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O Menestrel

"Depois de algum tempo vocé aprende a diferenga, a sutil diferenga entre dar a mao
e acorrentar uma alma.
E vocé aprende que amar néo significa apoiar-se, e que companhia nem sempre
significa seguranca.

E comecga a aprender que beijos ndo séo contratos e presentes ndo sdo promessas.
E comeca a aceitar suas derrotas com a cabecga erguida e olhos adiante, com a
graca de um adulto e ndo com a tristeza de uma crianga.

E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanha é
incerto demais para os planos, e o futuro tem o costume de cair em meio ao vao.
Depois de um tempo vocé aprende que o sol queima se ficar exposto por muito
tempo.

E aprende que nédo importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente ndo se importam...

E aceita que nédo importa quédo boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em
quando e vocé precisa perdoa-la por isso.

Aprende que falar pode aliviar dores emocionais.

Descobre que leva-se anos para construir confianca e apenas segundos para
destrui-la, e que vocé pode fazer coisas em um instante, das quais se arrependera
pelo resto da vida.

Aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas distancias.
E o que importa ndo é o que vocé tem na vida, mas quem vocé tem da vida.

E que bons amigos s&o a familia que nos permitiram escolher.

Aprende que ndo temos que mudar de amigos se compreendemos que 0S amigos
mudam, percebe que seu melhor amigo e vocé podem fazer qualquer coisa, ou
nada, e terem bons momentos juntos.

Descobre que as pessoas com quem vocé mais se importa na vida s&o tomadas de
vocé muito depressa - por isso, sempre devemos deixar as pessoas que amamos
com palavras amorosas, pode ser a ultima vez que as vejamos.

Aprende que as circunstancias e os ambientes tém influéncia sobre nés, mas nos
SOMoS responsaveis por n0S mesmos.

Comeca a aprender que ndo se deve comparar com os outros, mas com o melhor
que pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que 0
tempo é curto.

Aprende que ndo importa onde ja chegou, mas onde esta indo, e se vocé ndo sabe
para onde esta indo, qualquer lugar serve.

Aprende que, ou vocé controla seus atos ou eles o controlardo, e que ser flexivel
né&o significa ser fraco ou ndo ter personalidade, pois ndo importa quao delicada e
fragil seja uma situagdo, sempre existem dois lados.

Aprende que herdis séo pessoas que fizeram o que era necessario fazer,
enfrentando as conseqtiéncias.

Aprende que paciéncia requer muita pratica.

Descobre que algumas vezes, a pessoa que vocé espera que o chute quando vocé
cai, € uma das poucas que o ajudam a levantar-se.

Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncia que e se teve e
0 que vocé aprendeu com elas, do que com quantos aniversarios vocé celebrou.
Aprende que ha mais dos seus pais em vocé do que vocé supunha.



Aprende que nunca se deve dizer a uma crianga que sonhos sdo bobagens, poucas
coisas sdo tdo humilhantes e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.
Aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso ndo
te da o direito de ser cruel.

Descobre que s6 porque alguém ndo o ama do jeito que vocé quer que ame, hao
significa que esse alguém ndo o ama com tudo o que pode, pois existem pessoas
que nos amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou viver iSso.
Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes
vocé tem que aprender a perdoar-se a Si mesmo.

Aprende que com a mesma severidade com que julga, vocé sera em algum
momento condenado.

Aprende que ndo importa em quantos pedacgos seu coracgéo foi partido, o mundo ndo
para para que vocé o conserte.

Aprende que o tempo ndo ¢é algo que possa voltar para tras.

Portanto, plante seu jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe
traga flores.

E vocé aprende que realmente pode suportar... que realmente é forte, e que pode ir
muito mais longe depois de pensar que ndo se pode mais.

E que realmente a vida tem valor e que vocé tem valor diante da vida!”

