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RESUMO 
 
 

Azospirillum brasilense é uma bactéria fixadora de nitrogênio que se associa 

com diversas plantas de interesse agrícola como milho e trigo, portanto, tem um 

potencial como biofertilizante. Neste trabalho vários aspectos da regulação do 

metabolismo de nitrogênio nesta bactéria foram estudados. Em A. brasilense o gene 

glnB, que codifica para a proteína GlnB, é expresso a partir de duas regiões 

promotoras distintas, glnBp1 - σ70 e glnBp2 - σN, porém, o mecanismo pelo qual 

estes promotores são regulados ainda não é conhecido. A expressão do gene glnB 

foi estudada utilizando fusões glnB-lacZ. A expressão de glnB em mutantes ntrC de 

A. brasilense foi diferente da observada na estirpe selvagem. Este resultado, 

juntamente com dados obtidos anteriormente, sugere que a proteína NtrC regula a 

expressão do gene glnB ativando a transcrição a partir do promotor glnBp2 - σN e 

reprimindo a transcrição a partir do promotor glnBp1 - σ70. As estirpes mutantes de 

A. brasilense FP8 e FP9, obtidas por mutagênese química, apresentam um fenótipo 

Nif- (não fixam nitrogênio) e são incapazes de utilizar nitrato como fonte única de 

nitrogênio, as bases moleculares para estes fenótipos foram investigadas neste 

trabalho. O sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP8 e FP9 indicou trocas 

únicas de nucleotídeos que levam a alterações de aminoácidos no motivo de ligação 

de ATP da proteína NtrC. Estas mutações geram proteínas que não são capazes de 

ativar a transcrição de promotores tipo σN mas que ainda apresentam capacidade de 

se ligar ao DNA. Estas características explicam o fenótipo Nif- observado nas 

estirpes FP8 e FP9, o qual difere dos mutantes insercionais NtrC que apresentam 

um fenótipo parcial para fixação de nitrogênio. A fixação de nitrogênio em algumas 

bactérias é controlada pós-traducionalmente por mono-ADP-ribosilação da enzima 

dinitrogenase redutase (NifH) que ocorre em resposta a adição de amônio ao meio 

extracelular. Este processo é mediado pela enzima DraT e revertido pela enzima 

DraG sendo que a atividade destas enzimas também é controlada pós-

traducionalmente pelos níveis de nitrogênio da célula. Proteínas da família PII 

parecem estar envolvidas no controle destas enzimas, mas o mecanismo pelo qual 

tal controle pode ocorrer permanece desconhecido. Os resultados aqui descritos 

mostram que as proteínas PII (GlnB e GlnZ) e DraG se associam à fração de 

membrana após um choque de amônio em A. brasilense, a ligação destas proteínas 
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à membrana e a ADP-ribosilação de NifH não ocorre em um mutante amtB. A 

enzima DraG interage com a proteína GlnZ in vivo de forma independente dos níveis 

de nitrogênio celular, enquanto que a enzima DraT interage com a proteína GlnB in 

vivo apenas após um choque de amônio. Estes dados sugerem que a atividade de 

DraG seja controlada negativamente pela interação com a membrana induzida por 

amônio através de um complexo ternário envolvendo DraG, GlnZ e AmtB. A ligação 

de DraG à membrana separaria a enzima DraG de seu substrato citoplasmático, a 

proteína NifH modificada, impedindo o processo de remoção do grupo ADP-ribose 

de NifH. Estas observações indicam que a proteína AmtB pode ser capaz de 

seqüestrar não só proteínas da família PII mas também proteína a elas complexadas 

para a membrana celular, também identificam a proteína DraG como novo alvo de 

ligação a proteínas da família PII, além de sugerir um modelo para o controle da 

ADP-ribosilação da proteína NifH que provavelmente pode ser aplicado a outros 

organismos que exibem tal regulação da nitrogenase  
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ABSTRACT 
 
 

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium found in association with 

important agricultural crops such as maize and wheat, and thus has potential as a 

nitrogen biofertilizer. In this work we have studied several aspects of the regulation of 

the nitrogen metabolism in this bacterium. In A. brasilense the glnB gene, coding for 

the PII protein GlnB, is expressed by two different promoters, glnBp1 - σ70 and glnBp2 

- σN, the mechanism by which these promoters are regulated remains unknown. We 

have investigated the expression of glnB using glnB-lacZ gene fusions, expression of 

glnB in A. brasilense ntrC mutant differed from that in the wild-type strain. This result, 

together with our previous data, indicates that the NtrC protein regulates directly glnB 

expression by enhancing transcription from glnBp2 - σN and repressing transcription 

from glnBp1 - σ70. The A. brasilense mutant strains FP8 and FP9 were selected after 

nitrosoguanidine treatment, showed a null Nif phenotype and were unable to use 

nitrate as sole nitrogen source, the molecular basis of these phenotypes were 

investigated. Sequencing of the FP8 and FP9 ntrC genes revealed single nucleotide 

mutations leading to amino acid substitution on the NtrC nucleotide-binding site, this 

mutations lead to proteins that can not activate σN-dependent promoter but are still 

able to bind to the DNA. These mutations explain the null Nif phenotype observed in 

the previously isolated A. brasilense mutants FP8 and FP9, which are different from 

that of insertional-NtrC mutants that show partial nitrogenase activity. Nitrogen 

fixation in some diazotrophic bacteria is regulated at the post-translational level by 

mono-ADP-ribosylation of dinitrogenase reductase (NifH) that occurs in response to 

addition of ammonium to the extracellular medium. This process is mediated by DraT 

enzyme and reversed by DraG enzyme, the activities of both these enzymes being 

themselves regulated according to the cellular nitrogen status. PII proteins have been 

implicated in the regulation of the activities of DraT and DraG.  However the precise 

mechanism by which this regulation occurs has so far not been determined. We have 

now shown in A. brasilense that the PII proteins (GlnB and GlnZ) and DraG were all 

membrane associated after an ammonium shock, and both this membrane 

sequestration and ADP-ribosylation of NifH were defective in an amtB mutant. We 

have also shown that DraG interacts with GlnZ in vivo independently of cellular 

nitrogen levels, whist DraT interacts with GlnB in vivo only after an ammonium shock. 
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These results indicate that DraG activity is regulated by ammonium induced 

membrane sequestration through a ternary protein complex involving DraG, GlnZ 

and AmtB. The membrane sequestration of DraG physically separates it from the 

substrate (modified NifH) thus impairing the ADP-ribosyl removing process. Our 

observations identify a novel role for an ammonia channel (Amt) protein in the 

regulation of bacterial nitrogen metabolism by mediating membrane sequestration of 

a protein other than a PII family member, they identify DraG as a new target of the PII 

protein family and they also suggest a model for control of ADP-ribosylation that is 

likely to be applicable to all diazotrophs that exhibit such posttranslational regulation 

of nitrogenase.  
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1. INTRODUÇÃO    
 

1.1 O gênero Azospirillum 
As bactérias do gênero Azospirillum são microrganismos capazes de crescer 

utilizando nitrogênio atmosférico como fonte única de nitrogênio (diazotróficos), 

aeróbios, que se associam com raízes de diversas plantas de importância agrícola 

como o milho, trigo, sorgo e arroz (DÖBEREINER e DAY, 1976: DÖBEREINER, 

1991; STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; ECKERT et al., 2001). Algumas 

estirpes podem colonizar não só a rizosfera mas também o interior de raízes 

(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Estas bactérias já foram isoladas de 

raízes de mais de 100 espécies de plantas, podendo também ser aplicadas com 

sucesso a raízes de plantas que não apresentam histórico de colonização com 

Azospirillum (BASHAN et al., 2004). Bactérias deste gênero são classificadas como 

colonizadores de raízes de ampla faixa hospedeira (BASHAN e HOLGUIN, 1997). 

