo de gInK horas apos o cultivo em meio sem
ntrogénio, assim como gInB, que atinge um nivel alto de expressdo mais rapidamente.
No entanto, em suficiéncia de nitrogénio (NH4Cl 50 mM), ndo foram detectados sinais
de hibridiza¢ao utilizando como sonda gInB e gInK. Isso pode ser uma limitacdo da
técnica ja que experimentos de RT-PCR realizados em nosso laboratério demonstraram
a expressdo reduzida de gInB em condi¢des de suficiéncia de nitrogénio (TRENTINI,
2006). Como gInK nao foi detectado por RT-PCR, provavelmente NtrC funcione como
um repressor em condi¢des de suficiéncia de nitrogénio, ja que a UAS se sobrepde ao
provavel promotor 6'°, como no caso do gene gInB de A. brasilense (HUERGO et al.,
2003).

Visto que as proteinas PII tém fungdo importante sobre a regulacdo da
proteina NtrB (que fosforila NtrC) em outros organismos, provavelmente essas
proteinas se auto-regulam transcricionalmente, no entanto, evidéncias experimentais
ainda s30 necessarias em A. amazonense.

A presenga de aspartato como fonte Unica de nitrogénio tem como
conseqiiéncia um aumento significativo da transcri¢do do gene gInZ em A. brasilense,
provavelmente pelo aumento da concentragdo de NtrC-P. Pode ser que o produto do
gene aat esteja envolvido neste mecanismo (de ZAMAROCZY, 1998).

Tendo em vista a dificuldade de tragar um paralelo com outros sistemas
bacterianos, a proteina GInK de A. amazonense foi expressa em um sistema heterélogo,
visando purificagdo e utilizacdo em experimentos de pull-down. Assim, sera possivel
elucidar possiveis alvos protéicos de interacdo. A proteina GInK recombinante esta
fusionada a uma cauda de T7, que facilitara o processo de purificagdo por cromatografia

de afinidade.
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CAPITULO 111

Isolamento de genes de A. amazonense
com expressao dependente da

disponibilidade de nitrogénio
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INTRODUCAO

O género Azospirillum ¢ composto por bactérias que promovem o
crescimento de plantas através de diversos mecanismos, como a producdo de
fitormonios e a fixagao do nitrogénio. Estas bactérias demonstram um metabolismo do
nitrogénio e do carbono versatil, caracteristica importante para que as células se
estabelecam no competitivo ambiente da rizosfera (HARTMANN & ZIMMER, 1994).

A organizagdo dos genes no genoma dos membros do género
Azospirillum é complexa: os genomas variam de 4,8 Mbp (A. irakense) a 9,7 Mbp (A.
lipoferum Sp59b) e a informagdo genética se encontra distribuida em diversos replicons.
O genoma de A. amazonense Y2 ¢ estimado em 7,3 Mbp sendo dividido em quatro
replicons de tamanhos variados (MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Bactérias que habitam o solo, como as do género Azospirillum, tendem a
possuir diversos sistemas de regulagdo génica, tendo em vista as condi¢des adversas
enfrentadas nesse ambiente altamente varidvel quanto a disponibilidade de nutrientes e a
fatores fisico-quimicos. Analises computacionais revelaram que existe uma correlagao
entre o numero de fatores de transcrigdo com o tamanho do genoma e com o nicho que a
bactéria ocupa. Estas andlises sugerem que quanto maior o genoma, maior quantidade
de reguladores por gene sdo codificados. Além disso, as bactérias que vivem em
ambientes como solo e dgua tendem a possuir um nimero maior de reguladores por
gene, se comparadas com patdgenos intracelulares e endosimbiontes, havendo uma forte
pressdo seletiva para uma expressdo génica regulada e coordenada, diferentemente de
ambientes considerados estaveis (€.g. hospedeiro de um patégeno) (CASES et al.,

2003). Uma vez que o ambiente de solo ¢ muito dinamico, a bactéria deve acompanhar
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essas mudancas modificando seu metabolismo, garantindo assim, sua sobrevivéncia
(CASES et al., 2003; ROSZAK & COLWELL, 1987). O papel dos replicons na
sobrevivéncia das espécies do género Azospirillum no ambiente e in vitro deve ser
determinada, mas provavelmente € o que deve permitir a ampla distribuicao ecoldgica e
flexibilidade metabdlica do género (MARTIN-DIDONET et al., 2000).