(William Shakespeare)



RESUMO

Azospirillum brasilense € uma bactéria diazotrdfica de vida livre, Gram-negativa,
endofitica facultativa, que se associa com inumeras plantas de importancia agricola
como milho, trigo, sorgo e arroz, e portanto tem um potencial como biofertilizante. A
proteina GInD, produto do gene g/inD, € uma das proteinas envolvidas na regulacéo
do metabolismo do nitrogénio. Esta proteina & responsavel pela modificagdo
covalente das proteinas PIll, GInB e GInZ, de acordo com o nivel intracelular de
nitrogénio. Em A. brasilense, a proteina NifA é requerida na ativagao da transcrigdo
dos genes de fixagdo do nitrogénio, genes nif, em resposta ao nivel de oxigénio e
nitrogénio. O dominio N-terminal da proteina NifA esta envolvido no controle
relacionado com o nitrogénio fixado. Este controle também envolve a proteina
sinalizadora dos niveis de nitrogénio, GInB, provavelmente por interagao entre ela e
o dominio N-terminal de NifA. Neste trabalho, foi descrita a purificagdo da proteina
GInD de A. brasilense e a atividade desta na uridililacdo e desuridililacdo das
proteinas purificadas GInB e GInZ desse organismo. A proteina GInD foi expressa
em Escherichia coli como uma proteina de fusdo com uma sequéncia HisTag e
purificada por cromatografia de afinidade usando a coluna HiTrap-Chelating-Ni?*. A
proteina GInD foi eluida com imidazol e apresentou uma pureza de 99%. O efeito do
ATP e o-cetoglutarato na uridililagdo das proteinas PIl (GInB, GInB-His e GInZ) de
A. brasilense pela proteina GInD-His foi determinado. A proteina GInD-His foi capaz
de uridillar completamente a proteina GInB apds 30 minutos de reagado, e
parcialmente GInZ. A uridillagdo parcial de GInZ parece ser uma caracteristica
desta proteina. ATP e o-cetoglutarato foram necessarios para uridililacdo das
proteinas. Ja glutamina causou aproximadamente 70% de inibicdo da reacdo de
uridililagdo. Para estudar a interagdo entre GInB e NifA, um fragmento de DNA
amplificado por PCR codificando para a regido N-terminal de NifA foi clonado no
vetor de expressdo pET28a permitindo que o dominio N-terminal fosse expresso em
Escherichia coli como uma fusdo a um sequéncia HisTag. A fusdo NifA-N-terminal-
His também foi purificada por cromatografia de afinidade alcangando 99% de
pureza. A proteina GInB foi expressa em E. coli e purificada na sua forma nativa. A
interacao direta do dominio N-terminal de NifA com a proteina GInB foi medida por
ensaios de “pull-down” usando “beads” magnéticos de Ni**-NTA. Nestes ensaios, os

resultados mostraram que a proteina GInB de A. brasilense interage diretamente



com o dominio N-terminal de NifA. Os cofatores ATP e a-cetoglutarato, juntos ou

separados, ndo influenciaram a interagdo em nenhuma das condi¢des testadas.

Palavras-chave: Azospirillum brasilense. Fixagao bioldgica de nitrogénio. Proteinas
Pll. GInB. GInZ. GInD. NifA.



ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a diazotrophic bacterium which associates with important
agricultural crops such as maize, wheat and rice and thus has potential as a
nitrogen biofertilizer. The GInD protein, product of the g/inD gene, is one of the
proteins involved in the nitrogen metabolism regulation. This protein is responsible
for the covalent modification of the PIlI proteins, GInB and GInZ, according to
intracellular nitrogen levels. The A. brasilense transcription regulator NifA is required
to activate transcription of nitrogen-fixing genes (nif) in response to both nitrogen
and oxygen. The NifA N-terminal domain is involved in the control by fixed nitrogen.
This control also involves the nitrogen-status-signalling protein GInB probably by
direct interaction between the NifA N-terminal domain and GInB. In this work, we
described the purification of the A. brasilense GInD protein and its activity on the
uridylylation of purified A. brasilense GInB and GInZ proteins. GInD was over-
expressed in Escherichia coli as a His-tag fusion protein and purified using affinity
chromatography on a HiTrap-CheIating—Ni2+ column. The protein, eluted with 500mM
imidazole, was 99% pure. The effect of ATP, glutamine and o-ketoglutarate on the
uridylylation of purified A. brasilense GInB, GInB-His and GInZ proteins by GInD-His
was determined. The GInD protein was able to fully uridylylate GInB after 30 minutes
reaction, but GInZ was never completely uridylylated in any condition tested. ATP
and o-ketoglutarate were required for maximum uridylylation, whereas glutamine
caused approximately 70% inhibition of the reaction. To study GInB and NifA
interaction, a PCR-amplified DNA fragment coding for the NifA N-terminal region
was cloned into the expression vector pET28a allowing the N-terminal domain to be
over-expressed in Escherichia coli as a fusion to a His-tagged sequence. The NifA-
N-terminal-His fusion protein was also purified by affinity chromatography to 99%
purity. GInB protein was over-expressed in E. coli and purified as a native protein.
The direct interaction of the NifA-N-terminal domain and the native GInB protein was
measured by pull-down assays using Ni"-NTA magnetic beads. These results
showed that A. brasilense GInB interacts directly with the NifA N-terminal domain.
The GInB co-factors, ATP and a-ketoglutarate, alone or together, did not influence

