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BASES MOLECULARES E GENÉTICA DA FIXAÇÃO DE NITROGÊNIO

K.R. dos S. Teixeira1

1 – INTRODUÇÃO.

A fixação biológica de nitrogênio (FBN) é um  processo

complexo que requer a expressão de um conjunto de genes

denominados genes nif (“nitrogen fixation”), os quais

codificam para proteínas envolvidas diretamente neste

processo.

    A descoberta dos genes envolvidos na FBN foi proveniente

do estudo da genética da fixação de nitrogênio em Klebsiella

pneumoniae (Streicher et al., 1972; Dixon & Postgate, 1972;

Cannon et al., 1976; Dixon et al., 1976). Foram

identificados 20 genes, organizados em 7-9 operons que

ocupam no genoma de K. pneumoniae uma região de

aproximadamente 24 kb (1Kb = 1.000 pares de bases) entre os

genes shiA e hisD (Streicher et al., 1972; Dixon et al.,

1977; Kennedy, 1977; Elmerich et al., 1978; MacNeil et al.,

1978; Merrick, 1988, Arnold et al., 1988). Devido ao

envolvimento direto com o processo de FBN estas regiões

codificadoras foram denominadas genes nif. Os genes nifHDK

codificam as proteínas estruturais do complexo enzimático
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denominado nitrogenase.  Este complexo é caracterizado pela

presença de duas metalo-proteínas, a Fe-proteína (ou

componente II) e a MoFe-proteína (ou componente I). A

nomenclatura dinitrogenase-redutase e dinitrogenase também

pode ser encontrada na literatura, entretanto diversos

autores criticam esta denominação considerando que a Fe -

proteína e a MoFe-proteína não apresentam atividade

catalítica quando dissociadas. A Fe-proteína, codificada

pelo gene nifH, é homodimérica e sua massa molecular varia

entre 57 KDa e 72 KDa de acordo com o microrganismo a

partir do qual foi isolada (Eady et al., 1988) e cada uma

das subunidades apresenta Centro Fe4:S4. Os genes nifDK

codificam para a subunidades α e β da MoFe-proteína,

respectivamente. Em K. pneumoniae a MoFe-proteína é

tetramérica (α2 e β2) e sua massa molecular é de

aproximadamente 220 KDa (Eady et al., 1972; Kennedy et al.,

1976), apresenta 2 grupamentos P (ou 8Fe-8S) e seu sítio

ativo é composto por 2 cofatores de FeMo.

1.1 – GENES nif E SUAS FUNÇÕES.

Além dos genes estruturais, outros genes nif estão

envolvidos com a síntese e processamento do cofator de FeMo

(FeMo-Co), geração de energia para a nitrogenase,
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processamento e maturação pós-traducional da nitrogenase e

regulação da expressão ao nível de transcrição (Figura 1).

Figura 1 - Genes nif e suas funções em K. pneumoniae.
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N ifL

N itrogenase

 -

Adaptado de Frazzon, 1996.

A construção de mutantes Nif-  de K. pneumoniae

permitiu identificar a função de diversos genes nif (St.John

et al., 1975; Dixon et al., 1977). Os produtos codificados

pelos genes nif e suas funções estão apresentados na Tabela

I. Dos 20 genes nif identificados em K. pneumoniae, 14 tem

sido encontrados na maioria dos diazotrófos estudados. A

presença dos genes nifT e nifL só foi observada, até o

momento, em K. pneumoniae, Enterobacter agglomerans e

Azotobacter vinelandii, e resultados preliminares de

hibridização  indicaram a presença de região homóloga ao
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Tabela I - Produtos codificados pelos genes nif e suas

funções na FBN.

GENE PRODUTO FUNÇÃO
NifH Codifica para  Fe-proteína ou

componente II  da Nitrogenase.
Transferência de elétrons para
a MoFe-proteína, participa na
biossíntese e inserção do
FeMo-Co.

NifDK Codifica para subunidade α e β da
MoFe-proteína ou componente I da
nitrogenase.

redução do N2 a NH4
+, quando

associada com a Fe-proteína.