Azospirillum spp. são bactérias Gram negativas, curvas, móveis e de várias origens 

geográficas. A temperatura ótima de crescimento varia entre 28 e 41oC, dependendo 

da espécie (ECKERT et al., 2001). 

O gênero Azospirillum pertence à subdivisão α das Proteobactérias (YOUNG, 

1992) e comporta oito espécies: Azospirillum brasilense, Azospirillum lipoferum 

(TARRAND et al., 1978), Azospirillum halopraeferans (REINHOLD et al., 1987), 

Azospirillum amazonense (MAGALHÃES et al., 1983), Azospirillum irakense 

(KHAMMAS et al., 1989), Azospirillum largimobile (DEKHIL et al., 1997), Azospirillum 

doebereinerae (ECKERT et al., 2001) e Azospirillum oryzae (XIE e YOKOTA, 2005). 

Dentre estas espécies, a mais estudada é A. brasilense. Análise com diversas 

bactérias do gênero indica que possuem um genoma complexo, com cinco a sete 

megareplicons variando de 0,65 a 2,6 Mpb. Diversos megareplicons mostraram sinal 

de hibridização com o gene rDNA 16S, o que sugere a presença de múltiplos 

cromossomos nesta bactéria (MARTIN-DIDONET et al., 2000) 

As fontes de carbono preferencialmente utilizadas por Azospirillum spp. são 

ácidos orgânicos como malato, lactato, succinato e piruvato. Carboidratos como D-

frutose e D-glucose podem ser utilizados por algumas espécies (DÖBEREINER e 

PEDROSA, 1987). O metabolismo de nitrogênio é bastante versátil, podendo ser 

utilizados como fonte de nitrogênio: amônio, nitrato, nitrito, aminoácidos e nitrogênio 

atmosférico (DÖBEREINER e PEDROSA, 1987; STEENHOUDT e 
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VANDERLEYDEN, 2000). Todas as espécies de Azospirillum são diazotróficas, 

quando cultivadas em meio semi-sólido isento de nitrogênio fixado formam uma 

película de crescimento característica (DÖBEREINER e DAY, 1976). Esta película é 

formada por células que se deslocam para regiões do meio onde a concentração de 

oxigênio é compatível com a síntese e atividade da nitrogenase (DÖBEREINER e 

DAY, 1976). 
Um aumento significativo no rendimento da produção de grãos é observado 

com a inoculação de Azospirillum spp., juntamente com um aumento no conteúdo de 

fósforo, potássio e de nitrogênio total das plantas (BASHAN e HOLGUIN, 1997; 

STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004). O aumento na 

produção e crescimento após a inoculação com estirpes de Azospirillum spp. tem 

sido atribuído principalmente a um efeito geral no crescimento das raízes e uma 

conseqüente melhora na capacidade de assimilação de nutrientes pela planta 

(KAPULNIK et al., 1985; BASHAN e HOLGUIN, 1997). A teoria mais aceita é de que 

o efeito benéfico da associação com Azospirillum ocorra devido a uma soma de 

múltiplos mecanismos (BASHAN et al., 2004). As bactérias do gênero Azospirillum 

podem produzir vários fitormônios (tais como giberilinas, ácido indolacético e etileno) 

e fixam nitrogênio em associação com plantas, porém a transferência de nitrogênio 

fixado para a planta associada parece ser limitada e nem sempre é detectada 

(BASHAN et al., 2004). BECKER e colaboradores (2002) demonstraram que plantas 

de tomate, crescidas em meio livre de nitrogênio fixado, e inoculadas com A. 

brasilense são capazes de induzir a expressão de um gene envolvido no transporte 

de amônio no tomateiro. Este resultado não foi observado quando o mesmo 

experimento foi conduzido com uma estirpe de A. brasilense incapaz de fixar 

nitrogênio, sugerindo que o amônio produzido pela bactéria pode ser sensoriado e, 

possivelmente, utilizado pela planta associada como fonte de nitrogênio. 

O mecanismo exato da interação planta-Azospirillum spp. não é conhecido. 

Acredita-se que a adesão do A. brasilense a rizosfera ocorra em duas etapas 

distintas: uma etapa inicial reversível mediada pelo flagelo polar, seguida de uma 

etapa irreversível de aderência mediada por polissacarídeos secretados pela 

bactéria (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; BASHAN et al., 2004).  

 

1.2 A fixação biológica de nitrogênio 
 O nitrogênio é um elemento necessário para a síntese de proteínas, ácidos 
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nucléicos e outras biomoléculas sendo, portanto, fundamental para manutenção da 

vida neste planeta. O gás dinitrogênio, N2, é a forma mais abundante deste elemento 

e constitui 80% da atmosfera da Terra, entretanto nenhum eucarioto é capaz de 

utilizá-lo diretamente (POSTGATE, 1982). A fixação biológica de nitrogênio é o 

processo pelo qual o N2 é transformado a NH3, forma metabolicamente utilizável. As 

chamadas bactérias diazotróficas são os únicos organismos que podem converter o 

dinitrogênio atmosférico a amônio, o qual pode ser utilizado na síntese de 

biomoléculas que contenham nitrogênio (BURRIS, 1991). A capacidade de fixar 

nitrogênio é encontrada na maioria dos grupos filogenéticos entre as bactérias, 

incluindo sulfo-bactérias, firmibactéria, actinomicetos, cianobactérias, 

proteobactérias e arqueobactérias (DIXON e KAHN, 2004).  

O elemento nitrogênio é um dos fatores limitantes para o desenvolvimento de 

plantas (DIXON e KAHN, 2004), é também o mais caro dos fertilizantes agrícolas 

(PEDROSA, 1987). Os vegetais são incapazes de utilizar nitrogênio atmosférico 

diretamente, mas podem obter nitrogênio fixado através de microrganismos que 

convertem o nitrogênio atmosférico a amônio ou através de fertilizantes 

nitrogenados. O uso de fertilizantes nitrogenados, além de elevar os custos da 

produção agrícola, pode gerar danos ecológicos, uma vez que cerca de 50% do total 

aplicado são usualmente perdidos por ação de chuvas, erosão e atividade 

bacteriana (PEDROSA, 1987). Os danos ao ambiente causados pelo uso de 

fertilizantes nitrogenados incluem eutrofização de rios e lagos, acidificação do solo e 

emissão de óxidos de nitrogênio na atmosfera (DIXON e KAHN, 2004). Além do 

efeito direto no solo a produção de fertilizantes a base de nitrogênio demanda uma 

grande quantidade de energia, normalmente provida por combustíveis fosséis, 

aumentando a emissão de dióxido de carbono na atmosfera. 

