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RESUMO

O nitrogénio ¢ um elemento essencial a vida na Terra. Em geral, a
disponibilizagdo desse elemento para os seres vivos se da por meio da fixagdo biologica
do nitrogénio (FBN). Os micro-organismos capazes de realizar a FBN sd3o denominados
de diazotroficos e contém o complexo enzimatico da nitrogenase. Por ser um processo
extremamente dispendioso, a FBN ¢ regulada, principalmente em nivel transcricional,
em resposta a quantidade de nitrogénio fixado e aos niveis de oxigénio. Os mecanismos
de regulagdo do processo em bactérias Gram-negativas estdo bem caracterizados,
porém, em bactérias Gram-positivas, os estudos ainda sdo escassos. Paenibacillus
riograndensis SBR5" ¢ uma bactéria Gram-positiva diazotréfica aerdbia facultativa e
formadora de esporos, interessante modelo para o estudo da regulacdo da FBN com o
genoma completo disponivel. O fator de transcricdo GInR foi proposto como regulador
dos genes nif em Paenibacillus spp. a partir de analises in silico. O presente trabalho
identificou sitios de ligacdo de GInR em promotores de genes envolvido com a FBN e
validou o papel de GInR como regulador negativo dos genes nif em P. riograndensis.
Também foi demonstrado que a enzima glutamina sintetase interage com GInR quando
esta inibida por feedback e estabiliza a ligacdo de GInR as regides reguladoras dos genes
nif. Um modelo de repressdo baseado em operadores multiplos foi proposto integrando
a regulacdo da FBN a regulacdo global do nitrogénio exercida por GInR. Na tentativa de
identificar elementos especificos relacionados a regulagdo do molibdénio (componente
do cofator enzimatico) e da nitrogenase alternativa (com cofator independente de
molibdénio), foi acessado o perfil transcricional de P. riograndensis sob condi¢cdes de
limitacdo de nitrogénio e molibdénio. Alguns fatores de transcri¢do especificamente
induzidos sob tais condicdes e provavelmente relacionados a homeostase de metais
foram identificados. Com relacdo a glutamina sintetase, além da demonstragdo da
interacdo entre a enzima e o fator de transcricdo GInR, duas proteinas adicionais
homologas de glutamina sintetase e que ndo participam dessa regulacio foram
identificadas codificadas no genoma. Uma delas foi caracterizada como glutamina
sintetase funcional, enquanto a outra ndo apresentou atividade bioquimica. Além disso,
um protocolo para transformacao da linhagem em estudo foi estabelecido e otimizado, o
que permitird aprofundar os estudos de genética molecular tanto da FBN como de

outros processos de interesse em P. riograndensis.



ABSTRACT

Nitrogen is an essential element for life. In general, it becomes available to
biosphere mainly through biological nitrogen fixation (BNF). Microorganisms named
diazotrophs perform BNF and they have the nitrogenase enzyme. As BNF is a very
energetic expensive process, it is tightly regulated mainly at transcriptional level in
response to available nitrogen and oxygen levels. Regulatory networks comprising BNF
systems in Gram-negative bacteria are well characterized, while studies related to
Gram-positive bacteria are scarce. Paenibacillus riograndensis SBR5" is a Gram-
positive endospore-forming facultative anaerobic diazotroph, whose complete genome
sequence presents it as an interesting model for the study of BNF regulation. The
transcription factor GInR has been proposed as the nif regulator in Paenibacillus spp.
based on in silico analysis. The present work identified GInR-binding sites at BNF-
related promoters and validated GInR role as nif negative regulator in P. riograndensis.
It was also demonstrated that the feedback-inhibited glutamine synthetase enzyme
interacts with GInR and stabilizes its binding activity in the nif genes promoters. A
multiple operator model was proposed to integrate BNF regulation and the global
nitrogen regulation coordinated by GInR. In an effort to identify specific regulatory
elements related to molybdenum (enzymatic cofactor component) and the alternative
nitrogenase (which presents a molybdenum-independent cofactor), the transcriptional
profile of P. riograndensis was accessed under nitrogen and molybdenum limiting
conditions. Transcription factors specifically induced under such conditions and
probably related to metal homeostasis were identified. Regarding the glutamine
synthetase, two additional glutamine synthetase homologs that do not take part in GInR
regulation were identified. One of them was characterized as a functional glutamine
synthetase, while the other did not display biochemical activity. Also, a protocol to
transform the model in study was established and optimized. This protocol allows the
development of further molecular research to unveil BNF and other interesting

processes in P. riograndensis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nitrogénio e Fixacdo Biologica do Nitrogénio

O nitrogénio ¢ um elemento essencial a vida na Terra. Ele é necessario, por
exemplo, para a sintese de proteinas, como componente de aminoacidos, e de acidos
nucleicos, como componente das bases nitrogenadas, biomoléculas fundamentais a todas as
formas de vida. Tal elemento estd presente no solo em diversas formas e sob diferentes
estados de oxidagdo, e as transformagdes entre essas formas sdo mediadas principalmente
por micro-organismos. Entretanto, o maior reservatorio de nitrogénio, o dinitrogénio,
nitrogénio gasoso ou molecular (N), constituinte majoritario da atmosfera terrestre, ndo
esta disponivel para a maioria dos seres vivos, devido a forga da tripla ligagdo que une os
dois atomos na molécula (Galloway et al. 2004). Em consequéncia, apesar da abundancia,
o nitrogénio em tal forma ndo pode ser prontamente utilizado pelos seres vivos em geral.
Dessa forma, acredita-se que esse elemento seja o principal limitante da produtividade em
diversos ecossistemas naturais terrestres € marinhos (Vitousek e Howarth 1991).

Atividades humanas contribuem para a disponibilizacdo de nitrogénio reativo,
destacando-se a produgdo e aplicacdo de fertilizantes quimicos para melhorar a
produtividade em sistemas agricolas, o que provoca profundas alteragdes no ciclo desse
elemento (Galloway et al. 1995; Galloway et al. 2004). Porém, grande parte desse aporte
de nitrogénio ¢ perdida por volatilizacdo ou lixiviacdo, o que esta relacionado a varios
problemas ambientais, como efeito estufa e poluicdo de corpos de agua (Rejesus e
Hornbaker 1999; Zhu e Chen 2002). Além disso, a producdo de alimentos em diversas
partes do mundo ainda enfrenta a limitagdo desse elemento, ressaltando a ineficiéncia da
pratica do uso de fertilizantes (Galloway et al. 2008).

Praticas e tecnologias de agricultura sustentavel apresentam-se como alternativa
para sustentar a produtividade agricola em acordo com a sustentabilidade ambiental (Singh
et al. 2011). Destaca-se, nesse contexto, a importancia da microbiota do solo e o potencial
para exploracdo de seus efeitos benéficos sobre a produtividade das lavouras, com a
aplicag@o de bactérias promotoras do crescimento vegetal (em inglés PGPB, Plant Growth
Promoting Bacteria) (Singh et al. 2011; Chauhan et al. 2015). Tais bactérias podem
beneficiar as plantas com as quais interagem de maneira indireta, pela inducdo de

resisténcia sistémica ou competicdo com patdgenos por nicho ou nutrientes, ¢ de maneira



direta, estimulando o crescimento por meio da producdo de fitormonios ou biofertilizacao,
por exemplo, que consiste na disponibilizagdo de nutrientes para a planta (Lugtenberg e
Kamilova 2009).

A redugdo do dinitrogénio a amdnia, catalisada por sistemas enzimaticos de micro-
organismos, ¢ denominada fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) e desempenha papel
fundamental na disponibiliza¢do de formas metabolicamente utilizaveis de nitrogénio para
a biosfera (Howard e Rees 1996). Os micro-organismos fixadores de nitrogénio, também
denominados diazotroficos, podem disponibilizar tal nutriente para as plantas por meio de
associagoes benéficas. Bactérias coletivamente denominadas rizobios estabelecem relagdes
simbidticas intimas com legumes, realizando a fixacdo do nitrogénio em nddulos
especializados nas raizes, em uma interacdo classica bastante estudada (Masson-Boivin et
al. 2009). Além dessas relagdes simbidticas, ampla diversidade de diazotréficos de vida
livre no solo pode disponibilizar nitrogénio para as plantas em associagdes menos intimas,
habitando a rizosfera (Hayat et al. 2010). A aplicagdo de PGPB diazotroficas como
bioinoculantes reduz a necessidade de aplicacdo de fertilizantes quimicos, além de outros
beneficios, como reducdo da perda de nitrogénio por lixiviacdo, reducdo na emissdo de
gases de efeito estufa e reducdo dos custos, com incremento da producdo (Kennedy et al.