NifA NifA Regula positivamente a
transcrição dos genes nif.

NifL NifL, modulador negativo da proteína
NifA em Klebsiella pneumoniae e
Azotobacter vinelandii.

Modula negativamente a
atividade da proteína NifA.

NifNE α2β2 tetramero semelhante a FeMo-
proteína, FeS-proteína sensível ao
oxigênio.

Essencial para a biossíntese
do FeMo-Co

NifB FeS-proteína, sensível ao oxigênio e
associada a membrana em K. pneumoniae

Participa na biossíntese do
FeMo-Co

NifQ não determinado. Não é essencial em
concentrações normais de
Molibdênio, deve desempenhar
papel no metabolismo do Mo
tornado-o disponível para
incorporação ao FeMo-Co.

NifV Homocitrato-sintase Sintetiza homocitrato,
essencial para a estabilização
do FeMo-Co

NifM NifM Participa no processamento da
Fe-proteína

NifX não determinado. Evidência do seu envolvimento
no processo de regulação
negativa da transcrição dos
genes nif.

NifU não determinado. Desconhecida
NifS S-transferase cisteína dependente

(cisteína desulfurase)
Promove a dessulfidação de
cisteína dependente de
piridoxal fosfato. Deve
participar como doador de S
para vários grupamentos FeS da
Nitrogenase.

NifJ Piruvato:Flavodoxina-oxidoredutase,
proteína dimérica (α2) que  contem
centros FeS

Doa elétrons para a
Flavodoxina

NifF Flavodoxina Doa elétrons para a Fe-
proteína

NifY Codifica para subunidade γ2 presente
na apo-FeMo-proteína

Participa na de inserção do
FeMo-Co. Pode estar envolvido
com a síntese, inserção e/ou
isomerização do grupamento
Fe4:S4.

nifW
nifZ
nifT

não determinados. Desconhecidas, podem estar
envolvidos com o processo de
maturação ou estabilidade da
MoFe-proteína.

Adaptado de Ludden, P.W. (1993).
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gene nifL em Azotobacter paspali (dados não publicados,

obtidos neste laboratório e redigido como relatório do curso

de julho/92).

Apesar do intenso estudo dedicado a caracterização dos

produtos e função dos genes nif, a essencialidade de alguns

desses genes ainda permanece obscura. Simon et al. (1996)

estudando os efeitos de mutação e expressão excessiva do

gene nifT em K. pneumoniae não observaram qualquer alteração

fenotípica em relação a estirpe selvagem. Da mesma forma,

estudos de caracterização envolvendo os genes nifU, nifW e

nifZ não permitiram identificar função essencial  para a

expressão da fixação de nitrogênio, nas condições

experimentais aplicadas.

1.2 - ENVOLVIMENTO DE OUTROS GENES NO PROCESSO DE FBN.

Além dos genes nif, em certos diazotrófos tem sido

observado que outros genes tais como genes ntrA, ntrBC, fix,

fdx, rnf e nod codificam para proteínas que indiretamente

desempenham função essencial para a FBN tais como a

regulação ao nível de metabolismo geral de compostos

nitrogenados, sensoreamento e sinalização do nível de N-

celular, transporte de elétrons para a nitrogenase  e até o

estabelecimento da interação bactéria-planta. A presença de

tais genes em diversos grupos de diazotrófos, exceto os
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genes rnf, tem sido observado e descrito por vários autores.

Aos genes fdx, identificados em A. vinelandii e Rhodobacter

capsulatus, tem sido associado um papel no transporte de

elétrons para a nitrogenase (Schmehl et al., 1993).

Entretanto, mutantes fdxA e nifF de A. vinelandii ainda são

capazes de fixar N2 o que sugere possivelmente o

envolvimento de uma terceira proteína no processo de

transferência de elétrons (Martin et al., 1989). Estes

resultados podem ser reforçados pela recente descoberta em

R. capsulatus de genes denominado rnf (que significa

Rhodobacter “nitrogen fixation”), os quais não apresentam

homologia a outros genes já conhecidos, envolvidos no

transporte de elétrons para a nitrogenase neste

microrganismo (Schmehl et al., 1993).