O nitrogénio ¢ um elemento indispensavel para vida, pois compde
moléculas bioldgicas como proteinas e acidos nucléicos. Normalmente, este elemento ¢
assimilado pelas bactérias na forma de amonia e fontes nitrogenadas alternativas devem
ser assim convertidas para serem assimiladas. Com isto, a utilizagdo destas fontes
alternativas de nitrogénio ¢ regulada para minimizar o desperdicio energético pela
bactéria. Como resultado, estas vias assimilatorias sao reprimidas quando hé suficiéncia
de nitrogénio e induzidas em condigdes de deficiéncia de nitrogénio (LEIGH &
DODSWORTH, 2007). Muitos estudos avaliaram genes bacterianos envolvidos na
resposta a limitagdo de nitrogénio, mas a maioria destes estudos foi realizada em
organismos com o genoma seqiienciado (e.g. KABIR et al., 2004; SCHWAB et al.,
2007, TOLONEN et al., 2006; VEIT et al., 2006). Uma desvantagem no estudo
genético de Azospirillum é que ainda nenhum genoma desse género foi publicado,
devido a grande presenca de transposases nos replicons, que dificultam a etapa de
montagem (Gladys Alexandre apud VALVERDE et al., 2006).

A técnica cDNA-RDA ¢ uma alternativa para superar este obstaculo, ja
que permite o isolamento simultineo de genes diferencialmente expressos através de
PCR (HUBANK & SCHATZ, 1999; BECKER et al., 2001).

O objetivo deste trabalho € isolar genes envolvidos na resposta de A.
amazonense a indisponibilidade de nitrogénio, através da técnica Micro-RDA (cDNA-
RDA).
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MATERIAIS E METODOS

II1.2.1. Linhagens bacterianas, meios de cultura e condi¢cdes de crescimento

Azospirillum amazonense Y1 e Escherichia coli XL1-Blue
(SAMBROOK & RUSSELL, 2001) foram cultivados, respectivamente, em meio M79
(FRED & WAKSMAN, 1928) e Luria-Bertani (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). E.
coli contendo o vetor de clonagem pUC18 (e derivados) foi cultivada com o antibidtico
ampicilina na concentragdo de 100 pg/mL. Para a extragdo do RNA usado em
experimentos de Dot Blot, A. amazonense foi cultivado em 100 mL meio M79 liquido a
37°C em 160 rpm de agitagdo orbital até atingir a DOsgp de 0,5. A cultura foi dividida
em duas aliquotas iguais que foram centrifugadas (5000 g por 10 min) e lavadas duas
vezes em 40 mL de meio minimo LGI (DOBEREINER et al., 1995). Apds nova
centrifugagdo, uma aliquota foi resuspendida em 40 mL de meio LGI sem fonte de
nitrogénio e outra em 40 mL de meio LGI acrescido de NH4Cl a 50 mM. As células

foram mantidas neste meio por 3 h a 37°C e 160 rpm de agitagéo.

I11.2.2. Métodos em biologia molecular

Isolamento de DNA plasmidial, eletroforese em gel de agarose, Dot
Blotting, clonagem, quantificagdo de acidos nucléicos por Espectrofotometria UV,
transformagdo bacteriana por eletroporacdo e selecdo de transformantes foram
conduzidos como descrito por Russell & Sambrook (2001). Os acidos nucléicos

também foram quantificados utilizado o aparelho Qubit (Invitrogen).
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Enzimas de restricdo comerciais foram utilizadas de acordo com as
instrugdes dos fabricantes. Purificacdo de DNA foi realizada com o kit GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare). Extragdo de DNA genomico de A.
amazonense foi realizada com proteinase K e fenol/cloroférmio. RNA foi extraido com
reagente Trizol (Invitrogen) e tratado com DNAse (Promega), segundo orientacdes do
fabricante.

Cerca de 3 pg de RNA total de cada condi¢do foi transferido para
membrana de nylon Hybond-N" (GE Healthcare) utilizando o aparelho BioDot

(BioRad), conforme as instru¢des do fabricante.

I11.2.3. Micro-RDA (cDNA-RDA)

O RNA total extraido foi purificado pelo kit MICROBExpress
(Ambion), que remove rRNAs 16S e 23S através de hibridizagdo com oligonucleotideos
complexados com esferas magnéticas. A primeira fita de cDNA foi sintetizada com 100
ng de primers randomicos, utilizando a enzima Improm-II (Promega), segundo as
instrugdes do fabricante. A segunda fita foi sintetizada baseando-se no protocolo
descrito por Sambrook & Russell (2001): a reacao foi realizada em tampao 1X da
DNApol I de E. coli (Promega), dNTP 200 uM, (NH,4),SO; 10 mM, BNAD" 300 uM,
40 U de DNApol I de E. coli (Promega), 2,2 U de RNAse H (Pharmacia) ¢ 20 U de
DNA Ligase de E. coli (Invitrogen) e incubada a 16°C por uma noite.