No Brasil, uma substancial economia em fertilizantes nitrogenados é 

decorrência do uso da simbiose entre a soja e a bactéria Bradyrhizobium japonicum. 

Acredita-se que esta bactéria seja responsável pela produção de 90 a 200 quilos de 

nitrogênio fixado por hectare/ano (PEDROSA, 1987). O nitrogênio fornecido pelo 

processo de fixação biológica é menos propenso a lixiviação e volatilização já que 

ele é utilizado in situ, sendo assim, o processo biológico é uma alternativa barata, 

limpa e sustentável para o fornecimento de nitrogênio na agricultura comercial. 

 As bactérias do gênero Azospirillum, têm um grande potencial de uso como 

biofertilizante, face à capacidade que possuem de colonizar raízes de várias 
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espécies de plantas, sua ampla distribuição geográfica e sua eficiência na fixação de 

nitrogênio in vitro (PEDROSA, 1987). Com o conhecimento das vias metabólicas 

envolvidas no controle do metabolismo de nitrogênio em A. brasilense, seria possível 

utilizar técnicas de biologia molecular para alterar genes que codificam proteínas 

regulatórias. Tais mutantes poderiam fixar nitrogênio de forma constitutiva e, 

eventualmente, secretar amônio para a planta associada tornando dispensável o uso 

de fertilizantes nitrogenados (PEDROSA, 1987). 

 

1.3 Nitrogenase 
A nitrogenase é a enzima responsável pela fixação biológica de nitrogênio. 

Esta enzima catalisa a redução do dinitrogênio gasoso (N2) a amônio como mostra a 

seguinte reação (EADY, 1986; POSTGATE, 1982): 
 

      N2  +  10H+  +  8e-  + 16Mg.ATP                      2NH4
+  + H2  + 16Mg.ADP  +  16Pi 

Nitrogenase 

 

 O complexo da nitrogenase geralmente é composto de duas proteínas: a 

dinitrogenase redutase, proteína Fe (contém ferro) ou NifH e a dinitrogenase, 

proteína Fe-Mo (contém ferro e molibdênio) ou NifDK. A proteína NifH é um dímero 

γ2 (produto do gene nifH), contém um núcleo 4Fe-4S e sua função é transportar 

elétrons até a proteína NifDK que, por sua vez é um tetrâmero α2β2 (produto dos 

genes nifDK) contendo dois grupos prostéticos: 2 centros P e 2 cofatores ferro 

molibdênio (FeMo) (BURRIS, 1991). Os componentes da nitrogenase são 

extremamente sensíveis ao oxigênio devido a seus grupos metálicos que estão 

expostos ao solvente. Um modelo estrutural do complexo nitrogenase de 

Azotobacter vinelandii está apresentado na Figura 1. 
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Figura 1 – Modelo estrutural da nitrogenase de A. vinelandii 
 
 
 
 
 

odelo estrutural do complexo nitrogenase de A. vinelandii (SCHINDELIN et al., 1997). As 

Além dos genes nifHDK a biossíntese e funcionamento do complexo da 

nitroge

re 

Proteína MoFe - NifDK

Proteína Fe - NifH

Núcleo 4Fe-4S

Núcleo P 8Fe-7S

FeMoco

 
 
M
duas subunidades idênticas (γ2) da proteína dimérica NifH (proteína Fe) estão representadas 
em amarelo e verde. Apenas duas subunidades da proteína NifDK (proteína FeMo) estão 
representadas em vermelho (α)  e azul (β). As setas indicam os núcleos metálicos presentes na 
nitrogenase. As esferas em azul indicam a possição do resíduo de Arginina 100 que 
corresponde ao resíduo de Arginina 101 de A. brasilense. 
 

nase requer os produtos de outros genes necessários para o transporte de 

elétrons, regulação transcricional, biossíntese de cofatores e transporte de íons 

DIXON e KAHN, 2004). Em vista do alto gasto energético envolvido na redução do 

N2 a NH3, o processo de fixação de nitrogênio é altamente regulado tanto na 

atividade da nitrogenase como na expressão de seus genes (POSTGATE, 1982). 

 Apesar de ainda não completamente definido existe um certo consenso sob
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a seqüência de eventos que ocorrem no ciclo catalítico da nitrogenase, este 

mecanismo é baseado em dados obtidos principalmente com as nitrogenases de 

Klebsiella pneumoniae e Azotobacter vinelandii. A proteína NifH contendo a forma 

reduzida do núcleo metálico [Fe4S4] (+1), liga duas moléculas de MgATP (ASHBY e 

THORNELEY, 1987). A ligação do MgATP altera a estrutura de NifH e altera o 

potencial de oxi-redução do núcleo  [Fe4S4] promovendo sua associação com a 

proteína NifDK. Com a formação do complexo NifH – NifDK ocorre à transferência de 

um elétron da NifH para o cofator FeMo da proteína NifDK  (LOWE et al., 1993). 

Concomitante a transferência de elétron ocorre à hidrólise das duas moléculas de 

MgATP ligadas a NifH, fosfato inorgânico é liberado e a proteína NifH oxidada fica 

ligada a MgADP, o complexo NifH – NifDK é quebrado. Para completar o ciclo, a 

NifH oxidada é novamente reduzida por um doador de elétrons (uma ferrodoxina ou 

flavodoxina), as duas moléculas de MgADP são trocadas por MgATP. O ciclo 

catalítico é repetido até que um número suficiente de elétrons seja transferido para 

que a proteína NifDK reduza seu substrato (HAGEMAN e BURRIS, 1978). 

 

1.4 Assimilação de amônio 
 O amônio obtido pelo processo de fixação de nitrogênio ou captado do meio 

externo é utilizado na síntese de glutamina e glutamato, os quais servem como 

doadores de nitrogênio para as reações biossintéticas (ARCONDÉGUY et al., 2001). 

A assimilação de amônio por microrganismos pode ocorrer por duas vias, uma 

envolvendo a ação seqüencial das enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato 

sintase (GOGAT) (MERRICK e EDWARD, 1995; ARCONDÉGUY et al., 2001): 

 

NH4
+  +  L-glutamato  +  ATP                           L-glutamina   +  ADP   +  Pi GS

 

L-glutamina + α-cetoglutarato + NADPH                    2 L-glutamato   +   NADP+GOGAT

 

e outra envolvendo a enzima glutamato desidrogenase (GDH): 

 

 

NH4
+  +   α-cetoglutarato  + NAD(P)H                        glutamato   + NAD (P)+GDH

 

 A primeira via (GS – GOGAT) é a principal responsável pela assimilação de 
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amônio em condições limitantes deste composto. A segunda via (GDH) funciona 

quando a concentração de amônio é alta, pois a GDH possui uma afinidade 

relativamente baixa para NH4
+ (MERRICK e EDWARD, 1995). Em A. brasilense a 

via GS-GOGAT é a via predominante de assimilação de amônio independente da 

fonte de nitrogênio utilizada para crescimento (WESTBY et al., 1987). A GS é uma 

enzima dodecamérica e tem sua atividade controlada pela adição covalente de um 

grupamento adenilil a cada uma de suas subunidades (ARCONDÉGUY et al., 2001). 