2004).

1.2 Homeostase do nitrogénio

Como ja mencionado, a disponibilidade de nitrogénio ¢ limitante, de forma que a
capacidade de utilizar o nitrogénio gasoso representa grande vantagem na competi¢ao entre
os micro-organismos habitantes do solo. O N, entretanto, ndo ¢ a fonte preferencial, pois
representa elevado investimento energético, sendo preterido diante de outras fontes
disponiveis de nitrogénio reativo (Dixon e Kahn 2004).

Residuos de plantas e micro-organismos representam a principal fonte de matéria
organica no solo, de forma que proteinas, quitina ¢ peptideoglicano sdo as fontes de
nitrogénio mais abundantes, enquanto formas minerais ja representam menor propor¢ao do
elemento disponivel (Kogel-Knabner 2002). Os micro-organismos apresentam seu

repertorio de enzimas e transportadores para utilizar essas diferentes fontes, e a capacidade



de regular tais sistemas de acordo com a sua preferéncia e disponibilidade também
representa uma vantagem competitiva (Geisseler et al. 2010).

O ion amédnio (NH4") é considerado a fonte preferencial de nitrogénio para
bactérias e fungos, em adi¢do aos aminoacidos glutamato e glutamina (Merrick e Edwards
1995; Marzluf 1997). Tais aminoacidos sdo os doadores de N (como grupamento amina)
nas reagdes anabolicas, sendo o glutamato provedor de 80 - 88% do nitrogénio incorporado
em biomassa (Gunka e Commichau 2012). Demais fontes inorganicas, como nitrato e
nitrito, tém transportadores especificos e sdo reduzidas a amodnio para posterior
assimilagdo. Com relacdo as fontes organicas, é necessaria a degradacdo de polimeros
organicos complexos por enzimas extracelulares, como proteases, quitinases e
peptideoglicano-hidrolases. As subunidades liberadas podem ser mineralizadas a amoénio
para posterior transporte e assimilagdo, como no caso da hidrolise da ureia e oxidagdo de
aminoacidos, com consequente liberacio de amonio, ou podem ser prontamente
transportadas para utilizacdo direta. Tais vias de utilizagdo do nitrogénio no solo, assim
como a diversidade de fontes de nitrogénio, foram revisadas por Geisseler et al. (2010).
Mecanismos de controle da expressdo gé€nica reprimem genes para utilizacdo de fontes
alternativas quando as fontes preferenciais estdo disponiveis, em sistemas gerais de
regulacdo do nitrogénio (Magasanik 1993).

Em ultima instancia, ¢ produzido ou liberado amonio, cuja assimilagdo se da por
meio de duas vias bioquimicas. No ciclo glutamina-sintetase/glutamato-sintase
(GS/GOGAT, representado na Figura 1), aménio ¢ incorporado a glutamato gerando
glutamina pela atividade ATP-dependente da enzima glutamina sintetase (GS). A
glutamina, por sua vez, ¢ utilizada junto a uma molécula de 2-oxoglutarato para a sintese
de duas moléculas de glutamato pela glutamato sintase (GOGAT, glutamina:2-
oxoglutarato-aminotransferase) (Leigh e Dodsworth 2007). Alternativamente, o amdnio
pode ser assimilado de maneira direta como glutamato a partir do 2-oxoglutarato pela
enzima NADPH,-dependente glutamato-desidrogenase (GDH). Apesar dessa via ser
independente de ATP, portanto vantajosa sob limitagdo energética, a GDH apresenta baixa
afinidade por amonio, de forma que o ciclo GS/GOGAT ¢ reconhecido como a principal
via assimilatoria (Gunka e Commichau 2012).

Em ambas as vias, o esqueleto carbdnico utilizado (2-oxoglutarato) ¢ proveniente

do ciclo dos acidos tricarboxilicos (Figura 1), de forma que tal ponto representa uma
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importante conexdo entre o metabolismo do carbono e o do nitrogénio (Huergo e Dixon
2015). Em relagdo a sinalizagdo intracelular, o acumulo de 2-oxoglutarato (20G)
geralmente indica deficiéncia de nitrogénio, enquanto o acimulo de glutamina (Gln) indica
excesso de nitrogénio (Leigh e Dodsworth 2007; Huergo e Dixon 2015). Acredita-se que
os niveis de glutamato, o principal doador de grupamento amina, sdo mantidos altos e
constantes (Leigh e Dodsworth 2007; Bennett et al. 2009), de forma que os demais
compostos integram vias de sensoriamento e resposta da homeostase do nitrogénio. Nesse

contexto, a GS € um ponto-chave de regulagao.
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Figura 1 - Representagdo do ciclo GS/GOGAT (glutamina-sintetase/glutamato-sintase) de
assimilagdo de amonio e sua conexdo com o metabolismo do carbono por meio do 2-
oxoglutarato, intermediario do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Adaptado a partir de Gunka

e Commichau 2012.

Uma série de estudos caracterizou a regulacdo da GS em Escherichia coli, que
envolve modulagdo por feedback negativo e modificagdo covalente. Tal enzima ¢ composta
por doze subunidades, organizadas como dois anéis hexaméricos superpostos, ¢ depende
de Mg*" ou Mn®" para sua atividade (Meek e Villafranca 1980; Almassy et al. 1986). Tal
atividade esta sujeita a inibi¢do parcial por feedback por ao menos sete produtos finais do
metabolismo da glutamina, que, em combinagdo, podem inibir quase completamente a
atividade enzimatica, com efeito cumulativo (Woolfolk e Stadtman 1964). A

susceptibilidade da enzima ao feedback é modulada por adenililagdo de um residuo de
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tirosina por uma adenilil-transferase (ATase) especifica, e maior proporcao de subunidades
modificadas resulta em maior inibi¢do cumulativa (Kingdon et al. 1967; Shapiro e
Stadtman 1968). A atividade da ATase, por sua vez, ¢ regulada pela proteina GInB,
membro da familia de proteinas PII (Anderson e Stadtman 1971).

As proteinas PII formam uma superfamilia de proteinas triméricas sinalizadoras que
integram sinais do status de nitrogénio, carbono e energia ligando-se aos efetores classicos
ATP, ADP e 20G. Elas transmitem esses sinais interagindo com diversas proteinas-alvo,
integrantes de diferentes vias de assimilagdo do nitrogénio, de forma a modular a sua
atividade (Forchhammer 2008). A GInB de E. coli também sofre modificagcdo covalente,
sendo uridilada em um residuo de tirosina por uma uridilil-transferase (UTase/UR)
especifica que responde aos niveis de glutamina (Figura 2), de forma que esse efetor ¢

integrado indiretamente nas vias reguladas pela PII (Son e Rhee 1987).

(AmtB: transportador de aménio na membrana)

GInK

(Disponibilidade de nitrogénio)
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Figura 2 - Representacdo da modificacdo das proteinas PII pela uridilil-transferase
(UTase/UR) em resposta a disponibilidade de nitrogénio intracelular e da modulagdo do
transportador de amdénio AmtB e do sistema de dois componentes NtrBC em Escherichia

coli. Adaptado a partir de Dixon e Kahn 2004.



O sistema global de regulacdo de nitrogénio compreende ainda o sistema de dois
componentes NtrBC, composto pela proteina sensora quinase/fosfatase NtrB e o fator de
transcrigdo de resposta NtrC (Figura 2), modulados por interagdo com a proteina PII GInB
(Stock et al. 1989; Merrick e Edwards 1995). A versdo fosforilada de NtrC ativa a
transcrigio de promotores dependentes do fator o°* da RNA-polimerase (também
denominado RpoN, produto do gene rpoN) sob limitacdo de nitrogénio (Reitzer e
Magasanik 1985). Dentre esses, encontra-se o promotor de glnA, gene codificador da GS
(Reitzer e Magasanik 1985). Dessa forma, as cascatas moduladas por GInB regulam tanto a
transcrigdo como a atividade da GS.