Micro-RDA (U.S. Patent 5759780) foi realizado de acordo com as
instru¢des descritas em http://www.freepatentsonline.com/5759780.html e em Becker et
al. (2001), contudo a hibridizacao foi realizada com OSPERT (BRUZEL & CHEUNG,
2006) e nao com PERT (MILLER & RIBLET, 1995). O material denominado tester foi

composto pelo cDNA proveniente da condigdo de limitagdo de nitrogénio e o driver foi
composto pelo cDNA proveniente da condi¢do de suficiéncia de nitrogénio. Foram
realizadas trés etapas de hibridizacdo subtrativa com as relagdes tester:driver de 1:100,
1:1000 e 1:10000, respectivamente. O produto integral da terceira etapa do Micro-RDA
foi clonado em pUCI1S8.
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I11.2.4. Reacio de seqiienciamento

O DNA plasmidial extraido foi submetido a reagdo de seqiienciamento
utilizando o kit Dyenamic et dye terminator cycle sequencing (Amersham Biosciences),
desenvolvido para o seqiienciador automatico MEGABACE, utilizando os primers M13

forward ou reverse, conforme o manual do fabricante.

I11.2.5. Analise in silico do produto do Micro-RDA

O pacote Staden foi utilizado para processar os resultados de

seqiienciamento e os genes foram identificados pelo software Blastx e Blastn

(ALTSCHUL et al., 1997).
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RESULTADOS

I11.3.1. Expressao de genes de A. amazonense em resposta a limitacao de nitrogénio

Nas proteobactérias, os genes que codificam para proteinas PII t€ém sua
expressdo induzida quando estdo em condi¢des de limitagdo de nitrogénio. Para
determinar os tempos ideais de extracdo do RNA total de A. amazonense foram
realizados experimentos de hibridizacdo utilizando como sonda os genes gInB ¢ ginK.
Nossos experimentos demonstram que os dois genes que codificam as proteinas PII em
A amazonense também sdo regulados pelos niveis de nitrogénio intracelular. A figura
I1.3.1 mostra que a expressdo do gene gInK atinge maior nivel apds 2 horas de cultivo
de A. amazonense em meio sem nitrogénio. No entanto, o gene gInB atinge niveis altos
de expressao apds 1 hora, com expressdo maxima em 3 horas. Portanto, o tempo
escolhido para extrair o RNA total de A. amazonense foi de 3 horas, j4 que neste
momento deveria existir uma maior abundancia de mRNA de genes expressos nessa

condicdo limitante.
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Figura I11.3.1. Analise da expressdo dos genes gInB e gInK de A. amazonense em condigdes de auséncia
de nitrogénio fixado.

Padrdo de hibridizagdo dos genes gInB, gIlnK e rDNA 16S com o RNA total de A. amazonense cultivado
em condig¢des de suficiéncia de nitrogénio (50 mM de cloreto de amodnia) ou auséncia de nitrogénio. Os
nameros 1, 2 e 3 referem-se a uma, duas e trés horas de cultivo. NH,4Cl indica cultivo em meio contendo
cloreto de amonia 50 mM e sem N indica cultivo em meio desprovido de fonte nitrogenada. gInB, ginK e
16S indicam a sonda utilizada. RNA apresenta as bandas de rRNA 23S e rRNA 16S resolvidas por
eletroforese em gel de agarose 2% e coradas com brometo de etideo.

Tendo como base as condi¢Oes anteriormente estabelecidas, foi extraido
RNA total de A. amazonense cultivado em meio contendo ou ndo fonte de nitrogénio.
Um dos grandes problemas nas extracdes de RNA total ¢ a grande quantidade de RNA
ribossdmico relativa a populagdo de mRNA. Portanto, apos o tratamento com DNase a
populagdo de RNAs foi submetida ao kit MICROBExpress, que minimiza a quantidade
de rRNAs da amostra. A utilizagdo deste Kit visa eliminar essas formas abundantes de
RNA da amostra, que interferem no experimento de cDNA-RNA, através de
hibridizacdo com oligonucleotideos ligados a esferas magnéticas. A figura II1.3.2

mostra que uma redugao significativa na quantidade de rRNA 16S e 23S das amostras.
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Figura I11.3.2. Purificagdo do RNA total de A. amazonense com o kit MICROBExpress.

Gel de agarose 2%/Brometo de etideo demonstrando o RNA extraido de A. amazonense cultivado em
condi¢des de suficiéncia de nitrogénio (50 mM de cloreto de aménia) ou auséncia de nitrogénio por 3
horas e posteriormente purificagdo com o kit MICROBExpress. 1 refere-se ao RNA total de A.
amazonense e 2 refere-se a0 RNA apoés a purificagdo com o kit MICROBExpress. NH,Cl indica cultivo
em meio contendo cloreto de aménia 50 mM e sem N indica cultivo em meio desprovido de fonte
nitrogenada. 23S, 16S e 5S correspondem aos rRNAs 23S, 16S e 58S, respectivamente.
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I11.3.2. Isolamento de seqiiéncias de A. amazonense envolvidas na resposta a

indisponibilidade de nitrogénio através da técnica Micro-RDA (cDNA-RDA)