 

1.5 Proteínas da família PII

Em todas as células, as vias de utilização de nitrogênio têm que ser reguladas 

para evitar perda desnecessária de energia e maximizar a utilização do nitrogênio 

disponível. O conhecimento dos sistemas de controle do metabolismo de nitrogênio 

varia de organismo para organismo. Em E. coli proteínas da família PII têm um papel 

fundamental na coordenação das vias do metabolismo de nitrogênio.  

Proteínas da família PII são proteínas transdutoras dos níveis de nitrogênio 

intracelular. Estas proteínas estão presentes na maioria das bactérias, sendo 

encontradas em membros de todas as subdivisões das proteobactérias, 

firmibactérias, actinomicetos, arqueobactérias e cianobactérias. A maioria das 

bactérias que não codifica para uma proteína da família PII são organismos 

patogênicos os quais passaram por um processo de redução do genoma devido ao 

tipo de ambiente que habitam (ARCONDEGUY et al., 2001). Mais recentemente 

proteínas da família PII têm sido encontradas em algas e plantas, mas até o 

momento não foram reportadas em fungos ou  animais.  

 

1.6 Estrutura das proteínas da família PII

 A proteína GlnB de E. coli, como todas as proteínas da família PII, é uma 

proteína trimérica onde cada uma das subunidades contém três estruturas em volta: 

loop-T, loop-B e loop-C. O trímero forma uma estrutura em barril de 30Å de altura 

com cada monômero de 12kDa dispostos de forma que uma região flexível não 

estruturada da proteína de aproximadamente 18 resíduos, conhecida como loop-T 

(CARR et al., 1996) (Figura 2). A principal característica das proteínas tipo PII em 

proteobactérias é sua capacidade de ser covalentemente modificada por uridililação 

no resíduo de tirosina 51 localizado no loop-T de cada monômero. A modificação 

covalente da proteína PII varia de acordo com os níveis de nitrogênio intracelular, 
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ambas as formas de PII (livre ou uridililada) podem interagir com diversas proteínas 

receptoras modulando suas atividades. A cascata de interações das proteínas da 

família PII com seus receptores em E. coli é conhecida como sistema Ntr “nitrogen 

regulation system”. 

 
Figura 2 – Modelo estrutural da proteína GlnB de E. coli na forma trimérica 
 
 

s três subunidades da proteína estão destacadas em diferentes cores. O resíduo de tirosina 51 

.7 Sistema Ntr 
 de regulação de nitrogênio (Ntr) foi inicialmente descrito em 

bactér

 
A
na volta T está indicado (TYR51) (CARR et al., 1996). 
 
 
1

O sistema

ias entéricas como E. coli, e Klebsiella pneumoniae. Este sistema regula a 

utilização de fontes alternativas de nitrogênio como nitrato e aminoácidos (MERRICK 

e EDWARDS, 1995). Em E. coli este sistema foi inicialmente descrito com seis 

proteínas: NtrB, NtrC, UTase/UR (GlnD), PII (GlnB), ATase (GlnE) e glutamina 

sintetase (GS ou GlnA). (MERRICK e EDWARDS, 1995). A descoberta de uma 

segunda proteína da família PII (GlnK) em E. coli e em outros microrganismos 

aumentou a complexidade do sistema. Para facilitar a compreensão, o papel da 
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proteína GlnB será inicialmente discutido, a função da proteína GlnK no sistema Ntr 

será considerada posteriormente.  

O sistema Ntr consiste em uma cascata regulatória, onde a proteína GlnB tem 

um pa

roteínas NtrB e NtrC são membros de famílias de transdutores de sinal 

compo

pel principal, controlando a atividade de outras proteínas de acordo com os 

níveis de nitrogênio (glutamina) intracelular. Em condições limitantes de nitrogênio a 

concentração de glutamina intracelular é baixa, a proteína UTase/UR (GlnD) tem sua 

atividade de uridilil transferase estimulada e catalisa a adição de um grupamento 

UMP à proteína GlnB (BROWN et al., 1971; ADLER, et al., 1975; BLOOM et al., 

1978; ENGLEMAN e FRANCIS, 1978; KAMBEROV et al., 1994; JIANG et al., 1998a; 

JIANG et al., 1998b; JIANG et al., 1998c). GlnB uridililada não consegue se ligar à 

proteína NtrB que, na forma livre catalisa a fosforilação da proteína NtrC, ativando-a 

(ATKINSON et al., 1994; JIANG e NINFA, 1999). NtrC fosforilada irá ativar a 

transcrição de genes envolvidos na assimilação de fontes alternativas de nitrogênio 

(Figura 3). 

As p

stos por uma histidina quinase/fosfatase (NtrB) e a proteína regulatória 

correspondente (NtrC) (PORTER  et al., 1995). Estes sistemas de transdução de 

sinal utilizam a fosforilação de um domínio conservado para controlar a atividade da 

proteína regulatória. A proteína NtrB catalisa a autofosforilação de um resíduo de 

histidina e este grupamento fosforil é transferido para um resíduo de aspartato da 

proteína regulatória NtrC (KEENER e KUSTO, 1988; WEISS e MAGAZANIK, 1988; 

NINFA e BENNETT, 1991; NINFA et al., 1993). 
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Figura 3 - Regulação das atividades de NtrC e glutamina sintetase em resposta 
aos níveis de nitrogênio intracelular  

 

A) Em oncentração de glutamina intracelular é alta, a 

NtrBATase

Baixa glutamina
(limitação de nitrogênio)

NtrBATase

GlnD

GlnK, GlnB

Alta glutamina
(excesso de nitrogênio)

GlnD

GlnK-UMP, GlnB-UMP

GlnK, GlnB

GlnK-UMP, GlnB-UMP

GS-AMP (inativa) GS NtrC (inativa) NtrC-P

GS GS-AMP (inativa) NtrC (inativa)NtrC-P

A) Excesso de nitrogênio (alta concentração de glutamina)

B) Limitação de nitrogênio (baixa concentração de glutamina)