E. coli apresenta ainda uma segunda proteina PII, GInK (Van Heeswijk et al. 1995).
Tal proteina ¢ codificada pelo gene paralogo g/nK no operon amtBginK, em uma ligagdo
conservada com o gene codificador do transportador de aménio AmtB: ambas as proteinas
interagem e transmitem o status de amonia ao sistema NtrBC (Javelle e Merrick 2005). A
forma ndo-uridilada da PII, sob excesso de N, complexa o transportador de amdnio e
bloqueia sua atividade. Tal operon ¢ induzido sob privacdo de N, de forma que GInK
coordena a regulacdo em condi¢des de deficiéncia, enquanto GInB funciona como sensor
primario constitutivo (Blauwkamp e Ninfa 2002).

Embora as caracteristicas desse sistema modelo de E. coli tenham sido observadas
em Proteobacteria em geral, sistemas distintos sdo conhecidos em outras bactérias, ¢ um
exemplo de estudo de caso bem caracterizado € o de Bacillus subtilis. Nesse modelo Gram-
positivo, dois fatores de transcricdo da familia MerR controlam a expressdo génica de
acordo com a homeostase do nitrogénio (Fisher 1999). TnrA ¢ o regulador principal e atua
como repressor ou ativador de genes de diversas vias para utilizagdo do nitrogénio sob
condi¢des de privagdo (Wray et al. 1996). O regulador secundario GInR atua na repressao
de um conjunto mais restrito de genes em condigdes de suficiéncia, incluindo o operon
glnRA (Brown e Sonenshein 1996), em que o regulador ¢ codificado junto a GS com uma
ligacdo génica amplamente conservada (Kormelink et al. 2012).

Trabalhos mais detalhados com as proteinas acima descritas revelaram
caracteristicas Unicas: além da sua atividade enzimatica classica, a GS de B. subtilis tem
propriedades regulatorias e controla a expressdo génica através da interagdo com os fatores

de transcricao (Sonenshein 2008), sendo classificada, portanto, como “trigger enzyme”
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(Commichau e Stiilke 2008). Essa enzima, ao contrario da ortdloga de E. coli, ndo esta
sujeita a modificacdo covalente, mas ¢ inibida por feedback diretamente por glutamina,
além de outras moléculas, como outros aminoacidos ¢ AMP, de forma que a enzima
funciona como sensor direto da disponibilidade de nitrogénio (Fisher 1999). Em sua versao
inibida por feedback, a GS interage com TnrA, de forma a bloquear sua ligacdo ao DNA
(Wray et al. 2001), e com GInR, estabilizando sua atividade (Fisher e Wray 2008).

Em mais um exemplo de regulador com caracteristicas peculiares, a GInK de B.
subtilis parece ndo sofrer modificacdo covalente (Wray et al. 1994). O operon amtBginK ¢é
expresso em limitagdo de nitrogénio, ¢ o complexo AmtB-GInK é formado sob limitagdo
energética (sendo o ATP o principal efetor, enquanto o 20G tem um efeito fraco),
sequestrando também o fator TnrA na membrana (Detsch e Stiilke 2003; Heinrich et al.
2006). TnrA ligada @ membrana via interagdo com GInK (no complexo ternario AmtB-
GInK-TnrA) mantém sua atividade transcricional, e esse parece ser um mecanismos de

protecdo contra degradacdo proteolitica (Kayumov et al. 2011).

1.3 Bioquimica da Fixacio Biolégica do Nitrogénio

Sujeito aos mecanismos gerais de captacdo de nitrogénio que controlam diferentes
sistemas enzimaticos e aos transportadores para utilizar as diversas fontes disponiveis
encontra-se o sistema da nitrogenase, complexo enzimatico metaloproteico responsavel
pela reducdo do N, a amonia. A capacidade de fixar nitrogénio, apesar de ndo ser
encontrada no dominio Eukarya, encontra-se amplamente distribuida em varios grupos de
Bacteria e Archaea, compativel com uma diversa gama de fisiologias em diferentes
habitats (Dixon ¢ Kahn 2004; Raymond et al. 2004).

O sistema de nitrogenase mais estudado é o que contém o cofator baseado em
molibdénio. Esse sistema ¢ composto pela ferro-molibdénio-proteina (Fe-Mo-proteina, ou
dinitrogenase, componente heterotetramérico o,f3;), que contém o sitio ativo para redugdo
do nitrogénio, e pela ferro-proteina (Fe-proteina, ou dinitrogenase redutase, componente
homodimérico y,) que atua como ligadora de nucleotideo e doadora de elétrons (Rees e
Howard 2000). O mecanismo de agdo do complexo da nitrogenase envolve a transferéncia
de elétrons da Fe-proteina para a Fe-Mo-proteina por meio dos centros metalicos

componentes das estruturas das subunidades. A Fe-proteina reduzida ligada a dois ATPs
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forma um complexo com a Fe-Mo-proteina, ocorre a transferéncia de elétron, e as
subunidades se dissociam. Esse ciclo deve ser repetido até o acimulo do nimero suficiente
de elétrons para a redugcdo do substrato (Rees e Howard 2000). Dessa forma, a
transferéncia de cada elétron envolve um ciclo de associacdo e disassocia¢do entre os
componentes, com hidrélise de duas moléculas de ATP. Na estequiometria minima para a
reducdo de uma molécula de dinitrogénio a amoénia, ¢ necessaria a transferéncia de oito
elétrons, com gasto de 16 moléculas de ATP (Hageman e Burris 1978; Dixon e Kahn 2004;
Seefeldt et al. 2009): N, + 8H" + 16 ATP + 8¢ = 2NH; + H, + 16ADP + 16Pi.

O complexo metaloproteico acima descrito é o sistema universal distribuido na
natureza e inicialmente concebido como o unico responsavel pela FBN (Bishop e Joerger
1990). Na década de 1980, porém, mutantes Nif de Azotobacter vinelandii, incapazes de
fixar nitrogénio, apresentaram reversao do fenotipo, tornando-se novamente fixadores em
condicdes de deficiéncia de Mo. Tais mutantes isolados ndo apresentavam quantidades
consideraveis das subunidades conhecidas da nitrogenase, mas apresentavam novas
proteinas, também encontradas na linhagem selvagem fixadora em condi¢des de deplecdo
de Mo, indicando a existéncia de um sistema alternativo (Bishop et al. 1980). Tal sistema
foi validado a partir do estudo de uma linhagem mutante de 4. virnelandii com delecdo dos
genes estruturais conhecidos da nitrogenase, mas capaz de fixar nitrogénio em deficiéncia
de Mo (Bishop et al. 1986), e o consecutivo isolamento dos reconhecidos sistemas
alternativos independentes de Mo e baseados em vanadio (V) de A. vinelandii (Hales et al.
1986) e A. chroococcum (Robson et al. 1986). A. vinelandii foi ainda modelo para a
determina¢@o de um segundo sistema alternativo, independente de Mo e V e reprimido por
esses metais, baseado apenas em ferro (Chisnell et al. 1988; Pau et al. 1989). A expressao
desses sistemas alternativos pode ser relevante, por exemplo, em solos acidos com elevado
contetdo de 6xidos de ferro, onde o molibdénio é limitante, ou em outros ambientes com
baixa disponibilidade de molibdénio (Bishop e Joerger 1990). Apesar de a escassez de
molibdénio ndo ser uma ocorréncia comum, micro-habitats depletados em molibdénio
podem ser gerados pela intensa atividade de transporte de alguns micro-organismos, €
nessas condi¢cdes as nitrogenase alternativas representariam uma vantagem adaptativa
(Betancourt et al. 2008).

E reconhecida a extrema sensibilidade dos trés sistemas de FBN ao oxigénio.

Preparagdes in vitro de nitrogenase sdo rapidamente inativadas por O,. Os micro-
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organismos diazotroficos, portanto, devem conciliar a atividade desses complexos
enzimaticos com a presenca de oxigénio, a excecdo daqueles anaerobios estritos. Nesse
sentido, diversas estratégias para limitar o contato entre a nitrogenase e o oxigénio foram
desenvolvidas (Gallon 1992). Uma notavel excecdo a esse padrdo ¢ a nitrogenase de
Streptomyces  thermoautotrophicus, cujos componentes ndo apresentam qualquer
sensibilidade ao O,, além de apresentarem outras caracteristicas intrigantes, como menor
requerimento energético ¢ mesmo a dependéncia de O, para a fixacdo, compondo um

sistema completamente distinto de FBN (Ribbe et al. 1997).