O Micro-RDA foi composto por trés etapas de subtragdo, com as razdes
tester:driver de 1:100, 1:1000 e 1:10000, consecutivamente, utilizando como tester o
c¢DNA proveniente do cultivo em meio deficiente em nitrogénio ¢ como driver o cDNA
proveniente do cultivo em cloreto de amoénia 50 mM.. O produto integral da terceira
etapa de subtragdo foi clonado em pUCI1S8. Cerca de 10% das seqiiéncias analisadas
comparativamente em banco de dados (pelo software Blastn) ndo apresentaram
identidade com rRNAs. O tamanho desses fragmentos variou de aproximadamente 350

pb até cerca de 100 pb. A tabela abaixo mostra as seqiiéncias identificadas:

Tabela I11.3.1: Genes de A. amazonense provavelmente expressos em resposta a limitagdo de nitrogénio

Seqiiéncia Organismo Proteina Valor E

B07 Magnetospirillum magneticum  DnaK 1x107°

E07 M. magneticum Guanosine polifosfatoo 7 x 107
pirofosfohidrolase/sintetase

E09 A. brasilense Glutamina sintetase 7x 107

FO5 Acidovorax avenae Diguanilato 2x 107"
ciclase/fosfodiesterase”

FO8 - Hipotética -

G04 Xanthobacter autotrophicus NADH-quinona 2x 10
oxidoredutase, cadeia I"

G10 M. magneticum o>’ 4x 107

HO09 Sphingopyxis alaskensis Glutamato sintase” 0,005*

~obtido por BlastX

* utilizando a ferramenta Discontiguous Blast com os parametros usuais, foi obtido o valor de E de 2 x
10" com o produto do gene gltB de A. brasilense, que codifica a subunidade maior de uma Glutamato
sintase dependente de NADPH

"seqiiéncias fusionadas com rDNA
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DISCUSSAO

A técnica RDA (representational difference analysis) foi desenvolvida
por Lisitsyn em 1993 e inicialmente, foi aplicada para elucidar diferencas entre
genomas complexos. Essa técnica combina a hibridizacdo subtrativa com o
enriquecimento cinético de seqiiéncias exclusivas de uma populacido de fragmentos de
DNA (LISITSYN, 1995).

Em 1994, Hubank & Schatz combinaram essa técnica com o
procedimento de cDNA, permitindo a deteccdo de genes diferencialmente regulados.
Intimeros trabalhos demonstraram a viabilidade dessa técnica (e.g. BAEZA et al., 2007,
HABBE et al., 2007, SPEROTTO et al., 2007, DUTRA et al., 2004), no entanto a
maioria esta restrita para organismos eucaridticos. Ha poucos relatos de trabalhos que
adaptaram a técnica de cDNA-RDA em bactérias com sucesso (BECKER et al., 2001;
BOWLER et al., 1999; LI et al., 2001; MEHTA & ROSATO, 2005; TAYLOR et al.,
2003; WESTBROCK-WADMAN et al., 1999).

A principal dificuldade na aplicacdo desta técnica em bactérias ¢ a
sintese de cDNA, ja que o mRNA bacteriano ¢ altamente 1abil. Adicionalmente, nem
todos mRNAs sdo poliadenilados e aqueles que sdo, possuem uma cauda de poli(A)
muito curta (DREYFUS & REGNIER, 2002; SARKAR, 1997). Por isso, € inevitavel a
utilizagdo de RNA total na sintese de cDNA, conseqiientemente gerando um
enriquecimento para cDNAs oriundos de rRNAs, as formas mais abundantes de RNA
na célula (BOWLER et al., 1999).

Para contornar o problema de contaminacdo por fragmentos de genes de

rRNA, duas abordagens principais foram adotadas: a utilizagdo de um driver
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suplementado com amplicons derivados dos genes que codificam os rRNAs 16S e 23S
(BOWLER et al., 1999; MEHTA & ROSATO; TAYLOR et al., 2003) ou a realizagdo
de etapas de subtragdo altamente “estringentes” (com a relagao tester:driver chegando a
1:10000). Essas etapas foram realizadas pela incorporacdo da técnica de reassociagdo
em emulsdo de fenol (PERT), que possibilita a utilizacdo de quantidades infimas de
amostra, viabilizando as hibridizagdes altamente “estringentes” (BECKER et al., 2001;
BRUZEL & CHEUNG, 2006; MILLER & RIBLET; 1995; WESTBROCK-WADMAN
etal., 1999).

Em contrapartida, a técnica de cDNA-RDA nido ¢ limitada a bactérias
com genomas descritos e tem alta sensibilidade, ja que ¢ baseada em PCR (BOWLER et
al., 1999).

Tendo em vista que A. amazonense ¢ uma bactéria que promove o
crescimento vegetal e que vive em um ambiente adverso (i.e. solo), seria importante
avaliar os mecanismos que permitem a ampla distribui¢do das bactérias desse género no
mundo e que permitem o estabelecimento no competitivo ambiente da rizosfera.