 

 condições de excesso de nitrogênio a c
glutamina se liga à enzima GlnD favorecendo sua atividade de enzima removedora de uridilil 
(UR), como conseqüência GlnB e GlnK são desuridililadas. GlnB e GlnK desuridililadas 
interagem com NtrB estimulando a desfosforilação e, conseqüentemente, inativação da 
proteína NtrC. GlnB e GlnK desuridililadas também interagem com ATase estimulando a 
inativação da GS por adenililação. B) Em condições de limitação de nitrogênio os níveis de 
glutamina intracelular são baixos. Nestas condições GlnD atua como uridililtransferase 
(UTase) promovendo a uridililação de GlnB e GlnK. As formas uridililadas de GlnB e GlnK 
não são capazes de interagir e promover a atividade fosfatase de NtrB. Nestas condições NtrB 
fosforila e, conseqüentemente, ativa a proteína NtrC. GlnB e GlnK uridililadas interagem com 
a enzima ATase  promovendo a desadenililação e ativação da GS. 
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Em altos níveis de nitrogênio fixado a concentração de glutamina intracelular 

 aum

enililação e desadenililação da proteína 

glutam

1.8 Proteína GlnK 
N HEESWIJK e colaboradores descreveram a presença de um 

gene 

ão é restrita a E. coli, muitos 

organi

ína GlnK de E. coli também sofre uridililação em resposta a 

dispon

a proteína GlnK é uridililada de forma tão eficiente como GlnB, no entanto, a 

é entada, com isso a GlnD tem sua atividade removedora de uridilil estimulada, 

favorecendo a desuridililação da GlnB (BROWN et al., 1971; ADLER, et al., 1975; 

BLOOM et al., 1978; BUENO et al., 1985; FRANCIS e ENGLEMAN, 1978; 

KAMBEROV et al., 1995; JIANG et al., 1998a; JIANG et al., 1998b; JIANG et al., 

1998c). GlnB desuridililada liga-se à proteína NtrB, que por sua vez desfosforila 

NtrC, inativando-a (JIANG e NINFA, 1999).  

A proteína GlnB também regula a ad

ina sintetase pela enzima adenililtransferase, ATase (Figura 3). Em altos 

níveis de nitrogênio fixado, a ATase complexa com a GlnB livre e glutamina e 

catalisa a adenililação da glutamina sintetase, inativando-a. Em baixas 

concentrações de nitrogênio fixado, a glutamina sintetase é ativada por 

desadenililação também catalisada pela ATase complexada à proteína GlnB-UMP 

(BROWN et al., 1971; JIANG et al., 1998c; NINFA e JIANG, 2005). 

 

Em 1996, VA

que codifica para outra proteína da família PII em E. coli. O gene foi 

denominado glnK, e seu produto GlnK. Ao contrário do que acontece com o gene 

glnB, o qual apresenta expressão constitutiva, glnK  está sob controle do sistema 

Ntr. O gene glnK em E. coli é co-expresso com o gene amtB que codifica para uma 

proteína transmembrana envolvida no transporte de amônio (AmtB). As proteínas 

GlnK e GlnB de E. coli apresentam 67% de identidade.  

A presença de uma segunda proteína do tipo PII n

smos apresentam duas proteínas do tipo PII, em alguns casos até 4 proteínas 

desta família podem ser encontradas (ARCONDENGUY et al., 2001). Devido à alta 

semelhança na estrutura primária seria esperado que algumas das características e 

funções descritas para a proteína GlnB também fossem compartilhadas pela 

proteína GlnK. Experimentos subseqüentes em E. coli mostraram que GlnK pode 

compartilhar características e funções com GlnB porém, algumas funções parecem 

ser restritas.  

A prote

ibilidade de nitrogênio assim como GlnB (ATKINSON e NINFA, 1998). In vitro, 
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desuridililação de GlnB-UMP é mais rápida que de GlnK-UMP (ATKINSON e NINFA, 

1999), GlnK também pode controlar atividade de GS regulando a atividade da ATase 

in vitro, porém de forma menos eficiente que GlnB (ATKINSON e NINFA, 1999), 

sugerindo que in vivo, quando GlnB está presente, GlnK não tem um papel 

importante no controle da GS. 

Em E. coli, GlnK, assim como GlnB, pode regular os níveis de NtrC-P 

controlando a atividade de NtrB (Figura 3), GlnK parece ser menos eficiente que 

GlnB n

ral 

bastan

s proteínas GlnB e GlnK podem formar heterotrímeros in vivo em E. coli. A 

ervada quando células de E. coli são cultivadas 

em m

esta atividade (ATKINSON e NINFA 1999). Em células limitadas de nitrogênio 

foi observado que uma fração da proteína GlnK encontra-se desuridililada, isto se 

deve ao fato de que uma grande quantidade de GlnK se acumula nestas condições 

impossibilitando a modificação total pela proteína GlnD. Foi sugerido que uma 

possível função de GlnK seria controlar os níveis de NtrC-P durante deprivação de 

nitrogênio devido à presença de uma fração de GlnK desuridililada nestas condições 

(ATKINSON e NINFA, 1998; ATKINSON et al., 2002; BLAUWKAMP et al., 2002). 

A estrutura tridimensional da proteína GlnK de E. coli também foi resolvida 

(Figura 4A), como a proteína GlnB, GlnK forma um trímero com a estrutura ge

te semelhante à proteína GlnB, a maior diferença na estrutura das duas 

proteínas é observada na região do loop-T (Figura 4B). A região do loop-T de GlnB é 

essêncial para a interação com 3 conhecidos alvos da proteína PII, ATase, UTase e 

NtrB (JIANG et al., 1997). A flexibilidade no loop-T observada na análise estrutural 

das proteínas PII pode ser necessária para facilitar a interação específica com 

diferentes proteínas alvo (ARCONDEGUY et al., 2001). 

 

1.9 Formação de heterotrímeros 
A

formação de heterotrímeros foi obs

eio limitante em amônio. Experimento de adenililação da GS in vitro 

demonstraram que heterotrímeros GlnK-GlnB totalmente uridililados estimulam a 

atividade de desadenililação da ATase, porém de forma menos eficiente que 

homotrímero de GlnB (VAN HEESWIJK et al., 2000). Foi sugerido por estes autores 

que a formação de heterotrímeros in vivo pode estar relacionada com o ajuste fino 

no controle do sistema Ntr.  
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Figura 4 – Estrutura tridimensional dos monômeros das proteínas GlnB e GlnK 

 – Modelo estrutural do monômero da proteína GlnK. As diferentes estruturas secundárias 
estão representadas em diferentes cores (XU et al., 1998). 

 α-cetoglutarato na célula aumenta em condições de 

ndições de limitação (SENIOR, 1975; 

dililação e desuridililação de GlnB, a interação 

de Gln

de E. coli 
 

A                                                B

Tyr-51
Tyr-51

GlnB
GlnK

 

A

B – Comparação da estrutura dos monômeros das proteínas GlnB e GlnK de E. coli. 
Sobreposição das cadeias de carbono alfa da proteína GlnB (preto) e GlnK (vermelho) com a 
posição do resíduo Tyr-51 indicado em cada monômero (XU et al., 1998). 

 

1.10 Moléculas efetoras das proteínas PII

 A relação glutamina/

suficiência de nitrogênio e diminui em co

KUSTU et al., 1984). Os modelos iniciais sugeriam que esta relação seria 

responsável pelo controle das atividades UTase/UR da proteína GlnD, e 

conseqüentemente, pelo controle do estado de modificação da proteína GlnB em E. 

coli (MERRICK e EDWARDS, 1995).  