1.4 Organizacao e Regulacdo da Expressio Génica em Diazotroficos

A complexidade bioquimica da nitrogenase encontra-se refletida na organizagdo
génica e na regulagdo da expressdo dos genes componentes do sistema basico de FBN,
denominados genes nif (do inglés nitrogen fixation) (Joerger et al. 1989). A FBN
representa elevado gasto energético para os diazotroficos, pois, além do ATP utilizado nos
ciclos de redugdo entre as subunidades da nitrogenase, ¢ necessario sintetizar grande
quantidade da enzima para utilizar o N,, devido ao seu lento tempo de turnover. Além
disso, a sensibilidade do complexo ao oxigénio impde limitagdes a sua atividade. A sintese
dos componentes da nitrogenase ¢ regulada em nivel transcricional em resposta a
disponibilidade de nitrogénio fixado e a concentracdo externa de O,, de forma que a
enzima ndo ¢ expressa em condicdes desnecessarias ou desfavoraveis (Dixon e Kahn
2004).

Klebsiella oxytoca (previamente K. pneumoniae), bactéria de vida livre aerdbia
facultativa, foi o primeiro diazotr6fico com os genes nif identificados e caracterizados
(Arnold et al. 1988). Esses genes e seus respectivos produtos sdo: nifH (Fe-proteina); nifD
(cadeia a da Fe-Mo-proteina); nifK (cadeia p da Fe-Mo-proteina); nifF e nifJ (componentes
de transporte de elétrons); nifE, nifN, nifV, nifB e nifQ (enzimas da via biossintética do
cofator Fe-Mo); nifM (componente de maturagdo da Fe-proteina); niflL (elemento de
regulacdo negativa); nif4 (elemento de regulacdo positiva); além de outros genes de fungdo
nao determinada.

Em K. oxytoca, os 20 genes nif identificados encontram-se agrupados em

organizacdo bem compacta em uma regido cromossdmica abrangendo 24.206 pb,
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organizados em 8 operons: nif/, nifHDKTY, nifENX, nifUSVWZ, nifM, nifF, nifLA e nifBQ
(Amold et al. 1988). Jacobson et al. (1989) relataram uma organizacgao bastante semelhante
em Azotobacter vinelandii, diazotrofico aerdbio obrigatdrio, com a diferenca de apresentar
potenciais genes adicionais, com funcdes ainda ndo caracterizadas. No genoma de
Pseudomonas stutzeri A1501, bactéria de vida livre que coloniza a rizosfera de arroz, foi
identificado um grupo de genes nif bem conservados dispostos de maneira semelhante a
descrita em A. vinelandii compondo uma ilha gendmica, provavelmente adquirida por
transferéncia horizontal (Yan et al. 2008). Desnoues et al. (2003) demonstraram a
funcionalidade dos genes nif de P. stutzeri e relataram que sua expressao estd sob controle
de rpoN, nifLA e ntrBC.

Os sistemas de fixacdo alternativos correspondem também a sistemas genéticos
distintos. Os genes que codificam as subunidades da nitrogenase baseada em vanadio sdo
denominados vnf (vanadium nitrogen fixation) e estdo divididos em dois operons em A.
vinelandii com vnfH, que codifica a dinitrogenase redutase, e vafDGK, que codificam as
subunidades da dinitrogenase, sendo esta uma proteina hexamérica (0,f28,) (Robson et al.
1989). O sistema baseado apenas em ferro ¢ codificado pelos denominados genes anf
(alternative nitrogen fixation), codificados em um uUnico operon em A. vinelandii,
anfHDGK, e constituido também por uma dinitrogenase redutase hexamérica (ozp20,)
(Joerger et al. 1989).

Apesar de os componentes estruturais da nitrogenase serem reconhecidamente bem
conservados dentre os diversos grupos de diazotroficos, os circuitos regulatorios aos quais
esses componentes estdo sujeitos sdo bastante variaveis. Até hoje, pouco é conhecido
acerca da regulacdo do metabolismo geral do nitrogénio e da sua fixacdo em Archaea
(Weidenbach et al. 2010). Os promotores nif caracterizados em Archaea sdo regulados
negativamente pelo repressor NrpR (Lie e Leigh 2003). Em Methanococcus maripaludis,
dimeros de NrpR ligam-se a sequéncias consensuais palindromicas de dois operadores in
tandem no promotor, resultando em repressdao completa ou intermediaria, de acordo com a
fonte de nitrogénio. O nitrogénio disponivel em forma de amodnia ¢ percebido
indiretamente através dos niveis de 2-oxoglutarato, que interage com o repressor €
enfraquece sua ligacdo, liberando a transcri¢do dos genes nif em deficiéncia de nitrogénio

(Lie et al. 2005).
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Ao contrario dos poucos exemplos estudados em Archaea, a regulacdo da FBN em
Bacteria ¢ extensivamente investigada, com modelos bem caracterizados de Proteobacteria,
em que os elementos especificos da regulacdo da FBN integram-se aos sistemas globais da
homeostase do nitrogénio (Figura 3). Genes nif de Proteobacteria estdo sujeitos a ativacao
transcricional pelo regulador central NifA (produto do gene nif4), que atua junto ao fator
o' da RNA-polimerase (Dixon e Kahn 2004). O fator ¢>* reconhece sequéncias
promotoras ndo-usuais, com sequéncias consensuais localizadas proximas as posigoes -12/-
24 em relacdo ao sitio de inicio da transcri¢do, ¢ depende de EBPs (enhancer binding
proteins, familia em que esta classificada NifA) ligadas a UAS (upstream activating
sequences, localizadas usualmente de -80 a -100) para a formag¢do do complexo aberto e
transcricionalmente ativo (Morett e Buck 1988). A expressdo de nif4 em geral esta sob o
controle do sistema NtrBC (Figura 3), um sistema de dois componentes de controle em
resposta ao status global de nitrogénio da célula previamente descrito, de forma que a
expressdo de nif4 ¢ indiretamente modulada por proteinas PII (Merrick e Edwards 1995;
Dixon e Kahn 2004).

Em Proteobacteria em geral, NifA sensoria diretamente os niveis de O,, sendo
inativada na sua presenca. Em organismos da subdivisio Gama, ha um gene adicional
(nifL) responsavel pela regulacdo negativa do sistema e codificado no mesmo operon
(Figura 3). NifL interage com NifA formando um complexo inativo em resposta a O; e

nitrogénio fixado (Dixon 1998).
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Figura 3 - Representacdo da atuacdo das proteinas regulatorias NifL e NifA na expressao
dos demais genes nif em y-Proteobacteria. Os genes que codificam as proteinas Nif
regulatorias estdo sob controle do sistema global NtrBC. NifL atua como regulador
negativo interagindo com NifA em resposta a O, e nitrogénio fixado. NifA atua como
regulador positivo, ativando a transcrigdo de promotores nif dirigidos pelo fator o da

RNA-polimerase. Adaptado a partir de Dixon e Kahn 2004.

Em K. oxytoca, a proteina PII GInK ¢é necessaria para liberar NifA do efeito
inibitorio de NifL, e o estado de uridilagdo de GInK parece irrelevante para essa interagdo
(He et al. 1998; Jack et al. 1999). Outro modelo, A. vinelandii, apesar de apresentar os
mesmos elementos centrais, apresenta apenas uma PII, a GInK, cuja expressdo no operon
glnKamtB ¢ independente de NtrC, assim como a expressdo de nifLA (Meletzus et al.
1998). NifA esta ativo sob limitacdo de nitrogénio, sensoreando diretamente o 20G (Little
et al. 2000). Esse caso, a atuacdo de GInK é bem diferente, e a versdo ndo-uridilada ¢
necessaria para promover a interagdo NifA-NifL, inativando NifA quando em suficiéncia
(Rudnick et al. 2002).

Para os sistemas alternativos também foram descritos ativadores transcricionais

correspondentes, denominados vuf4 e anfA4, com promotores dependentes do sistema Nitr,
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codificados separadamente dos elementos estruturais, que tém promotores também
dirigidos por o’ (Joerger e Jacobson 1989). A ativagio dos sistemas alternativos é
controlada por meio da expressdo de seus ativadores correspondentes, que € reprimida por
Mo e amdnia. Vanadio também reprime o sistema anf (Premakumar et al. 1998). Tais
ativadores aparentemente reconhecem sequéncias especificas diferentes daquela
reconhecida por NifA (Woodley et al. 1996).