O presente trabalho utilizou a técnica de micro-RDA para elucidar genes
envolvidos na resposta de A. amazonense ao estresse por limitacao de nitrogénio.

O RNA total de A. amazonense foi preparado tendo como base o padrao
de expressdo dos genes gInB e gInK, que apresentam uma maior quantidade de
transcritos ap6s 3 horas de cultivo em condi¢des de limitagdo de nitrogénio (fig. I11.3.1).

Visando diminuir a contaminacdo da amostra de RNA com rRNAs,
utilizou-se o kit MICROBExpress, que eclimina essas formas abundantes de RNA
através de hibridizagdo com oligonucleotideos complexados a esferas magnéticas.
Como mostrado na figura I11.3.2, houve uma redugdo significativa dos rRNAs 16S e
23S da amostra.

Subseqiientemente, as amostras de RNA foram convertidas em cDNA e
o procedimento de Micro-RDA foi executado utilizando como driver a condigdo de
suficiéncia de nitrogénio e como tester a condi¢ao de limitacao.

A técnica teve um grau de eficiéncia muito baixo, somente cerca de 10%
das seqiiéncias sao potencialmente diferenciais (trés vezes menor que o trabalho de
BOWLER et al., 1999). No entanto foi possivel isolar 8 fragmentos que correspondem a
genes que provavelmente estdo envolvidos na resposta de A. amazonense a limitagdo

do nitrogénio (tabela I11.3.1). Trabalhos utilizando outras bactérias isolaram cerca de 5-
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7 genes diferencialmente expressos (BOWLER et al., 1999; BECKER et al., 2001;
TAYLOR et al., 2003). Outros trabalhos, como o de Mehta & Rosato (2005)
identificaram cerca de 37 genes de Xanthomonas axoponodis e revelaram que a
freqliéncia de clones contendo cDNA proveniente de rRNA era de 30%, enquanto que
Westbrock-Wadman et al. (1999) identificaram cerca de 30 ORFS de Pseudomonas
aeruginosa apos o seqiienciamento de 200 clones.

As seqiiéncias isoladas por este trabalho foram analisadas através da
ferramenta Blast, que permitiu a identificacdo de seis genes com alta similaridade a
genes de bactérias da subclasse a-proteobacteria. No entanto, a seqliéncia FOS5 possuiu
similaridade com o gene de Acidovorax avenae, uma bactéria da subclasse [-
proteobacteria. A seqiiéncia FO8 ndo apresentou similaridade com nenhum seqiiéncia
depositada nos bancos de dados (GenBank), por isso foi denominada hipotética.

O produto protéico deduzido da seqiiéncia E09 possui alta similaridade
com a proteina glutamina sintetase de A. brasilense. Essa enzima ¢ codificada pelo gene
glnA, que nas bactérias da subclasse a-proteobacteria, forma um operon com o gene
glnB, que codifica uma proteina PII. Huergo et al. (2003) demonstraram que o operon
gInAB ¢ ativado transcricionalmente em limitagao de nitrogénio pela a¢do da proteina
NtrC. Outro dado que corrobora esse fato ¢ que o gene gInB de A. amazonense ¢é
altamente expresso em condi¢des de limitacdo de nitrogénio (fig. I111.3.1), no entanto, a
organiza¢ao de gInA ¢ gInB em um operon tem ainda de ser determinada em A.
amazonense.

A seqiiéncia HO9 corresponde a parte do gene gltB, que codifica para a
subunidade maior da glutamato sintase (GOGAT). Em Azospirillum lipoferum a
atividade de GOGAT ¢ maior quando a bactéria cresce em N, como Unica fonte de
nitrogénio (OKON et al., 1976). O promotor do gene gltB de A. brasilense possui sitios
potenciais de ligagio a o°* e de ligacdo a NifA (MANDAL & GHOSH, 1993). Essas
evidéncias suportam que provavelmente o gene (ItB das bactérias do género
Azospirillum tenha um aumento na transcri¢do em condi¢des de limitagao de nitrogénio.

Também existem evidéncias que em Corynebacterium glutamicum, ginA
e gItB sdo expressos em resposta a limitagdo de nitrogénio (SCHULZ et al., 2001,
SILBERBACH et al., 2005).