Evidências da existência de nitrogenases alternativas,

independente de molibdênio, em Azotobacter vinelandii  foram

descritas por Bishop et al. (1980). Entretanto segundo

Kennedy et al.(1991) evidências de que a fixação de

nitrogênio pode ocorrer em ausência de molibdênio (Mo) datam

de 1936. Segundo os autores, Bortels, em 1936, observou que

vanádio (V) substituía molibdênio como requerimento para

fixação de nitrogênio em meio de cultura de Azotobacter e,

McKenna et al. (1970) relatou a presença de vanádio em

extrato bruto da nitrogenase de Azotobacter vinelandii, ao
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invés de molibdênio. Durante estudos de crescimento em

condições de fixação de nitrogênio, Bishop et al. (1980)

observou crescimento em culturas de A. vinelandii mesmo na

ausência de Mo e V. Posteriormente, Robson et al. (1986)

mostrou que Azotobacter chroococcum também produzia

nitrogenase vanádio-dependente quando crescida, na ausência

de Mo, em meio de cultura suplementado com vanádio. Desde

então a existência de nitrogenases alternativas deixou de

ser um dogma e diversos autores têm se dedicado ao estudo da

genética e mecanismo de regulação tanto da nitrogenase

dependentes de Molibdênio (codificadas por genes nif),

quanto da nitrogenase dependende de Vanádio (codificado por

genes vnf) e  do  terceiro tipo de nitrogenase denominada

alternativa (codificada por genes anf), que se expressa na

ausência de ambos metais. Até o momento, a fixação de

nitrogênio independente de Molibdênio foi descrito em

diazotrófos de  diversos grupos tais como: Anabaena

variabilis, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus,

Methanosarcina barkeri e Clostridium pasteurianum (citados

por Zinoni et al., 1993).

O quadro atual da caracterização da genética de

diversos diazotrófos revela que a complexidade da FBN não se

restringe simplesmente à bioquímica do processo e sugere que

a existência de outros genes, ainda não identificados, pode
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ser essencial para a elucidação do processo em diversos

grupos de diazotrófos.  

2 - ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DOS GENES nif EM DIVERSOS

DIAZOTRÓFOS.

A escolha de Klebsiella pneumoniae como fonte para o

estudo inicial dos genes envolvidos na FBN foi muito

favorável para a descoberta do envolvimento de um grupo de

genes neste processo. A organização dos genes nif em uma

única região do genoma deste microrganismo permitiu que a

estrutura dos operons, a presença de promotores específicos

e a função de vários desses genes fossem definidas através

de estudos de mutação sítio-dirigida e sequenciamento da

região de 24 kb que contém estes genes. Entretanto, este

tipo de organização é única em relação as observadas, até o

momento, em outros diazotrófos. Merrick (1993) relata que a

identificação, clonagem e o sequenciamento de 20  genes nif

em Klebsiella pneumoniae permitiu o estabelecimento de

estudos comparativos com genes semelhantes presentes em

outros diazotrófos. Os estudos da organização dos genes nif

em diazotrófos de vida livre ou encontrados em associação

tem resultado em um quadro bastante completo da organização

estrutural de seus genes nif (revisado por Merrick, 1993).
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2.1 – ORGANIZAÇÃO DOS GENES nif EM MICRORGANISMOS NÃO

SIMBIÓTICOS.

Apesar de organização estrutural semelhante a observada

para Klebsiella pneumoniae (K.p., Figura 2), em Enterobacter

agglomerans (E.a., Figura 2), diazotrofo de vida livre

encontrado associado a rizosfera de diversos cereais, foi

observado a presença de genes nif na porção extracromossomal

do genoma, indicando que esta característica não é única dos

diazotrófos simbióticos (Singh et al., 1983; Singh &

Klingmuller, 1986; Kreutzer et al., 1991). Neste

microrganismo, os genes nif ocupam região de aproximadamente

23 Kb do plasmídeo pEA3 de 113 Kb (Figura 2).

Em Azotobacter vinelandii (A.v., Figura 2) onde estão

presentes a informação para expressão dos três tipos de

nitrogenase conhecidos, foram identificadas três  regiões

contendo genes codificadores para as proteínas estruturais

dessas nitrogenases nifHDKTY, vnfH - vnfDGK e anfHDGK

(Joerger et al., 1989, 1990; Robson et al., 1986). Em A.