A bactéria parpura fototrofica Rhodobacter capsulatus, que, além da nitrogenase
convencional, fixa nitrogénio com a enzima alternativa que contém apenas ferro, tem
padrdes de organizacdo e regulacdo distintos. Sdo relatados mais de 50 genes envolvidos
na sintese e regulagdo das enzimas envolvidas, agrupados em quatro regides dispersas no
genoma (Masepohl e Klipp 1996). O promotor dos genes que codificam a nitrogenase
alternativa ¢ ativado de maneira independente de 6! em condi¢des de deplecio de N por
NtrC e tem sua expressdo reprimida por tragos de molibdénio, situacdo em que € expressa a
enzima convencional (Kutsche et al. 1996). Ambas as enzimas ainda estdo sujeitas a
regulacdo pos-traducional, sendo inativadas por ADP-ribosilacdo reversivel, em resposta a
disponibilidade de amdnia e a intensidade luminosa (Masepohl et al. 2002).

Em adicdo a regulagdo transcricional estrita, mecanismos de modificacdo pos-
traducional para controle da atividade da nitrogenase foram encontrados em varios
diazotréficos, relevantes como uma resposta rapida a alteracdes transitorias no ambiente.
Dentre esses, o0 mecanismo melhor caracterizado ¢ o de ADP-ribosilagao reversivel de
NifH (Nordlund e Hogbom 2013). Esse sistema responde tanto a disponibilidade de
nitrogénio, quanto ao status energético da célula, em resposta ao escuro, em bactérias
fototroficas, ou a anaerobiose, em bactérias facultativas. Duas enzimas caracterizadas
sujeitas a regulacdo antagbnica compdem esse sistema: a dinitrogenase-redutase-ADP-
ribosiltransferase (DraT) e a dinitrogenase-redutase-ADP-ribosil-glicohidrolase (DraG).

Enquanto a via de resposta a deplecdo de energia permanece obscura, a via de
resposta ao nitrogé€nio esta relativamente bem elucidada em alguns organismos (Huergo et
al. 2012). Um modelo caracterizado em detalhes é Azospirillum brasilense, em que DraT e
DraG interagem diretamente com as proteinas PII, preferencialmente as formas ndo-
uridiladas, da mesma maneira que as PII interagem com AmtB (Huergo et al. 2009). A
formagdo de um complexo ternario AmtB-GInZ(PII)-DraG explica a inativagdo de DraG

associada a membrana apos um choque de amdnia (Huergo et al. 2006; Huergo et al.
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2007). No modelo proposto, DraG estaria inativada nesse complexo quando em suficiéncia
de nitrogénio, enquanto DraT seria ativada pela interagdo com GInB, resultando na
modificacdo de NifH e consequente inativacdo da nitrogenase.

Membros de uma familia distinta de proteinas PII, Nifl; e Nifl,, estdo envolvidos
em um outro mecanismo de inativagdo da nitrogenase em grupos distintos de micro-
organismos. Os genes que codificam essas proteinas sdo encontrados associados aos
operons da nitrogenase em Archaea metanogénicas e em algumas bactérias anaerdbias
(Sant’Anna et al. 2009), e os sistema estd bem caracterizado em Methanococcus
maripaludis. Nesse caso, a proteina PII é heteromérica, formada por subunidades de Nifl; e
Nifl,, e interrompe o fluxo de elétrons interagindo diretamente com NifDK sob
disponibilidade de amoénio, enquanto a interacdo ¢ desfeita pelo actimulo de 20G

(Dodsworth e Leigh 2006; Huergo et al. 2012).

1.5 Diazotroéficos Gram-positivos

A organizacdo e a regulacdo dos genes relacionados a FBN sdo relativamente bem
caracterizadas em modelos de bactérias Gram-negativas. Porém, tal conhecimento ¢
escasso com relagdo as Gram-positivas, € os estudos cldssicos caracterizam bactérias do
género Clostridium. Apesar da conservacdo dos genes nif estruturais em Clostridium spp.,
cuja expressdo também estd sujeita a disponibilidade de amdnia, suas regides promotoras
diferem dos motivos caracterizados em modelos de Proteobacteria. Além disso, esses
micro-organismos nao apresentam um gene semelhante ao gene nif4 (Chen 2005). A
auséncia de nif4 também ¢ relatada em Frankia, género de bactérias Gram-positivas que
realizam simbiose com plantas ndo-leguminosas (Harriott et al. 1995).

Em Clostridium pasteurianum foram identificados, além do gene codificador da Fe-
proteina (nifH), cinco sequéncias nifH-like (nifH2 a nifH6) com variacdo na identidade
entre as sequéncias. O acimulo de transcritos das demais sequéncias, além de nifHI,
sugere a funcionalidade de mais de um gene nifH em condi¢des de fixacdo (Wang et al.
1988; Kasap e Chen 2005). As sequéncias promotoras avaliadas em C. pasteurianum nao
mostraram ortologia as sequéncias consensuais nif descritas para K. oxytoca. Ao contrario,
foram identificadas sequéncias consenso correspondentes as regides -10 e -35 de

. . 70 - c - cn
promotores de E. coli reconhecidos pelo fator 6°, de expressdo constitutiva. Na regido -
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100, as sequéncias s3o bastante conservadas entre as seis unidades transcricionais e
também diferem da UAS reconhecida por NifA. Para a determinacdo da sequéncia
consensual, a sequéncia reversa ou o reverso complementar de algumas unidades foram
utilizados, o que levou os autores a postularem que tais segmentos podem atuar
independente da orientacdo (Wang et al. 1988).

Em Heliobacterium chlorum, os genes estdo agrupados na seguinte ordem, todos
com a mesma orienta¢do, compondo um unico operon: nifl;, nifl,, nifH, nifD, nifK, nifE,
nifN, nifX, fdx, nifB e nifV. Os genes nifl codificam as proteinas PIl que estariam
envolvidas com a inativagdo pos-traducional da enzima. De maneira intrigante, eles estao
localizados antes de nifH nesse operon descrito (Enkh-Amgalan et al. 2006b). Uma ORF
sem homologos nif, localizada a montante do operon e co-transcrita com o operon nif €
proposta como responsavel pela regulacdo da transcricdo. Mais a montante dessa ORF,
foram identificadas sequéncias semelhantes as sequéncias consensuais -10/-35 de
promotores dirigidos por 6’’. Por mecanismo de anti-terminagdo, o produto dessa ORF
permitiria a continuagdo da transcricdo do operon, em principio expresso
constitutivamente, em condi¢des de limitacdo de nitrogénio. Com relagdo a UAS, ndo
foram encontradas sequéncias semelhantes as tipicas de Gram-negativas ou a sequéncia
encontrada em C. pasteurianum (Enkh-Amgalan et al. 2006a).

Observa-se, portanto, que o que ¢ descrito para a regulagdo e organizacdo génica da
FBN em bactérias fixadoras Gram-positivas difere bastante das caracteristicas identificadas
em bactérias Gram-negativas. Além disso, sdo notaveis as diferencas encontradas entre os
poucos organismos estudados, de forma que ndo ha um padrio estabelecido para tal

regulacdo em diazotroficos Gram-positivos

1.6 O género Paenibacillus

O género Paenibacillus compreende bactérias Gram-positivas aerdbias facultativas
¢ formadoras de esporos, anteriormente identificadas como pertencentes ao género Bacillus
e posteriormente reclassificadas em um novo género (Ash et al. 1993), cuja espécie-tipo €
P. polymyxa (Triiper 2005). Membros de tal género sdo isolados de ampla variedade de
habitats, com uma diversidade que compreende atualmente cerca de 200 espécies (Grady et

al. 2016). O ambiente em que essas bactérias sao encontradas mais comumente € o solo,
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com relatos de isolados de diferentes tipos de solo (Uetanabaro et al. 2003; Huang et al.
2016), incluindo ambientes extremos como deserto (Wang et al. 2008b) e solos sob forte
influéncia de radiacdo gama na Antartica (Dsouza et al. 2014). No solo, também ¢
frequente o isolamento de bactérias do gé€nero associadas a rizosfera de plantas como
begonia (Jin et al. 2011b), pinheiro (Kim et al. 2009), arroz (Zhang et al. 2015), sorgo
(Coelho et al. 2007), milho e trigo (Berge et al. 2002), por exemplo. Relatos de
Paenibacillus patogénicos ja sdo incomuns, porém uma espécie extensivamente estudada é
P. larve, agente causador de uma infecdo letal de relevincia econdmica em abelhas
(Genersch 2010). Além disso, bactérias do género tém sido isoladas de seres humanos,
mas, quando associadas a infecgdes, sdo apenas infec¢des oportunistas em pacientes
imunocomprometidos (Grady et al. 2016).