A seqiiencia FO5 contém similaridade com wuma diguanilato

ciclase/fosfodiesterase, enzima que controla os niveis intracelulares de c-di-GMP. Essa
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enzima ¢ bifuncional, sendo seu dominio GGDEF (atividade de diguanilato ciclase)
envolvido na produ¢ao de c-di-GMP a partir de duas moléculas de GTP e seu dominio
EAL (atividade de fosfodiesterase) envolvido na degradacao de c-di-GMP a GMP. A
molécula c-di-GMP ¢ uma molécula sinalizadora que esta relacionada com a formacgao
de biofilmes, produg¢do de exopolisacarideos, adesdo a superficies e atenuacdo da
motilidade (JENAL & MALONE, 2006). Em Pseudomonas putida, situagdes de
estresse por limitagcdo nutricional causam a dissolu¢do de biofilmes, provavelmente para
que as bactérias deixem o ambiente indspito e colonizem outras superficies. Esse
mecanismo pode ser mediado pela atividade de fosfodiesterase, que diminuiria os niveis
de c-di-GMP para que a bactéria adotasse o habito planctonico (GJERMANSEN et al.,
2005). Entretanto, o trabalho de Bleakley et al. (1988) demonstrou que as células de A.
lipoferum cresciam como filamentos em meio com PHB ¢ sem fonte de nitrogénio e
com tempos mais prolongados de cultivo nessas condicdes, elas formavam microflocos.
Seria valido avaliar se as células de A. amazonense exibem esse perfil e se a enzima
diguanilato ciclase estd envolvida nesse processo.

E importante relatar que a anélise feita com a ferramenta Scan Prosite
revelou somente o dominio EAL no polipeptideo deduzido a partir da seqiiéncia FO5
(dados nao mostrados), portanto ndo se pode descartar a conjectura de que este gene
possa codificar para uma enzima sem atividade de diguanilato ciclase. Obviamente,
mais estudos devem ser realizados para melhor avaliar o papel deste gene no estresse
nutricional de nitrogénio em A. amazonense.

A seqiiéncia EQ07 corresponde a parte de um gene que codifica uma
guanosina polifosfato pirofosfohidrolase/sintetase (RelA/SpoT), enzima envolvida na
sintese de GDP 3’difosfato ou GTP 3’ difosfato, que sdo coletivamente chamados de
(p)ppGpp. Essa molécula permite a bactéria sobreviver ao estresse nutricional através
de uma reacdo adaptativa chamada “resposta estringente”, que ja foi descrita em
diferentes géneros bacterianos (JAIN et al., 2006). Foi proposto que quando ha
limitacdo de aminodcidos, hd um aumento na propor¢do de tRNAs desacilados. Com
isso, um tRNA desacilado entraria no sitio A do ribossomo, causando uma parada na
traducdo. Entdo, a enzima RelA reconheceria esse ribossomo “travado” e se ligaria a
ele, resultando na sintese de ppGpp (WENDRICH et al., 2002). A molécula ppGpp ¢
conhecida por exercer uma grande gama de efeitos na fisiologia bacteriana. Um deles ¢

a repressdo da transcrigdo de RNAs estaveis, como tRNA e rRNA, e ativagdo da
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transcricdo de genes que codificam enzimas envolvidas na sintese de aminoacidos
(CASHEL et al., 1996). Essa molécula interage dirctamente com a RNA polimerase,
impedindo a transcri¢do a partir de promotores que formam complexos abertos instaveis
(BROWNING & BUSBY, 2004). Foi relatado que um mutante de Rhizobium etli
incapaz de sintetizar (p)ppGpp tinha sua capacidade de utilizar aminoacidos e nitrato
como fontes de nitrogénio afetada, em condi¢cdoes de limitacdo deste elemento
(CALDERON-FLORES et al., 2005). A molécula sinalizadora (p)ppGpp também esta
envolvida em outras fungdes celulares como esporulacdo, formagdo de biofilmes,
simbiose e viruléncia (JAIN et al., 2006).

As seqiiéncias G10 e BO7 possuem homologia com genes envolvidos em
estresse por choque térmico: G10 codifica o fator 6°* (rpoH) e BO7 codifica a proteina
DnaK (dnaK), uma chaperona.

Em E. coli, o fator ¢°> (rpoH) direciona a RNA polimerase para
promotores dependentes de choque térmico, aumentando a expressdao de genes que
codificam proteinas Hsp. O sistema ¢ retroalimentado negativamente, ja que as
proteinas Hsp (DnaJ, DnaK e GrpE) regulam os niveis de 62, através da degradagio
mediada por FtsH. As chaperonas DnaK/Dnal reconhecem proteinas aberrantes e
desnaturadas, que em excesso, seqiiestram o sistema DnaK/Dnal, permitindo que o fator
6>° se estabelega e promova a transcrigio de genes especificos (GROSS, 1996;
ARSENE et al., 2000). Além de choque térmico, outros fatores induzem proteinas Hsp.
Em 1988, o trabalho de Jenkins et al. reportou que culturas de E. coli limitadas em
glicose ou em fonte nitrogenada exibiam maior resisténcia ao estresse térmico. Também
foi relatado que mutantes dnaK de E. coli sdo muito sensiveis a condigdes de limita¢ao
de nitrogénio (JURKIEWICZ & WOLSKA, 1999; SPENCE et al.,1990). Diferentes
trabalhos demonstraram que as células de E. coli perdem a fidelidade na tradugdo
quando cultivadas em meios limitados nutricionalmente (BARAK et al., 1996;
BALLESTEROS et al., 2001). A falha na tradugdo acompanhada pela modificag@o
oxidativa das proteinas anomalas tem como resultado um aumento na expressao de
genes Hsp. Todavia, o tratamento das células com puromicina, uma droga que causa a
terminacdo prematura da tradugdo, gera muitos polipeptideos desnaturados, que
induzem o sistema Hsp, independentemente da disponibilidade de oxigénio

(FREDRIKSSON et al., 2006). Essas evidéncias podem explicar o fato de genes do
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sistema Hsp estarem sendo expressos em A. amazonense quando cultivado em meio sem
fonte de nitrogénio.