vinelandii já foram identificados e mapeados 19 genes nif

distribuídos em três regiões do cromossoma deste

microrganismo, a maior parte dos genes está localizada em

uma região de aproximadamente 27 Kb organizados em 5-6

unidades de transcrição como apresentados na Figura 2. Os
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operons nifLA-nifBQ e o fixABC estão localizados em outras

regiões do cromossoma.  

Regiões homólogas a genes nif em Rhodobacter capsulatus

(R.c., Figura 2) têm sido descritas e se encontram

amplamente separadas e distribuídas ao longo do cromossoma

deste microrganismo (Klipp et al., 1988; 1990; Fonstein et

al., 1992). Uma característica interessante deste

microrganismos é a presença duplicação dos genes nifU, nifA

e nifB, e apesar da seqüência dos genes nifU e nifA não

serem idênticas acredita-se que cada um dos homólogos possam

substituir o outro em condições ainda não definidas

(revisado por M.J. Merrick, 1993). Alguns desses genes já

foram mapeados e sequenciados, inclusive dois genes

regulatórios homólogos aos genes ntrB e ntrC, denominados

nifR1 e nifR2 devido a sua especificidade para expressão de

genes nif em Rhodobacter capsulatus (Hubner et al., 1991;

Foster-Hartnett & Kranz, 1992). Além de genes homólogos aos

genes nif, duas outras classes de genes essenciais para a

fixação de nitrogênio em Rhodobacter capsulatus têm sido

caracterizada, os genes fdx e rfn (Schemhl et al., 1993).

Estes genes estão localizados acima da região codificadora

para os genes nifENX (Figura 2).

Em Azospirillum brasilense (A.b., Figura 2), foram

identificadas duas regiões contendo os genes nif, e em uma
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delas estes genes estão associados a genes fix. A região

principal contém os genes estruturais nifHDKY e os operons

nifENX, nifUSV, nifW e fixABCX (Elmerich et al., 1991,1987;

Schrank et al., 1987; Galimand et al., 1989;  Milcamps  et

al., 1993; Elmerich, 1994; Frazzon 1996). Na outra região

foram localizados os genes nifA e nifB (Liang et al., 1991;

Knopik et al., 1991). A presença de outros genes nif em loci

diferentes tem sido descrito entretanto o envolvimento

desses genes com o processo de fixação ainda permanece

obscuro (Singh & Klingmüller, 1986; Vanstocken et al.,

1987). Neste caso, segundo Elmerich (1994) apesar de

mutantes Nif- terem sido obtidos através da inserção ao

acaso de Tn5 nestas regiões, a identidade dos genes

mutageneizados não foram completamente definidas. Uma outra

característica importante na organização dos genes nif em A.

brasilense e A. lipoferum é a presença de genes envolvidos

na regulação pós-traducional da nitrogenase (“switch-off”)

dependente da presença de concentração de amônia ou oxigênio

desfavoráveis para a atividade da nitrogenase (Hartmann et

al., 1986). As proteínas DRAT (NAD-dependente ADP-ribosil

transferase) e DRAG (Glicohidrolase associada à membrana),

responsáveis pela inativação e reativação da nitrogenase

respectivamente, são codificadas pelos genes draT e draG



14

organizados em um único operon localizado a 5’ do operon

nifHDK (Fu et al., 1990ab; Zhang et al., 1992).

Figura 2 - Organização estrutural dos genes envolvidos no

processo de FBN em diazotrófos não-simbióticos.

Adaptado de M.J. Merrick (1993) e J. Frazzon (1996).