O que chama a atencdo na caracterizacdo do género ¢ o amplo potencial
biotecnolégico. Diversas linhagens apresentam atividade contra bactérias e fungos
patogénicos humanos (Seldin et al. 1999; Lorentz et al. 2006), e antimicrobianos vém
sendo isolados e caracterizados, principalmente lipopeptideos (Huang et al. 2014) e
peptideos, como a paenibactina (He et al. 2007) e variantes da penibacilina (Anandaraj et
al. 2009). Em adicdo a atividade antimicrobiana, a paenilamicina produzida por P. larvae
apresenta também atividade citotoxica (Garcia-Gonzalez et al. 2014). Além dos
antibioticos, outro produto derivado de Paenibacillus spp. sdo as ciclodextrinas (Suominen
et al. 2003; Vollu et al. 2008), interessantes por seu uso na industria farmacéutica como
carreadores de drogas, com ainda diversas aplicagdes em cosméticos e na industria
alimenticia (Del Valle 2004). Enzimas produtoras de ciclodextrinas de P. macerans e P.
pabuli foram caracterizadas molecularmente e engenheiradas para aprimorar suas
caracteristicas de interesse industrial (Jemli et al. 2008; Han et al. 2013).

Além das enzimas acima descritas, Paenibacillus spp. produzem um amplo
repertorio de enzimas hidroliticas, como celulases (Wang et al. 2008a; Park et al. 2012),
xilanases (Ko et al. 2010), proteases (Alvarez et al. 2006), pectinases (Ko et al. 2007),
amilases e quitinases (Pason et al. 2006). Em adicdo aos antibidticos e enzimas,
Paenibacillus spp. também produzem exopolissacarideos e biossurfactantes (Liang et al.
2014; Liang e Wang 2015), e sdo capazes de degradar hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) (Daane et al. 2002). O surfactante isolado de Paenibacillus

dendritiformis foi investigado para biorremediagdo, com capacidade para aplicagdo em
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tratamento de solos contaminados com HPAs e remogdo de 6leo em condigdes ambientais
extremas (Bezza ¢ Chirwa 2015).

Além da producdo de compostos de interesse para saude e aplicagdo industrial, é
necessario ressaltar a aplicabilidade do género para a agricultura sustentavel. Apesar de
ndo serem classicamente estudadas e¢ empregadas em formulagdo de inoculantes
comerciais, bactérias do género Paenibacillus t€m recebido destaque como novas PGPB
com grande potencial (Chauhan et al. 2015), com indicagdo para o desenvolvimento de
formulagdes comerciais para aplicagdo no campo para promover o crescimento vegetal,
controlar patdogenos e até degradar os residuos apos a colheita (Weselowski et al. 2016).
Além das vias metabolicas relacionadas & promog¢do do crescimento vegetal, a analise
comparativa do genoma sequenciado de quatro isolados de P. polymyxa ressalta genes
relevantes para interacdo com o hospedeiro e fitness ecologico (Eastman et al. 2014),
ressaltando a vantagem competitiva dessas bactérias.

O repertorio das enzimas hidroliticas secretadas ja mencionado contribui para o
antagonismo contra organismos fitopatogénicos habitantes do solo (Dijksterhuis et al.
1999; von Der Weid et al. 2003). O controle de doencas, somado a promog¢do do
crescimento vegetal, foi alcancado com sucesso em tomate contra Fusarium (Xu e Kim
2014) e em batata contra Pectobacterium, por exemplo (Lapidot et al. 2015). Em adicao
aos micro-organismos, secre¢des de P. polymyxa GBR-1 apresentaram atividade in vitro e
in vivo contra o nematoide das galhas Meloidogyne incognita (Khan et al. 2008).

Outra classe de compostos que contribui para o antagonismo ¢ a dos siderdforos,
moléculas de baixo peso molecular quelantes de ferro de alta afinidade (Wandersman e
Delepelaire 2004). Além de apresentar uma vantagem na competicao por nutrientes no solo
com outros micro-organismos, os sidero6foros liberados por bactérias podem ser utilizados
pelas plantas, disponibilizando o ferro diretamente (Lugtenberg e Kamilova 2009;
Beneduzi et al. 2012). Apesar de nao tdo comum, ha relatos de produgdo de sideroforos em
Paenibacillus spp. (Wen et al. 2011; Hertlein et al. 2014), e acredita-se que os genes para a
sintese desses compostos tenham sido adquiridos recentemente em algumas linhagens por
transferéncia horizontal (Eastman et al. 2014). Outras substancias secretadas por
Paenibacillus spp. sdo hormdnios vegetais, incluindo citocininas, auxinas e outros

compostos indodlicos (Lebuhn et al. 1997; Timmusk et al. 1999; Da Mota et al. 2008),
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fitoestimuladores que contribuem para o crescimento das plantas diretamente,
independente da presenca de patdogenos.

A fixagdo biologica do nitrogénio ¢ uma caracteristica frequentemente associada ao
género Paenibacillus (Jin et al. 2011a; Xie et al. 2014). Os estudos iniciais mais
especificos sobre a FBN neste género demonstraram que a atividade da nitrogenase ¢
inibida por concentragdes crescentes de amoénia e O, (Xie et al. 2012). Mas os achados
mais interessantes se referem a organizag¢do génica: conjuntos de genes nif bem compactos,
compostos por nove ou dez genes, sdo caracteristicos dos diazotréficos do género (Xie et
al. 2014). Além disso, algumas linhagens apresentam genes nif adicionais dispersos no
genoma, ¢ ha relatos com genes vnf e anf, codificadores das nitrogenases alternativas
(Choo et al. 2003; Hong et al. 2012; Xie et al. 2014). A expressdo de um operon nif de
Paenibacillus em E. coli permitiu a expressdo da enzima nitrogenase e a fixa¢do do
nitrogénio por esse hospedeiro (Wang et al. 2013). As analises filogenéticas e a presenca
de elementos de inser¢do proximos a esses genes indicam fortemente que a FBN foi
adquirida em eventos antigos de transferéncia horizontal, com eventos posteriores de
aquisi¢do dos genes vaf e anf, e ocorréncias de perda que resultaram nas linhagens nao-
diazotroficas (Li et al. 2014; Xie et al. 2014).

Com relagdo a expressdo gé€nica, promotores nif de Paenibacillus sabinae foram
reconhecidos por E. coli, porém tais investigagdes foram realizadas apenas em sistemas
heterdlogos, devido as dificuldades de manipulagdo genética de P. sabinae (Hong et al.
2012). Wang et al. (2013) identificaram a sequéncia consensual para '’ no promotor nif de
Paenibacillus sp. WLY78 e demonstraram o reconhecimento desse promotor pelos fatores
o recombinantes de E. coli e de Paenibacillus sp. WLY78. Dessa forma, foi validada a
proposta de um promotor primario constitutivo, mas os mecanismos especificos de
regulacdo negativa continuam obscuros, visto que € reconhecido que a expressdo dos genes
ndo ¢ constitutiva, mas responde a disponibilidade de nitrogénio e O, (Fernandes et al.
2014; Shi et al. 2016). A tinica proposta para tais elementos regulatorios ¢ apresentada por
Xie et al. (2014) em seu trabalho de gendmica comparativa, em que a sequéncia consensual
reconhecida por GInR/TnrA foi encontrada conservada em promotores nif de quinze

isolados diazotréficos do género.
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1.7 Paenibacillus riograndensis

Paenibacillus riograndensis ¢ um bacilo Gram-positivo aerdbio facultativo
diazotréfico e formador de esporos. A linhagem primeiramente classificada nessa espécie,
SBR5', foi isolada da rizosfera de trigo no Rio Grande do Sul, Brasil, em um trabalho de
prospeccdo de bactérias promotoras do crescimento vegetal (Beneduzi et al. 2008;
Beneduzi et al. 2010). P. riograndensis apresenta caracteristicas interessantes, além da
fixacdo bioldgica do nitrogénio, como a produgdo de compostos inddlicos e a capacidade
de solubilizar fosfatos. Experimentos iniciais em casa de vegetagdo demonstraram sua
capacidade de promover o crescimento de plantas de trigo, com aumento da parte aérea e
do peso seco das plantas inoculadas. A partir disso, e somado a sua capacidade de produzir
esporos, foi proposto seu uso para a formulagdo de inoculantes (Beneduzi et al. 2008). A
producdo de enzimas hidroliticas por essa linhagem, tais como amilase, celulase, quitinase
e protease (Bach et al. 2016), ¢ caracteristica de interesse biotecnoldgico ndo apenas do
ponto de vista agrondmico, como também industrial.