A seqiiéncia G04 codifica parte da subunidade I de uma NADH-quinona
oxidoredutase, um complexo protéico pertencente a cadeia transportadora de elétrons,
envolvida na formac¢ao de um gradiente de protons que dirige processos como sintese de
ATP, transporte de solutos e motilidade flagelar (FRIEDRICH, 1997). A bactéria
diazotrofica Azotobacter vinelandii é capaz de fixar N, em ambientes com altas
concentragdes de oxigénio, ja que sua alta taxa respiratoria consome rapidamente essa
molécula prejudicial a nitrogenase. Essa bactéria possui duas NADH:ubiquinona
oxidoredutases: NHD-I, que tem seu nivel diminuido em altas concentragdes de
oxigénio, e NHD-II, que tem seu nivel aumentado em excesso de oxigénio e limitagdo
de amonia. Bertsova et al. (1998) sugeriram que NHD-II estaria envolvida na protecao
respiratoria da nitrogenase. Contudo, esse modelo deve ser examinado com prudéncia,
pois o gene isolado de A. amazonense codifica para a subunidade I de NHD-I e nao ha
evidéncias da existéncia de respiracdo protetiva da nitrogenase em A. brasilense
(NELSON & KNOWLES, 1978).

Podemos concluir que a maioria dos genes isolados por esse trabalho tem
relagdo com estresse nutricional de nitrogé€nio, todavia ¢ importante ter cautela com as
hipoteses levantadas, porque a expressdo diferencial desses genes em limitagdo de
nitrogénio tem de ser confirmada por RT-PCR ou hibridizagao por Northern blot.

A baixa eficiéncia da técnica de Micro-RDA pode ter sido conseqiiéncia
da qualidade do RNA, que pode ter influenciado na capacidade do kit MICROBExpress
em remover os TRNAS ou na representatividade dos mRNAs na amostra. Mesmo assim,
a técnica mostrou-se sensivel e se melhorada, permitira diferentes abordagens no estudo

genético de A. amazonense com um bom custo-beneficio.
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CAPITULO IV

Discussao geral
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DISCUSSAO

No desenvolvimento desse trabalho foi possivel o isolamento de genes
que provavelmente estdo envolvidos na resposta de A. amazonense a limitacdo de
nitrogénio. Embora poucos genes de A. amazonense tenham sido isolados, ja podemos
ter uma idéia do qudo complexa ¢ a resposta desse organismo a fatores ambientais
adversos. Como discutido anteriormente, o genoma relativamente grande de A.
amazonense seria o principal agente dessa adaptabilidade, j& que poderia abrigar
diversos genes capazes de propiciar um estabelecimento pleno no ambiente hostil.

Diversos relatos na literatura cientifica mostram que genes isolados pelo
nosso trabalho, como gItB, gInK, gInB, gInA ¢ relA estdo claramente envolvidos na
resposta a limitagao nutricional.

Contudo, fica dificil tragar um paralelo com o metabolismo de outros
microrganismos, j& que muitos dados sdo contraditorios. Podemos relatar, como
exemplo, o gene gInK que, em E. coli, tem sua expressdo aumentada na “resposta
estringente” (CHANG et al., 2002), e em C. glutamicum esse gene é reprimido nessas
condi¢cdes (BROCKMAN-GRETZA & KALINOWSKI, 2006). Esses resultados podem
ter sido gerados pela utilizacdo de abordagens técnicas diferentes, mas nido se pode
descartar que esses genes desempenhem fungdes espécie-especificas.

Um dado curioso, apresentado por nosso trabalho, ¢ a expressao
aumentada de DnaK e o2, proteinas envolvidas em estresse térmico. Como as
condi¢cdes de cultivo ndo eram relacionadas diretamente com choque térmico,
provavelmente estes genes estejam envolvidos em outras fungoes.

Um cenario hipotético da resposta de A. amazonense ao estresse
nutricional pela limitagdo de nitrogénio pode ser discutido: o meio limitado
nutricionalmente quanto a fonte de nitrogénio incapacitaria a bactéria em sintetizar

aminoacidos, assim, o mecanismo de traducdo seria interrompido, gerando proteinas
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aberrantes. Dessa forma DnaK interagiria com essas proteinas andmalas, permitindo que
o fator 6°% promovesse a sintese de proteinas Hsp (inclusive DnaK). Ao mesmo tempo,
os ribossomos “travados” no mRNA mensageiro, conseqiiéncia da limitacdo de
aminoacidos, promoveriam a a¢do de RelA, que sintetizaria (p)ppGpp, molécula
sinalizadora da “resposta estringente”. Entdo, (p)ppGpp poderia influenciar a
transcrigdo de diversos genes do metabolismo do nitrogénio, inclusive de reguladores
centrais como ¢gInB ¢ gInK.