Os genes comuns a todos os diazotrófos estão

caracterizados pelo preenchimento em verde.
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A organização de genes nif em A. diazotrophicus  tem

sido razão de estudos desde 1992 por pesquisadores do

Brasil, México e Estados Unidos e a ação cooperativa destes

grupos permitiu estabelecermos que a  localização de genes

nif neste diazotrófo é cromossomal. Até o momento grande

parte dos genes envolvidos direta ou indiretamente na FBN

têm sido mapeado em uma única região. A presença dos genes

nifA, nifB e nifK no inserto do plasmídeo recombinante

pAD101 foram inicialmente evidenciados pelo sequenciamento

(Teixeira, 1997). Estes resultados associados aos obtidos

por Sevilla et al. (1997) e C. Kennedy (comunicação pessoal)

permitiram estabelecer que em Acetobacter diazotrophicus

(A.d., Figura 2) os genes nifA-B-HDK-EN-USVW-fixABC estão

organizados em uma única região do cromossoma deste

diazotrofo, adjacente a genes homólogos aos genes mocA e

mcpA.

2.2 – ORGANIZAÇÃO DE GENES nif EM MICRORGANIMOS SIMBIÓTICOS.

Em termos de diazotrófos simbióticos o quadro é menos

completo, principalmente devido a presença de seqüências

repetidas (reiterated sequences) e frequentes rearranjos

genômicos já descritos para diversos microrganismos do grupo

(revisado por Martinez et al., 1990; Martinez-Romero &

Caballero-Mellado, 1996). Os fixadores de nitrogênio
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simbióticos compreendem bactérias do Gênero Rhizobium,

Bradyrhizobium, Azorhizobium e os gênero recentemente

descrito Sinorhizobium e Mesorhizobium (Jarvis et al., 1996,

1997).

Figura 3 - Organização de genes envolvidos no processo de

FBN em microrganismos simbióticos.
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 Adaptado de Martinez et al., 1990 e M.J. Merrick, 1993.

Os genes comuns a todos os diazotrófos estão

caracterizados pelo preenchimento em verde.

A Figura 3 apresenta a organização parcial de genes

nif, nod e fix em bactérias simbióticas. As espécies foram

representadas pelas suas iniciais: R.p. Rhizobium

leguminosarum bv. phaseoli, S.m. Sinorhizobium meliloti,
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R.t. R. leguminosarum bv. trifolii, B.j. Bradyrhizobium

japonicum.

De acordo com revisão de Martinez et al. (1990), estes

microrganismos apresentam informação genética para

estabelecer, em conjunto com a planta hospedeira, a formação

de estruturas altamente especializadas denominadas pelos

autores como nódulos fixadores de nitrogênio. Ainda segundo

estes autores, nas espécies de Rhizobium, exceto R. loti

(Sullivan et al., 1995), a maioria dos genes para nodulação

e fixação de nitrogênio está localizada em plasmídeos de

alto peso molecular, denominados plasmídeos simbióticos

(pSym). Entretanto, a partir da reclassificação de R. loti

para o novo gênero Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997) esta

exceção deixou de existir. Além disso, nos gêneros Rhizobium

e Sinorhizobium outros loci simbióticos estão localizados ao

longo do cromossoma (Noel et al., 1984; Dylan et al., 1986 -

citados por Martinez et al., 1990) ou em outros plasmídeos

(Toro & Olivares, 1986ab; Finan et al.,1986 - citados por

Martinez et al., 1990). Por outro lado, em Bradyrhizobium  e

Azorhizobium a informação genética tem sido encontrada, na

porção cromossomal do genoma (Hennecke et al., 1987; Van den

Eede et al., 1987). Além da diferença em relação a

localização dos genes envolvidos no processo de simbiose e

fixação de nitrogênio, uma diferente organização estrutural
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do operon nifHDK, onde o gene nifH se encontra separado dos

outros genes estruturais e constitui uma unidade de

transcrição independente dos genes nifDK, é única em

espécies de Bradyrhizobium (Kaluza et al., 1983; Yun &

Szalay, 1984). Entretanto, organização semelhante foi

observada para os genes vnfH e vnfDGK (codificadores para V-

nitrogenase) que se encontram distanciados entre si

aproximadamente 2 Kb (Kennedy et al., 1991).
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