this interaction under the conditions tested.



Key words: Azospirillum brasilense. Nitrogen fixation. PIl proteins. GInB. GInZ. GInD.
NifA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Azospirillum sp.

O género Azospirillum é constituido por bactérias diazotréficas (capazes de
fixar nitrogénio), aerobicas, Gram-negativas, curvas, moveis, microaerofilicas e
endofiticas facultativas. Estas bactérias sdo encontradas no solo ou associadas com
raizes de varias plantas como o milho, trigo, sorgo e arroz em regides temperadas,
subtropicais e tropicais por todo o mundo (DOBEREINER e DAY, 1976;
DOBEREINER, 1991; CRUZ et al., 2001; GUNARTO et al., 1999). Algumas espécies
podem colonizar ndo sO6 a rizosfera, mas também o interior de raizes
(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Estas bactérias ja foram isoladas de
raizes de mais de 100 espécies de plantas, podendo também ser aplicadas com
sucesso a raizes de plantas que nao apresentam histérico de colonizagdo com
Azospirillum (BASHAN et al., 2004).

Este género faz parte das o-Proteobactérias (YOUNG et al., 1992) e
apresenta 8 espécies, A. brasilense, A. lipoferum (TARRAND et al., 1978), A.
halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A.amazonense (MAGALHAES et al.,
1983), A.irakense (KHAMAS et al., 1989), A.largimobile (DEKHIL et al., 1997), A.
doebereinerae (ECKERT et al., 2001) e Azospirillum oryzae (XIE e YOKOTA, 2005).
Analises com diversas bactérias deste género indicam que estas possuem um
genoma complexo, com cinco a sete megareplicons variando de 0,65 a 2,6 Mpb.
Diversos megareplicons mostraram sinal de hibridizagdo com o gene rDNA 16S, o
que sugere a presenca de multiplos cromossomos nesta bactéria (MARTIN-
DIDONET et al.,, 2000). Todas as espécies de Azospirillum sédo diazotrdficas, e
quando cultivadas em meio semi-sdélido isento de nitrogénio fixado formam uma
pelicula de crescimento caracteristica. Esta pelicula é formada por células que se
deslocam para regides do meio onde a concentragao de oxigénio é compativel com
a sintese e atividade da nitrogenase (DOBEREINER e DAY, 1976).

As bactérias do género Azospirillum sao potencialmente benéficas para a
agricultura, sendo encontradas na rizosfera onde proliferam utilizando exsudatos da