Estudos in vitro sugerem que a concentração de α-cetoglutarato na célula é 

sempre suficiente para promover a uri

B com a enzima UTase/UR (GlnD) não é afetada pela concentração de α-
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cetoglutarato (JIANG et al., 1998c). A uridililação de GlnB requer ATP e α-

cetoglutarato, sendo inibida por glutamina. A desuridililação requer ATP e α-

cetoglutarato, porém é estimulada por glutamina (KAMBEROV et a., 1995; JIANG et 

al., 1998a; JIANG et al., 1998c).  

 O modelo atual sugere que a interação da proteína GlnB de E. coli com seus 

recept

pelo menos uma molécula de α-

cetoglu

toglutarato o trímero de GlnB livre (sem 

UMP) 

.11 Transportadores de amônio 
ncial de nitrogênio para a maioria das células 

ores ATase e NtrB depende primariamente da concentração de glutamina na 

célula (JIANG e NINFA, 2005). A glutamina se liga à proteína GlnD modulando sua 

atividade causando a uridililação  ou desuridililação  de GlnB e, conseqüentemente, 

alterando a capacidade de GlnB interagir com seus receptores. A concentração de 

α-cetoglutarato na célula pode, entretanto, alterar a capacidade de GlnB ligar à 

alguns de seus receptores (JIANG e NINFA, 2005). 

A proteína GlnB de E. coli sempre apresenta 

tarato ligada por trímero em condições fisiológicas (KAMBEROV et a., 1995; 

JIANG et al., 1998c). A ligação de uma molécula de α-cetoglutarato diminui a 

afinidade dos dois sítios restantes fazendo com que a proteína seja saturada com α-

cetoglutarato apenas em altas concentrações, quase acima da faixa fisiológica. 

(JIANG et al., 1998c; JIANG e NINFA, 1999). A proteína GlnB pode portanto existir 

em diferentes conformações dependendo do número de moléculas de α-

cetoglutarato ligadas (JIANG et al., 1998c). 

Em concentrações elevadas de α-ce

é capaz de ligar mais de uma molécula de α-cetoglutarato, isto reduz a 

afinidade de GlnB por NtrB. Nestas condições NtrB fosforila e ativa a proteína NtrC 

(KAMBEROV et a., 1995). Quando GlnB está saturada com α-cetoglutarato, a 

ligação com a ATase é inibida fazendo com que a modificação da GS seja menos 

eficiente, contudo a GS ainda pode ser modificada por regulação alostérica da 

ATase ligada a glutamina (JIANG et al., 1998c). Um efeito similar do α-cetoglutarato 

é observado na proteína GlnK. Em altas concentrações de α-cetoglutarato, GlnK 

livre tem menor capacidade de estimular a atividade fosfatase de NtrB e de 

adenililtransferase da ATase (ATKINSON e NINFA, 1999). 

 

1
 O amônio é a fonte prefere

procarióticas. O amônio (o termo amônio será usado para descrever as espécies 
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NH3 e NH4
+, quando necessária à distinção de um dos compostos será indicado com 

símbolos NH3 e NH4
+) pode ser assimilado diretamente em glutamina e glutamato, 

os quais são doadores chaves de nitrogênio para as reações biossintéticas 

(MERRICK e EDWARDS, 1995). Outras fontes de nitrogênio como aminoácidos têm 

que ser primeiramente degradados à amônio enquanto que fontes inorgânicas como 

nitrato, nitrito e nitrogênio atmosférico tem que ser reduzidos antes da assimilação. 

Entretanto, para que o amônio extracelular seja metabolizado ele precisa atravessar 

à membrana celular. A forma não protonada NH3, pode entrar na célula por difusão 

pela membrana fosfolipídica, este processo pode ocorrer em ambas às direções 

(KLEINER, 1985). Quando a concentração extracelular de amônio é alta, a difusão 

para dentro da célula é suficiente para suportar o metabolismo celular. Em 

condições limitantes de amônio extracelular, a presença de proteínas 

transportadoras se faz necessária para que o transporte seja eficiente (KLEINER, 

1985). O primeiro trabalho sugerindo a presença de uma proteína transportadora de 

amônio foi realizado no fungo Penicillium chysogenum (HACKETTE et al., 1970), 

posteriormente outros estudos sugeriram a presença de tais proteínas em outros 

fungos e algas (KLEINER, 1985). Desde então um grande número de sistemas 

transportadores de amônio foram descritos. Os primeiros genes codificadores para 

proteínas transportadoras de amônio foram identificados em levedura e plantas. 

 

1.12 Família Amt 
ção dos primeiros genes codificadores para proteínas  A identifica

transportadoras de amônio foi facilitado pelo isolamento de uma estirpe mutante de 

Saccharomyces cerevisiae que apresentava deficiência de crescimento em meio 

contendo baixas concentrações de amônio (MARINI et al., 1994; NINNEMANN et al., 

1994). Bibliotecas genômicas de cDNA de S. cerevisiae e Arabidopsis thaliana foram 

utilizadas para complementar o mutante de S. cerevisiae, levando ao isolamento dos 

genes MEP1 de S. cerevisiae e AMT1 de A. thaliana. Com o crescimento 

exponencial dos bancos de dados de seqüências de DNA, genes codificadores para 

proteínas homólogas aos genes MEP1 e AMT1 foram identificadas em outros 

organismos como Bacteria, Arquea, fungos, nematodos, insetos, peixes e primatas. 

Esta família de proteínas foi denominada Amt (VON WIREN e MERRICK, 2004). 

Alguns organismos possuem mais de um gene amt como o caso de várias bactérias, 

plantas e S. cerevisiae (VON WIREN e MERRICK, 2004). 
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 Dentre os organismos que têm seu genoma completamente seqüenciado, os 

umanas 

.13 O gene amtB em A. brasilense 

enerados com seqüências baseadas em 

silense é 

.14 Substrato e estrutura das proteínas Amt 
 O amônio existe como uma mistura de duas espécies (NH3 e NH4

+), sendo 

genes codificadores para proteínas da família Amt não foram encontrados apenas 

em algumas bactérias patogênicas. Isto se deve ao fato de que tais bactérias 

provêm suas fontes de nitrogênio dos seus hospedeiros e conseqüentemente, não 

necessitam de sistemas de transporte de amônio (THOMAS et al., 2000a).  

 Comparações de seqüência de aminoácidos revelou que proteínas h

Rh apresentam alta similaridade com proteínas da família Amt. As proteínas 

humanas RhAG e RhGK podem restaurar o fenótipo da estirpe de  S. cerevisiae 

deficiente em crescimento em meio contendo baixas concentrações de amônio 

(MARINI et al., 2000). Posteriormente foi demonstrado que as proteínas Rh podem 

transportar o análogo estrutural do amônio, metilamônio, em eritrócitos (RIPOCHE et 

al., 2004). A função das proteínas Rh ainda não está esclarecida e entre as funções 

propostas estão a detoxificação da amônia e o transporte de CO2. Recentemente foi 

demonstrado que a disrrupção do gene Rhbg em camundongos não causa nenhum 

fenótipo evidente, sugerindo que a proteína RhBG não é um elemento essêncial 

para a excreção de amônio nestes animais (CHAMBREY et al., 2005). 