Outra hipotese seria que com a limitagdo de nitrogé€nio, ocorrerria um
aumento na concentragdo de 2-cetoglutarato, que interagiria com UTase, promovendo a
uridilacao de proteinas PII. Essas proteinas uridiladas sdo incapazes de interagir com
NtrB, que conseqiientemente, fosforilaria NtrC, fator que poderia ativar a transcri¢ao de
genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio, como gInAB, gInK ¢ gltB . Seria
valido avaliar o papel das proteinas PII na expressdo dos genes relatados no nosso
trabalho e também se RelA tem papel fundamental nesse processo, inclusive na
expressao de gInB e ginK.

O aumento de 2-cetoglutarato na célula também poderia intensificar a
sintese de NADH, via 2-cetoglutarato-desidrogenase (enzima do ciclo de Krebs), e isso
poderia promover de alguma forma a expressao do complexo I da cadeia transportadora
de elétrons, NADH ubiquinona oxidoredutase. Esse aumento na expressdo do complexo
I poderia elevar a taxa de respiragdo aerdbia da bactéria e com isso uma maior produgdo
de ATP, importante para fungdes diversas, como a sintese de reservas nutricionais
(PHB).

Em outros organismos, (p)ppGpp e c-di-GMP (gerado pela enzima
diguanilato ciclase) estdo envolvidos na formagdo de biofilmes. Seria importante avaliar
se A. amazonense se agrega nas condi¢des de limitacdo de nitrogénio como A.
lipoferum, qual o papel desse processo na sobrevivéncia da bactéria e se as moléculas
sinalizadoras (p)ppGpp e c-di-GMP estariam envolvidas no processo.

Muitos genes isolados por nosso trabalho que em principio ndo
demonstram relagdo direta, podem estar vinculados de alguma forma na resposta ao
estresse por limitagdo de nitrogénio. Um exemplo interessante ¢ o que ocorre na y-
proteobactéria Myxococcus xanthus. Essa bactéria desenvolve corpos de frutificagdo
multicelulares em condi¢des de limitagdo de nitrogénio e tende a acumular (p)ppGpp

nessa etapa (MANOIL & KAISER, 1980). Laval-Favre et al. (1997) demonstraram que

80



uma subunidade do complexo enzimatico NADH ubiquinona oxidoredutase ¢ ativada
transcricionalmente nesse desenvolvimento induzido por limitagao nutricional, sendo

ela importante para essa etapa.
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Figura IV.1. Esquema representando possiveis mecanismos de resposta de A. amazonense a
indisponibilidade de nitrogénio.

Em condi¢do de baixa concentragdo de nitrogénio no meio, as proteinas PII seriam uridiladas pela agdo da
enzima UTase. Assim, o transportador de amonia AmtB ficaria liberado da ag@o inibitoria das proteinas
PII e comegaria a transportar amdnia para a célula. GInK uridilada poderia agir sobre a enzima aspartato
amino-transferase e GInB uridilada poderia ativar NifA, um fator de transcri¢do da fixacdo do nitrogénio.
Nesse momento, NtrC estaria fosforilado e poderia promover a transcrigao de diferentes genes envolvidos
no metabolismo do nitrogénio. A limitagdo de aminodcidos seria responsavel pela formagdo de proteinas
andmalas, que interagiriam com DnaK, liberando o fator o>, que poderia agir sobre promotores
especificos. Além do mais, os ribossomos poderiam ficar “parados” sobre 0o mRNA mensageiro, tendo em
vista a limitagdo de aminoacidos, e com isso, interagiriam com a enzima RelA, promovendo a sintese de
ppGpp, que poderia ativar promotores ligados a biossintese de aminoacidos. A enzima diguanilatociclase
estaria envolvida na producdo de c-di-GMP, que poderia promover a formacdo de microflocos. Uma
maior atividade da cadeia transportadora de elétrons poderia culminar em uma maior sintese de ATP, que
poderia ser utilizado, por exemplo, na sintese de reservas nutricionais, como PHB.
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A bactéria A. amazonense possui uma importancia ecologica inestimavel,
visto a possibilidade de utilizar sua capacidade de promover o crescimento de plantas na
agricultura em detrimento do uso indiscriminado de fertilizantes nitrogenados
poluidores. Muitos estudos devem ser feitos futuramente para confirmar as conjecturas
originadas por nosso trabalho, visando melhor entender os recursos genéticos que A.

amazonense dispoe para se estabelecer no ambiente.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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