Atualmente esta disponivel o genoma completo de P. riograndensis SBR5'
[nimero de acesso no GenBank: LN831776, (Brito et al. 2015)], o que abre perspectivas
para a caracterizagdo funcional do sistema genético componente da FBN nesse organismo
e de outros sistemas. O genoma de SBRS5 consiste de um cromossomo circular de
7.893.056 pb com 6705 genes codificadores de proteinas (Brito et al. 2015). Em relacdo a
FBN, SBR5 apresenta em seu genoma um agrupamento génico bem conservado composto
por dez genes, nifBHDKENXorflhesAnifV (Figura 4), que compdem uma unidade

transcricional (Fernandes et al. 2014).
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Figura 4 - Representacdo dos agrupamentos génicos com genes relacionados a FBN
identificados no genoma de Paenibacillus riograndensis SBR5'. Adaptado a partir de

Fernandes et al. 2014.

Além desse operon principal, outros agrupamentos génicos contendo genes
relacionados sdo encontrados no genoma (Figura 4). Um deles contém os genes anfHDGK,
que codificariam a nitrogenase alternativa baseada em ferro apenas, e genes nifENX,
compondo dois operons independentes (Fernandes et al. 2014). Outro agrupamento contém
os genes nifH, nifB, nifD ¢ nifK, interrompidos por ORFs ndo-nif. Transcritos desse nifH
(nifH2) nao foram identificados, e a analise filogenética das sequéncias codificadas por
nifH1 e anfH revelaram uma relagdo evolutiva bem distante, de forma que a sequéncia de
nifH2 nao ¢ resultado de uma duplicagdo dentro do genoma (Fernandes et al. 2014),
diferente do que ja foi relatado para copias adicionais de genes nif em outros isolados de
Paenibacillus (Choo et al. 2003; Hong et al. 2012). Em nivel transcricional, foi
demonstrada a modulacdo dos genes nifH! e anfH, que sdo induzidos sob privacdo de
nitrogénio, sendo anfH induzido preferencialmente sob privagdo de molibdénio, enquanto
nifH1 ¢ induzido preferencialmente sob condicdes de fixacdo padrdo, na presenga de
molibdénio. Somado a detecgdo da atividade da nitrogenase com a remog¢a@o do molibdénio,
esses dados ddo suporte a proposicdo da nitrogenase alternativa nessa linhagem (Fernandes
et al. 2014).

NifA, o tradicional ativador dos genes nif caracterizado em Protebacteria, ndo foi

encontrado no genoma de SBRS, como ja descrito nos relatos das demais bactérias Gram-
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positivas diazotroficas investigadas. Em relacdo a outros elementos de sistemas de
regulacdo em resposta ao nitrogénio, o genoma de SBR5 contém trés genes que codificam
homologos da enzima glutamina-sintetase, um dos quais apresenta a ligacdo com gi/nR, e

apenas um gene codificador de homologo de proteina PII.

1.8 Justificativa

Como ja descrito anteriormente, esses sdo elementos tradicionais de sensoriamento
e controle de acordo com o status de nitrogénio. As proteinas PII, além do seu papel no
controle de diversos alvos relacionados & homeostase geral do nitrogénio, também sdo
relatadas como elementos de regulacdo em diferentes niveis da FBN em varios modelos de
diazotroficos, desde a regulagdo transcricional, interagindo com os fatores de transcri¢ao
NtrC e NifA, até a regulacdo pods-traducional da atividade da nitrogenase. A glutamina-
sintetase, por sua vez, ¢ reconhecida como elemento chave na assimilacdo de amonia,
sendo submetida a diferentes mecanismos para regulacdo da sua atividade. Tais
mecanismos sdo extensivamente caracterizados em modelos nao-diazotroficos. As
propriedades intrigantes na regulacdo de outros alvos por parte da GS de B. subtillis foram
caracterizadas em uma série de trabalhos acerca da sua interagdo com os fatores de
transcrigdo GInR e TnrA, responsaveis pelo controle global da homeostase do nitrogénio.
Esses fatores de transcrigdo sdo exclusivos de bactérias Gram-positivas. Trabalhos que
caracterizam sua fungdo em outras bactérias, que ndo o modelo B. subtilis, revelam alguma
variagdo em torno de um regulon relativamente constante composto por genes envolvidos
em diferentes vias de assimilagdo do nitrogénio (Doroshchuk et al. 2006; Kormelink et al.
2012), mas nenhum deles investiga bactérias diazotroficas. Dessa forma, esses elementos
tradicionais da regulagdo do nitrogénio, apesar de ndo previamente implicados na
regulacdo da FBN em diazotroficos, representam grande potencial na tentativa de elucidar

tais mecanismos em diazotr6éficos Gram-positivos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar elementos centrais para a regulacdo dos genes relacionados a fixagdo

bioldgica do nitrogénio em Paenibacillus riograndensis SBR5".

2.2 Objetivos Especificos

a) Estabelecer um protocolo de transformacgao para P. riograndensis;

b) Validar o repressor GInR como o fator de transcrigdo que controla a expressdo dos
genes relacionados a fixa¢ao biologica do nitrogénio em P. riograndensis;

c¢) Elucidar o papel da enzima glutamina-sintetase na cascata regulatoria que controla tais
genes;

d) Propor elementos envolvidos com a regulacdo especifica da nitrogenase alternativa;

e) Caracterizar os homologos de glutamina-sintetase identificados no genoma de P.

riograndensis.

29



3 CAPITULO I - Estabelecimento de uma ferramenta para manipulagio genética de P.

riograndensis SBRS.

As dificuldades para transformar nosso objeto de estudo representaram grande
empecilho para o progresso da pesquisa com essa bactéria, de forma que nosso trabalho
inicial limitou-se a caracterizar regides génicas com potencial regulatorio relacionadas a
FBN de SBRS5 em E. coli (Fernandes et al. 2014), uma limitagdo que ja fora relatada para
P. sabinae (Hong et al. 2012). Por ser um isolado ambiental proveniente de um trabalho do
nosso grupo de pesquisa, as técnicas para cultivo ¢ manipulacio em laboratério ndo
estavam estabelecidas, de forma que muitas vezes os protocolos precisaram ser
estabelecidos e/ou otimizados para cada objetivo a ser cumprido. A transformaco
bacteriana ¢ uma ferramenta basica de manipulagdo genética e fundamental para estudos
em biologia molecular. Entretanto, os protocolos disponiveis na literatura para
transformacdo de outras espécies de Paenibacillus mostraram-se insuficientes para
recuperar transformantes da linhagem de interesse. Esse capitulo apresenta, entdo, o
estabelecimento e a otimizagdo de um protocolo para transformacao por eletroporacido do
nosso objeto de estudo. A habilidade de transformar P. riograndensis SBRS permite agora
estudos mais aprofundados para validacdo dos elementos propostos envolvidos na
regulacdo da FBN, assim como outras caracteristicas de interesse. Esse trabalho foi

publicado no periodico Journal of Microbiological Methods em 2016.
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4 CAPITULO II - Validagio do papel do fator de transcri¢do GInR e sua interagio com a

GS no controle da expressdo dos genes nif.