 

1
 Usando oligonucleotídeos deg

regiões conservadas da proteína AmtB de diversos organismos, VAN DOMMELEN e 

colaboradores (1998) e HUERGO e colaboradores (1998), de forma independente, 

isolaram, por PCR, o gene que codifica a proteína AmtB de A. brasilense.  

 Em contraste com o que acontece em E. coli, o gene amtB de A. bra

expresso de forma monocistrônica, e tem sua expressão aumentada em condições 

de limitação de nitrogênio, de forma dependente do fator σN da RNA polimerase e da 

proteína NtrC (VAN DOMMELEN et al., 1998). Um mutante amtB de A. brasilense é 

incapaz de captar metilamônio, porém a captação de amônio não é alterada em 

comparação com a estirpe selvagem, sugerindo a presença de um segundo 

mecanismo de transporte. Uma deficiência de crescimento em relação à estirpe 

selvagem foi observada em concentração de amônio de 0,1mM (VAN DOMMELEN 

et al., 1998).   

 

1
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que a concentração de cada uma depende do pH do meio. Como o pKa é de 9,26, a 

Amt. A grande maioria dos trabalhos sugere um mecanismo 

mônio e a metilamônio, indica que a proteína não sofre mudanças 

confor

 

maior parte do amônio encontra-se na forma NH4
+ em pH neutro. Devido à 

dificuldade experimental de se determinar a captação de amônio por 

microrganismos, a grande maioria dos estudos com proteínas da família Amt foi 

realizada com o análogo estrutural metilamônio que pode ser obtido na forma 

comercial 14CH3NH3
+ e serve de substrato para a maioria dos membros da família 

Amt. Metilamônio não é o substrato natural sendo seu transporte fortemente inibido 

competitivamente por amônio, além disso, metilamônio é rapidamente convertido a 

metilglutamina por ação da GS (SOUPENE et al., 1998; JAVELLE et al., 2005). Na 

grande maioria dos trabalhos a forma de como os experimentos foram conduzidos 

(dosando radioatividade intracelular) impossibilita a separação da atividade de 

transporte de amônio da atividade de GS (JAVELLE et al., 2005). Estes fatores 

dificultam a interpretação dos resultados como cinética de transporte e possível 

mecanismo de ação. 

 Vários são os mecanismos propostos para o transporte empregado pelos 

membros da família 

onde a forma transportada seria NH4
+ de forma dependente de energia (VON 

WIREN e MERRICK, 2004). O outro possível mecanismo sugere que as proteínas 

Amt formariam um canal bidirecional para NH3 (SOUPENE et al., 1998; JAVELLE et 

al., 2005).  

A determinação de estrutura tridimensional da proteína AmtB de E. coli ligada 

ou não à a

macionais na presença dos seus substratos, sugerindo que a proteína AmtB 

forma um canal para a condução de NH3 (KHADEMI et al., 2004; ZHENG  et al., 

2004). O mecanismo proposto sugere que NH4
+ (ou NH3) se ligaria inicialmente a um 

vestíbulo periplasmático da proteína, sendo então desprotonado devido à entrada 

em um canal para NH3 que reduz o pKa para < 6.  Após a passagem de NH3 por 

este canal hidrofóbico, NH3 atinge o meio intracelular sendo novamente protonado 

(KHADEMI et al., 2004). (Figura 5).  
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Figura 5 – Estrutura da proteína AmtB de E. coli  
 

E. 
ices transmembrana estão enumeradas (M1 – M11), os  sítios para ligação de 

4 3 stão representados no interior da proteína com esferas laranjada e azuis 
spectivamente. 

 318 estabilizam 3 moléculas de NH3 nos sitio Am2, Am3 e Am4, através 

 e Archea encontram-se associados 

om um gene que codifica para uma proteína da família PII. Devido à alta 

entre os procariotos, foi sugerido que os produtos 

destes

 

 

A – Vista lateral do modelo estrutural proposto para o monômero da proteína AmtB de 

A B
Periplasma

Periplasma

Citoplasma
Citoplasma

coli. As 11 hél
NH + e NH  e
re
B – Modelo proposto para o transporte de NH3 pela proteína AmtB. Os aminoácidos na região 
periplasmática do poro (Trp148, Phe107, Phe103 e Ser219) estabilizam NH4

+ no sitio Am1. A 
porção central da proteína apresenta um o canal não-polar de 20 Å, nesta porção os resíduos 
de Histidina 168 e
de pontes de hidrogênio. As moléculas de NH3 retornam ao equilíbrio com NH4

+ no região do 
vestíbulo citoplasmático (KHADEMI et al., 2004). 

 

1.15 Complexo GlnK-AmtB 
Os genes amt da maioria das Bacteria

c

conservação deste operon d

 genes poderiam interagir fisicamente (THOMAS et al., 2000a).  

As proteínas GlnK e GlnB de E. coli e GlnK de Azotobacter vinelandii 

associam-se à membrana interna de forma dependente de amônio e da proteína 
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AmtB (COUTTS et al., 2002). As proteínas GlnK e AmtB de E. coli podem ser co-

purifica

SSER et al., 

2004) 

 GlnK (COUTTS et al., 2002) e 

em cé

 evitar a redução dos níveis de NtrC-

P dev

das indicando que a associação da proteína GlnK à membrana ocorre devido 

à interação direta com a proteína AmtB (JAVELLE et al., 2004; A. DURAND, 

comunicação pessoal). A ligação da proteína GlnK à membrana citoplasmática é 

regulada pelo estado de uridililação de GlnK, sendo maximizada quando GlnK está 

desuridililada, ou seja, quando as células são submetidas a condições de excesso 

de nitrogênio (COUTTS et al., 2002). A interação GlnK-AmtB é rápida (pode ser 

detectada 30 segundos após a exposição a amônio), reversível e bastante sensível 

aos níveis de amônio extracelular sendo detectada após a adição de 50μM de 

amônio no meio (JAVELLE et al., 2004). A ligação de GlnK à membrana requer a 

porção C-terminal de AmtB, sugerindo que a região C-terminal de AmtB constituí o 

sítio de interação para proteínas da família PII (COUTTS et al., 2002).  

A interação de proteínas da família PII com a membrana de forma dependente 

da proteína AmtB foi relatada em Bacillus subtilis (Firmibactéria) (DETSCH e 

STULKE, 2003), Corynebacterium glutamicum (Actinomiceto) (STRO

além das duas espécies de γ-proteobactéria anteriormente relatadas 

(COUTTS et al., 2002), sugerindo que a interação entre proteínas PII e AmtB seja um 

processo universal entre os procariotos. Mas qual e a função da interação GlnK-

AmtB? Várias possíveis funções têm sido sugeridas: 

1- A ligação de GlnK a AmtB parece reduzir a atividade da proteína AmtB. 

Estas conclusões foram baseadas em experimentos de transporte de metilamônio 

em células expressando diferentes níveis da proteína

lulas expressando uma forma de GlnK não passível de uridililação (GlnKY51F) 

(COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2004).  