raiz. Estas bactérias exibem quimiotaxismo positivo em diregdo a acidos organicos,
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acgucares, aminoacidos (BARAK et al., 1983; REINHOLD et al., 1985; ZHULIN e
ARMITAGE, 1993) e compostos aromaticos (LOPEZ-DE-VICTORIA e LOVELL,
1993; LOPEZ-DE-VICTORIA et al., 1994). Um aumento significativo no rendimento
da produgcdo de graos € observado com a inoculagdo de Azospirillum spp.,
juntamente com um aumento no conteudo de fésforo, potassio e de nitrogénio total
das plantas (BASHAN e HOLGUIN, 1997; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN,
2000; BASHAN et al.,, 2004). De forma geral, Azospirillum pode influenciar
positivamente o crescimento vegetal, o rendimento da safra e o conteudo de
nitrogénio da planta (citado em STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Em
experimentos de inoculagdo em campo, Azospirillum foi capaz de aumentar o
rendimento de varias gramineas economicamente importantes como trigo, sorgo e
milho, em solos e regides climaticas diferentes (PATRIQUIN et al., 1983; OKON e
VANDERLEYDEN, 1997). Apesar dos dados experimentais relativos ao estimulo do
crescimento de plantas promovido por Azospirillum, o0 modo exato de agao pelo qual
esta bactéria promove o aumento do crescimento da planta ainda ndo é totalmente
compreendido (HOLGUIN et al., 1999). Varios estudos indicam que a inoculagéo de
plantas com esta bactéria provoca a proliferacdo das raizes e aumenta a captagcao
de agua e sais minerais devido a agao provavel de fitohorménios (MORGENSTERN
e OKON, 1987). A teoria mais aceita € de que o efeito benéfico da associagdo com
Azospirillum ocorra devido a uma soma de multiplos mecanismos (BASHAN et al.,
2004). As bactérias do género Azospirillum podem produzir varios fitohorménios (tais
como giberilinas, acido indolacético e etileno) e fixam nitrogénio em associagdo com

plantas, porém a transferéncia de nitrogénio fixado para a planta associada parece
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1.2 FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

O nitrogénio é um elemento essencial para a sintese de inumeras
biomoléculas como proteinas e acidos nucléicos e, consequentemente, fundamental
para a manutengdo da vida na terra. O gas dinitrogénio, N2, € a forma mais
abundante deste elemento e constitui quase 80% da atmosfera da Terra, entretanto
nenhum eucarioto é capaz de utiliza-lo diretamente e somente bactérias
diazotroficas conseguem metaboliza-lo (POSTGATE, 1982; TORTORA et al., 1995).
A maioria dos grupos filogenéticos de bactérias, incluindo sulfo-bactérias,
firmibactéria, actinomicetos, cianobactérias, proteobactérias e arqueobactérias
possuem essas bactérias diazotroficas (DIXON e KAHN, 2004).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio € o processo de reducédo do dinitrogénio
gasoso (N2) a aménia (NH3), forma metabolicamente utilizavel pela maior parte dos
organismos. Esse processo é catalisado pelo complexo enzimatico denominado
nitrogenase e ocorre exclusivamente em diazotrofos e requer condi¢des ambientais
favoraveis como auséncia de nitrogénio fixado, baixas tensdes de oxigénio e
temperatura adequada (POSTGATE, 1982). Nitrogénio fixado e oxigénio afetam a
expressdo e atividade das proteinas envolvidas na fixagdo de nitrogénio nos
diversos organismos diazotrofos estudados (EADY, 1986; POSTGATE, 1982).

O elemento nitrogénio & um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de
plantas (DIXON e KAHN, 2004), e também o mais caro dos fertilizantes agricolas
(PEDROSA, 1987). De forma geral, nenhum vegetal é capaz de utilizar diretamente
o nitrogénio atmosférico, sendo necessario o uso de fertilizantes nitrogenados ou a
presenga de microorganismo diazotrofos que convertam o nitrogénio atmosférico a
amodnia e o disponibilizem para o vegetal. A utilizacdo de fertilizantes nitrogenados
nao sO encarece os custos da produgao agricola, como também acarreta diversos
danos ecoldgicos, uma vez que cerca de 50% do total de fertilizantes aplicados é
perdida durante os processos de chuvas, erosdes e ainda atividades bacterianas
(PEDROSA, 1987). Entre os danos causados ao meio ambiente pelo uso de
fertilizantes nitrogenados incluem-se eutrofizagdo de rios e lagos, acidificagcdo do
solo e emissdo de oxidos de nitrogénio na atmosfera (DIXON e KAHN, 2004). Além
dos danos diretos causados ao solo durante a utilizagdo de fertilizantes
nitrogenados, no processo de producédo destes ocorre uma demanda de grandes
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quantidades de energia, normalmente oriunda da utilizacdo de combustiveis fosséis,

0 que acarreta no aumento da emissao de diéxido de carbono, poluindo a atmosfera.