Os celementos-chave regulatorios da FBN em bactérias Gram-positivas
permaneceram um mistério até a proposicdo dos sitios de ligacdo para GInR/TnrA
identificados a partir do alinhamento de sequéncias de promotores nif de Paenibacillus
diazotroficos (Xie et al. 2014). Esse capitulo apresenta evidéncia experimental com
elementos de P. riograndensis para tal proposi¢do, caracterizando in vitro a ligacdo de
GInR a fragmentos de DNA contendo regides reguladoras da FBN, assim como a interagao
entre GInR e a glutamina sintetase (GS), responsavel pela transmissdo do status de
nitrogénio da célula, estabilizando a repressdo exercida por GInR. Esse trabalho foi
desenvolvido na Universidade de Tibingen em parceria com o professor Karl

Forchhammer e foi aceito para publicagdo no periédico The FEBS Letters em 2017.
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5 CAPITULO III - Perfil transcricional de P. riograndensis SBR5 sob privagio de

nitrogénio e de molibdénio.

Muitas perguntas permanecem em aberto acerca da regulagao genética da FBN em
P. riograndensis, especialmente em relacdo a regulacdo dos genes anf, que codificam a
nitrogenase alternativa baseada em ferro. O perfil transcricional de SBR5 foi avaliado nas
condi¢des de privacdo de nitrogénio e molibdénio na tentativa de obter indicagdes de
elementos envolvidos na regulagdo especifica do sistema de fixa¢do de N alternativo. Esse
trabalho foi escrito em formato de “Short Communication” de acordo com o periddico

Biology and Fertility of Soils.
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6 CAPITULO 1V - Caracterizagio preliminar de dois homoélogos de glutamina sintetase

identificados no genoma de P. riograndensis.

Por apresentar a ligacdo génica com g/nR e interagir com o fator de transcri¢do
GInR, a enzima caracterizada no Capitulo II (de agora em diante denominada GS1) foi
escolhida para investigacao mais aprofundada. Entretanto, além dessa proteina, duas outras
sequéncias homologas a glutamina sintetase foram identificadas no genoma de P.
riograndensis. Como elemento central ¢ ponto-chave de regulacdo da homeostase do
nitrogénio, a ocorréncia dessas proteinas adicionais levanta questionamentos acerca das
suas origens ¢ fungdes. Esse capitulo apresenta uma caracterizagdo inicial da sequéncia
primaria dessas proteinas e suas atividades bioquimicas e foi escrito de acordo com o

periddico Systematic and Applied Microbiology.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Componentes estruturais bem conservados estdo imersos nos mais distintos
sistemas regulatdrios, abrangendo a ampla diversidade dentre os organismos diazotréficos.
A presente tese propOs-se a investigar alguns elementos regulatorios bdsicos bem
caracterizados, na tentativa de esclarecer a regulacdo transcricional da FBN em P.
riograndensis, dentro do contexto de que tal regulagdo € pouco caracterizada em
diazotroficos Gram-positivos. Além dos resultados apresentados, o papel da proteina PII
nesse circuito também foi investigado. Ndo foi possivel detectar a interagdo da proteina PII
com o fator de transcricdo GInR por Surface Plamon Resonance (SPR). Na tentativa de
detectar tal interacdo a partir de outra metodologia, ensaios de pull-down in vitro foram
conduzidos, porém os resultados obtidos foram inconclusivos. Partiu-se entdo para a
realizacdo de ensaios de Isothermal Titration Calorimetry (ITC), para detectar a ligacdo da
proteina PII a pequenas moléculas. Além dos efetores classicos de proteinas PII (ATP,
ADP e 2-oxoglutarato), foram avaliados outros possiveis efetores (AMP, cAMP e GTP),
mas nenhuma das moléculas testadas foi reconhecida pela proteina. Dessa forma, os dados
observados ndo permitiram conectar tal proteina a regulacio do nitrogénio, €, por isso, ndo
foram explorados no decorrer dessa tese. Isso é de fato surpreendente, visto que proteinas
PII estao envolvidas na regulagdo geral do nitrogénio e na regulagio especifica da FBN em
diversos organismos. A investigagdo do papel da proteina PIl em P. riograndensis
certamente pode trazer achados inusitados.

A investigacdo com GInR e GS, por sua vez, permitiu estabelecer o papel de GInR
como regulador central dos genes nif e elucidar uma parte das cascatas regulatorias que
governam a expressdo desses genes em P. riograndensis. Esses também sdo elementos
classicos da regulagdo geral do nitrogénio, porém, os genes da FBN nfo faziam parte do
seu repertorio de alvos ja conhecido. Dessa forma, o papel regulatorio desses bem
conhecidos elementos (GInR e GS) foi estendido, preenchendo lacunas relevantes na
histéria da FBN, de forma a contribuir para a compreensdo de uma caracteristica tdo
fundamental a vida.

A capacidade para transformar o modelo de estudo P. riograndensis agora
estabelecida permite aprofundar a pesquisa em regulacdo genética com a adi¢do de dados
obtidos in vivo, como, por exemplo, a partir da obten¢do de mutantes para validar a fung¢do

das proteinas regulatorias. Outra maneira de dar seguimento a essa linha de pesquisa ¢
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caracterizar in vivo os operadores que foram validados in vitro, assim como variantes
mutantes, para definir claramente a sequéncia consenso reconhecida por GInR. Plasmideos
contendo as sequéncias dos promotores caracterizadas dirigindo a expressdo de um gene
reporter podem, agora, ser facilmente introduzidos na bactéria para avaliar a atividade
desses promotores, e combinagdes contendo os operadores auxiliares podem ser utilizadas
para testar o modelo proposto de operadores multiplos.

Um dos objetivos do trabalho, o de identificar genes co-regulados com cada sistema
da nitrogenase, a partir das andlises do transcriptoma, ndo pode ser alcangado.
Infelizmente, os dados obtidos a partir das andlises das bibliotecas de RNA nas condic¢des
de fixacdo de nitrogénio padrio e alternativa ndo forneceram suporte adequado. A
metodologia empregada para remog¢do dos tracos de molibdénio foi descrita na literatura
como mais especifica e eficiente que outras metodologias também utilizadas. Entretanto,
tal procedimento ndo se mostrou suficiente para remover completamente os tracos de
molibdénio do meio de cultura e ativar a transcricdo dos genes codificadores do sistema
alternativo. A execu¢do da metodologia deve ser revisada e uma curva de crescimento nas
condi¢des estabelecidas deve ser realizada com o objetivo de identificar a melhor fase para
a coleta das células, de forma a garantir que tracos contaminantes de molibdénio ainda
presentes no meio no inicio do cultivo tenham sido consumidos. Dessa forma, espera-se
encontrar ativadores especificos do sistema alternativo, uma vez que, segundo os
resultados obtidos, ndo foi possivel determinar a regulacdo dos genes anf pelo fator GInR,
repressor do sistema de fixagdo padrio.

Outra perspectiva interessante a partir desse trabalho ¢ a investigagdo mais
aprofundada dos homdlogos de GS adicionais identificados. Os dados iniciais indicam que
0 objeto de estudo contém duas glutamina sintetases funcionais, e apenas uma delas tem
propriedades regulatorias da expressdo génica. A possibilidade de uma fungo especifica
dessa segunda glutamina sintetase permanece em aberto e requer uma caracterizacio
bioquimica mais extensa. A terceira proteina apresenta sequéncia bem menos conservada.
Sua atividade bioquimica ndo foi validada, o que indica que ela pode ser especializada em
outra reagdo, ou pode ter perdido a fung@o. Essas trés sequéncias aparentam ndo resultar de
eventos de duplicagdo dentro do genoma, mas possuir histdrias evolutivas mais distantes.
Entretanto, ¢ necessaria uma analise mais detalhada, buscando sequéncias em maior

numero de genomas para construir uma nova filogenia testando métodos mais robustos, na
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tentativa de obter uma reconstrugdo filogenética acurada e com suporte estatistico
adequado para melhor compreender a origem dessas proteinas.

A investigacdo do sistema genético da fixacdo do nitrogénio em P. riograndensis
proporcionou achados relevantes para a compreenso basica da regulagdo da expressao da
nitrogenase em resposta a disponibilidade de nitrogénio. Muitas questdes ainda
permanecem em aberto, ¢ a investigacdo dessa linhagem e de suas caracteristicas
peculiares ainda trard achados interessantes para compreender a diversidade dos sistemas

da nitrogenase e dos organismos diazotroficos.
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