1.2.1 Nitrogenase

A nitrogenase é a enzima responsavel pela fixagado bioldgica de nitrogénio.
Esta enzima catalisa a redugdo do dinitrogénio gasoso a aménio como mostra a
seguinte reagao (EADY, 1986; POSTGATE, 1982):

N.ase
No+ 8¢ + 8H" + 16 MgATP > 2NH3; + 16MgADP + 16Pi + H,

A nitrogenase é uma metaloenzima constituida por duas proteinas distintas, a
dinitrogenase redutase, proteina Ferro (Fe) ou NifH, e a dinitrogenase, proteina
Ferro-Molibdénio (FeMo) ou NifDK (DEAN e JACOBSEN, 1992; HOWARD e REES,
1996). A proteina Fe € um dimero constituido por duas subunidades v idénticas com
aproximadamente 60 kDa que sdo codificadas pelo gene nifH e ligadas por um
nucleo 4Fe-4S (HOWARD e REES, 1994). A proteina Fe funciona como o unico
doador de elétrons para a proteina FeMo, com a transferéncia de elétrons acoplada
a hidrolise de ATP (HOWARD e REES, 1996). A proteina FeMo &€ um tetramero o232
com massa molecular total de aproximadamente 230 kDa (HOWARD e REES,
1994). A subunidade o possui cerca de 55 kDa e é codificada pelo gene nifD. A
subunidade 3 possui cerca de 60 kDa e é codificada pelo gene nifK (ROBERTS et
al.,1978; KIM e REES, 1994). A proteina FeMo contém 2 atomos de molibdénio, 30
atomos de ferro e 32 atomos de enxofre organizados em 2 tipos de nucleos
metalicos: o nucleo P (FeS) e o cofator ferro-molibdénio (FeMoco). Cada dimero o3
contém um nucleo P e um cofator FeMoco (KIM e REES, 1994; SCHINDELIN et al.,
1997). Separados, nenhum dos componentes da nitrogenase € capaz de reduzir o
N2, mas reunidos, na presenca de ATP e de uma fonte de baixo potencial de
reducdo, sédo responsaveis pela catdlise da reagcdo de redugcédo do dinitrogénio
gasoso a aménio (POSTGATE, 1982; EADY, 1986)

Além dos genes nifHDK, a biossintese e o funcionamento do complexo da

nitrogenase requer o produto de outros genes, necessarios para o transporte de
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elétrons, regulac&o transcricional, biossintese de cofatores e transporte de ions
DIXON e KAHN, (2004).

Como a transferéncia de elétrons nesta reacdo € dependente da hidrdlise de
ATP, a reducédo do nitrogénio envolve um alto custo energético para a célula
(YATES, 1992; DEAN et al., 1993). Em vista desse alto gasto energético, o processo
de fixagdo de nitrogénio é altamente regulado, tanto na atividade da nitrogenase
como na expressao dos seus genes (POSTGATE, 1982). O controle da expresséo
dos genes estruturais do complexo enzimatico nitrogenase é feito de maneira
estritamente coordenada, envolvendo cascatas de genes regulatorios.

A nitrogenase catalisa ndo apenas a reducdo de dinitrogénio para amonio,
como também a producéo de H; e a redugdo de compostos como acetileno, azida e
cianeto (HOWARD e REES, 1996).

1.2.2 Genes nif

Os genes nif (genes envolvidos com a fixagdo de nitrogénio) codificam
proteinas essenciais para a biossintese do complexo nitrogenase (MERRICK, 1982).
No microorganismo Klebsiella pneumoniae, a fixagdo de nitrogénio foi mais bem
estudada e foram identificados e sequenciados 20 genes nif agrupados em um unico
regulon e distribuidos em 8 operons (nifJ, nifHDKTY, nifENX, nifUSVW, nifZM, nifF,
nifLA, e nifBQ) (MERRICK, 1988, 1993). Desses 20 genes, pelo menos 14 sao
essenciais para a biossintese das proteinas do complexo nitrogenase (MERRICK,
1988). Sendo que, os genes nifHDK s&o os genes estruturais da nitrogenase.

As proteinas codificadas pelos genes nifLA s&o responsaveis pelo controle da
transcricdo dos demais genes nif, sendo a proteina NifA ativadora de transcrigdo e a
NifL reguladora de NifA em Klebsiella pneumoniae, Enterobacter agglomerans e
Azotobacter vinelandii (MERRICK, 1983, 1988; MERRICK et al., 1982).

Em A. brasilense os genes nif nao sdo encontrados de forma agrupada como
em K. pneumoniae, e sim espalhados em regides distintas do genoma (PLAZINSKI
et al., 1983; SINGH et al., 1989; GALIMAND et al., 1989; PASSAGLIA et al., 1991).
Diferente do que ocorre em K. pneumoniae, onde o gene nifA faz parte do operon
nifLA, em A. brasilense este gene € monocistrénico e nenhum gene homdélogo ao

nifL esta presente no seu genoma.
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1.3 ASSIMILAGAO DE NITROGENIO

A amdnia formada no processo de reduc¢ao do N, atmosférico ou captada do
meio externo é utilizada para a sintese de glutamina e glutamato. Na maioria das
células, esses compostos servem como doadores de nitrogénio para reagdes
biossintéticas. Em procariotos a assimilagdo de aménia pode ocorrer por duas vias:
na primeira, a glutamina sintetase (GS) catalisa a conversao de glutamato e amdnia
em glutamina (REACAO 1) e a glutamato sintase (GOGAT) catalisa a transferéncia
do grupo amida da glutamina para o o-cetoglutarato produzindo 2 moléculas de
glutamato, uma reacéo dependente de NAD(P)H, (REACAO 2). Na segunda via, a
glutamato desidrogenase (GDH) catalisa a conversdao de amoénia e o-cetoglutarato
em glutamato, uma reacdo também dependente de NAD(P)H, (REACAO 3)
(MERRICK e EDWARDS, 1995).

REACAO 1
. GS _
NH;" + L-glutamato + ATP —— L-glutamina + ADP + P;
REACAO 2
GOGAT .

L-Glutamina + a-cetoglutarato + NAD(P)H ——> 2 L-glutamato + NADP
REACAO 3
NH;"* + o-cetoglutarato + NAD(P)H  GDH . glutamato +NADP*

A via da GDH é utilizada quando as células crescem na presencga de excesso
de nitrogénio fixado, enquanto a via GS/GOGAT em condig¢des limitantes (MERRICK
e EDWARDS, 1995). Em A. brasilense, a via GS-GOGAT ¢é a via predominante de

assimilacdo de amoébnio independente da fonte de nitrogénio utilizada para
crescimento (WESTBY et al., 1987). A GS € uma enzima dodecamérica e tem sua
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atividade controlada pela adigdo covalente de um grupamento adenilil a cada uma
de suas subunidades (ARCONDEGUY et al., 2001).

1.4 SISTEMA NTR

O sistema regulador de nitrogénio, ntr, foi inicialmente descrito em bactérias
entéricas como E. coli e K. pneumoniae. Este sistema compreende um conjunto de
genes cujos produtos estdo envolvidos no controle da expressdo dos genes do
metabolismo nitrogenado. Este controle do metabolismo do nitrogénio envolve a
regulagdo da biossintese e atividade de enzimas das vias de utilizagdo de fontes
alternativas de nitrogénio como nitrato e aminoacidos (MERRICK e EDWARDS,
1995).

Em E. coli este sistema foi inicialmente descrito com seis proteinas: NtrB
(GInL ou Ntrll) (produto do gene ntrB), NtrC (GInG ou Ntrl) (produto do gene nirC),
GInD (UTase/UR - uridililtransferase/enzima removedora de uridilil) (produto do gene
ginD), Pll (GInB), GInE (ATase - adenililtransferase/enzima removedora de adenilil)
(produto do gene gInE) e glutamina sintetase (GS) (produto do gene glnA).
(MERRICK e EDWARDS, 1995). A descoberta de uma segunda proteina da familia
PIl (GInK) em E. coli e em outros microorganismos aumentou a complexidade do
sistema. Essas proteinas interagem em um complexo mecanismo em cascata
esquematicamente apresentado na Figura 1 (MERRICK e EDWARDS, 1995, van
HEESWIJK et al., 1996; ATKINSON e NINFA, 1998, 1999). Para facilitar a
compreensao, o papel das proteinas PII, GInB e GInK, sera discutido de forma geral,
e a funcdo especifica de cada uma das proteinas no sistema Ntr sera considerada
posteriormente.

O sistema Ntr consiste de uma cascata regulatoria, onde as proteinas PII
controlam a atividade de outras proteinas de acordo com os niveis de nitrogénio
intracelular. A atividade das proteinas NtrB, NtrC, GInD e glutamina sintetase é
dependente da relagdo o-cetoglutarato/glutamina (BUENO et al., 1985). O produto
do gene g/InD possui duas atividades cataliticas dependendo do nivel intracelular de
nitrogénio fixado (ADLER et al., 1975). Em concentragdes limitantes de nitrogénio,
quando a relagdo [o-cetoglutarato/glutamina]l € alta, PIll liga o-cetoglutarato

induzindo uma mudancga conformacional favorecendo uma conformacao 6tima para
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sua uridillacdo pela proteina GInD, que nessas condicbes possui atividade de
uridililtransferase e catalisa entdo a adicdo de grupamentos UMP a proteina PII
ligada a o-cetoglutarato (BROWN et al., 1971; ADLER, et al., 1975; BLOOM et al.,
1978; ENGLEMAN e FRANCIS, 1978; KAMBEROQV et al., 1994; JIANG et al., 1998a;
JIANG et al., 1998b; JIANG et al., 1998c). A proteina PII-UMP n&o interage com NtrB
que pode entdo catalisar a fosforilagdo da proteina NtrC, ativando-a (Figura 1). NtrC
fosforilada (NtrC-P) ira ativar a transcricdo de genes envolvidos na assimilacdo de
fontes alternativas de nitrogénio.

As proteinas NtrB e NtrC sdo membros de familias de transdutores de sinal
compostos por uma histidina quinase/fosfatase (NtrB) e a proteina regulatéria
correspondente (NtrC) (PORTER et al., 1995). Estes sistemas de transduc&o de
sinal utilizam a fosforilagdo de um dominio conservado para controlar a atividade da
proteina regulatoria. A proteina NtrB catalisa a autofosforilagdo de um residuo de
histidina e este grupamento fosforil &€ posteriormente transferido para um residuo de
aspartato da proteina regulatéria NtrC (KEENER e KUSTO, 1988; WEISS e
MAGAZANIK, 1988; NINFA e BENNETT, 1991; NINFA et al., 1993). A proteina NtrC
fosforilada € um ativador transcricional de genes envolvidos na utilizagao de fonte de
nitrogénio, dependentes de promotores ¢". Em K. pneumoniae, o gene nifA, cujo
produto & ativador de transcricdo dos genes da fixagdo do nitrogénio e o operon
glnAntrCB, que responde pelo aumento de sintese de glutamina sintetase (GS) e
NtrC, sdo ativados por NtrC-P (MERRICK, 1983; REITZER e MAGASANIK,1985;
MAGASANIK, 1989).

PII-UMP também interage com GInE, adenililtransferase (ATase, produto do
gene g/lnE) que catalisa a desadenililagdo da glutamina sintetase, ativando-a
(BROWN et al., 1971; KAMBEROV et al., 1995; MERRICK e EDWARDS, 1995). A
glutamina sintetase desadenililada passa entdo a produzir glutamina (KEENER E
KUSTU, 1988). Assim em baixos niveis de nitrogénio fixado, a atividade de GS é
maxima e sua sintese aumentada para a captagao de amdnia.

Em condigbes de altos niveis de nitrogénio fixado, quando a relagdo [o-
cetoglutarato/glutamina] é baixa, GInD adquire atividade de enzima removedora de
UMP, removendo este grupamento da proteina Pll (ADLER et al., 1975; GARCIA e
RHEE, 1983; JIANG et al., 1998a). Nestas condigdes, a proteina GInD esta ligada a

glutamina, o que inibe sua atividade de uridililtransferase e ativa a de enzima
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removedora de UMP, desuridililando PII-UMP (GARCIA e RHEE, 1983; de MEL et
al.,1994; JIANG et al.,, 1998a). A proteina PIl desuridillada associa-se a NtrB
estimulando sua atividade de fosfatase levando a desfosforilacdo de NtrC-P e
consequentemente a sua inativagdo. Ao mesmo tempo PIll age sobre a ATase que
passa a catalisar a adenililagdo da glutamina sintetase, inativando-a (HAWKES et
al., 1985; MERRICK e EDWARDS, 1995) (Figura 1).
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FIGURA 1 - REGULAGAO DA ATIVIDADE DE NTRC E DA GLUTAMINA SINTETASE EM
RESPOSTA AOS NIVEIS DE NITROGENIO INTRACELULAR

A) Limitacdo de nitrogénio (relacéo [a-cetoglutarato/glutaminal alta)

Pll (GInB, GInK)

GInD Limitacédo de nitrogénio
(UTase)

PII-UMP (GInB-UMP, GInK-UMP)

GS-AMP 2%, GS NtrC mmmemp  NtrC-P
(Ativa) (Ativa)

B) Excesso de nitrogénio (relacao [a-cetoglutarato/glutamina] baixa)

PII-UMP (GInB-UMP, GInK-UMP)

GInD Excesso de nitrogénio
(UR)

Pll (GInB, GInK)

GS mmry,. GS-AMP NtrC-P oy NtrC
(Inativa) (Inativa)

Esquema geral da regulagdo do sistema Ntr pelas proteinas NtrC, NirB, Pll (GInB e GInK),
uridililtransferase (UTase/UR), glutamina sintetase (GS) e adenililtransferase (ATase), em condigbes
de limitantes de nitrogénio, quando a relagéo acetoglutarato/glutamina é elevada, e em condigbes
excesso de nitrogénio, quando a relagéo ocetoglutarato/glutamina é baixa.
A) Em condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio os niveis de glutamina intracelular sdo baixos.
Nestas condi¢des GInD atua como uridililtransferase (UTase) promovendo a uridililagdo de
GInB e GInK. As formas uridililadas de GInB e GInK nio s&o capazes de interagir e promover
a atividade fosfatasica de NirB. Nestas condi¢des NtrB fosforila €, conseqlientemente, ativa a
proteina NtrC. GInB e GInK uridililadas interagem com a enzima ATase promovendo a
desadenililagdo e, a consequiente ativacdo da GS.
B) Em condigdes de excesso de nitrogénio a concentragdo de glutamina intracelular é alta, a
glutamina se liga a enzima GInD favorecendo sua atividade de enzima removedora de uridilil
(UR), como consequiéncia, GInB e GInK séo desuridilladas. GInB e GInK desuridililadas
interagem com NtrB estimulando a desfosforilagdo e, consequentemente, inativagdo da
proteina NitrC. GInB e GInK desuridilladas também interagem com ATase estimulando a
inativacdo da GS por adenililagao.
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1.4.1 O sistema NTR em Azospirillum brasilense

O sistema ntr em A. brasilense parece ser mais complexo do que em
bactérias entéricas devido a presenca de um outro sistema de dois componentes
bastante semelhante ao ja conhecido sistema NtrBC. Esse sistema foi inicialmente
identificado em Azorhizobium caulinodans e denominado NtrYX (PAWLOWSKI et al.,
1991). Em A. brasilense, o par ntrYX foi identificado a jusante dos genes nitrBC
(MACHADO et al., 1995; ISHIDA et al., 2002). E possivel que a proteina NtrX,
analoga da NtrC, participe na regulagédo da