2- O rápido seqüestro de GlnK por AmtB após um aumento nos níveis de 

amônio extracelular reduz os níveis de GlnK livre no citoplasma (JAVELLE et al., 

2004). Uma conseqüência desta resposta seria

ido a uma flutuação momentânea nos níveis de nitrogênio (JAVELLE et al., 

2004). Em muitos organismos, proteínas da família PII têm um papel no controle 

transcricional e pós-traducional da nitrogenase, o seqüestro das proteínas PII por 

AmtB em resposta a pequenas flutuações nos níveis de amônio poderia constituir 

em um componente regulatório do processo de fixação de nitrogênio (JAVELLE et 

al., 2004). 

A conservação do operon glnKamtB sugere que a proteína GlnK tenha 
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evoluído conjuntamente com a proteína AmtB e que a função primária da proteína 

GlnK seja de regular a atividade de AmtB (VON WIREN e MERRICK, 2004). 

Basea

  sequenciamento da região a montante do gene glnA (que codifica para 

ORF cujo produto apresenta similaridade 

 E. coli (DE ZAMAROCZY et al., 1990). A expressão do gene 

nB é

OCZY et al., 1996). Neste organismo 

a prote

do neste modelo as proteínas parálogas de GlnK que são encontradas  em 

Bacteria (GlnB) e Archea (NifI), provavelmente surgiram de um evento de duplicação 

gênica seguido de especialização (VON WIREN e MERRICK, 2004). Ambas as 

proteínas GlnK e AmtB são triméricas. A razão para a estrutura trimérica das 

proteínas PII não era evidente até então uma vez que nenhum de seus alvos (exceto 

AmtB) exibe tal tipo de estrutura quaternária. Entretanto, se a função primária de 

GlnK for de controlar AmtB, a sua estrutura trimérica pode ter se perpetuado devido 

à necessidade de simetria para a interação ótima entre as duas proteínas (VON 

WIREN e MERRICK, 2004). De fato, modelos estruturais com as proteínas Amt-1 e 

GlnB-1 de Archaeoglobus fulgidus indicam que as estruturas triméricas de ambas as 

proteínas podem ser quase que perfeitamente agrupadas (ANDRADE et al., 2005). 

 

1.16 Proteínas tipo PII em A. brasilense 

1.16.1 A proteína GlnB 
O

enzima GS) indicou a presença de uma 

com a proteína GlnB de

gl  aumentada quando as células são submetidas à limitação de nitrogênio, no 

entanto a proteína responsável pelo controle da expressão de glnB ainda não e 

conhecida (descrição detalhada no item 1.24).  

Mutantes glnB de A. brasilense crescem normalmente em meio contendo 

amônio ou glutamina como fonte de nitrogênio, entretanto apresentam um fenótipo 

Nif- (DE ZAMAROCZY et al., 1993; DE ZAMAR

ína GlnB-UMP é necessária para a atividade da proteína NifA, a ativadora de 

transcrição dos genes nif (DE ZAMAROCZY et al., 1993; ARSENE et al.1996; VAN 

DOMMELEN et al., 2002) (item 1.22.2). Outro fenótipo descrito para o mutante glnB 

é uma redução na motilidade celular quando cultivado em meio semi-sólido de forma 

independente da fonte de nitrogênio utilizada. Como o mutante apresenta o mesmo 

perfil de flagelos observado na estirpe selvagem, foi sugerido que a proteína GlnB 

tenha uma função no metabolismo energético celular (DE ZAMAROCZY et al., 

1996). 

Em contraste com o sistema descrito em E. coli, a proteína GlnB de A. 
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brasilense parece não desempenhar um papel importante no controle da 

modificação pós-traducional da enzima GS uma vez que não é observada auxotrofia 

para g

 a seqüência baseada em 

giões conservadas das proteínas PII de diversos organismos, DE ZAMAROCZY e 

dentificaram, por PCR, um gene que codifica para uma 

segun

 e duplo mutante glnBglnZ é semelhante à observada na 

estirpe

 e, quando glnZ é superexpressa a taxa de transporte de 

amôni

lutamina na ausência de GlnB. Porém, a proteína GlnB parece ser necessária 

para a desadenililação completa da GS em condições de limitação de nitrogênio (DE 

ZAMAROCZY et al., 1996; DE ZAMAROCZY, 1998).  

 

1.16.2 A proteína GlnZ 
Utilizando oligonucleotídeos degenerados com

re

colaboradores (1996) i

da proteína da família PII em A. brasilense. Este gene foi denominado glnZ e 

seu produto proteína GlnZ. A expressão do gene glnZ foi estudada utilizando 

ensaios de mRNA e fusões traducionais glnZ-lacZ em diferentes estirpes. A 

expressão de glnZ é monocistrônica e controlada pela proteína NtrC, sendo 

aumentada em condições de limitação de nitrogênio (DE ZAMAROCZY, 1998). 

Estes estudos evidenciaram o papel das proteínas GlnB e GlnZ no controle do 

sistema Ntr. No mutante glnB a expressão de glnZ não é regulada por nitrogênio, 

indicando que GlnB é necessária para controle da proteína NtrB e NtrC. No mutante 

glnZ a expressão de glnZ não é alterada em comparação com a estirpe selvagem, 

sugerindo que GlnZ não participa no controle da atividade das proteínas NtrB e NtrC 

(DE ZAMAROCZY, 1998). 

O mutante glnZ de A. brasilense é capaz de fixar nitrogênio como observado 

na estirpe selvagem (DE ZAMAROCZY, 1998). A modificação pós-traducional da GS 

observada no mutante glnZ

 selvagem, sugerindo que nenhuma das proteínas PII têm um papel 

importante no controle da atividade da enzima ATase (DE ZAMAROCZY, 1998). O 

duplo mutante apresenta ainda deficiência de crescimento em meio rico ou mínimo, 

este fenótipo é complementado com o gene glnB ou com o gene glnZ, indicando que 

a presença de uma das proteínas PII é necessária  para o crescimento celular (DE 

ZAMAROCZY, 1998). 

A proteína GlnZ pode estar relacionada com o transportador de íons amônio 

em A. brasilense, já que mutantes glnZ exibem taxa de transporte de amônio maior 

que a estirpe selvagem

o diminui (DE ZAMAROCZY, 1998). O mutante glnZ não apresenta reativação 
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da nitrogenase após a adição de amônio ao meio de cultura, sugerindo que a 

proteína GlnZ está envolvida no controle pós-traducional de regulação da 

nitrogenase provavelmente controlando a atividade da enzima DraG (item 1.24) 

(KLASSEN et al., 2001). 

 

1.17 Modificação  pós-traducional de GlnB e GlnZ 
As proteínas GlnB e GlnZ de A. brasilense são marcadas com uracil tritiado 

quando as células são submetidas a condições limitantes de nitrogênio fixado, 

na presença de amônio (DE 

ZAMA

dililação 

é estim

usca por um fenótipo negativo para transporte de metilamônio e 

rescimento em nitrato, em um banco de mutantes cromossomais obtidos com a  

ou ao isolamento do gene glnD que codifica 

nenhum sinal é observado em células cultivadas 

ROCZY et al., 1996; DE ZAMAROCZY, 1998). Isto levou conclusão de que as 

proteínas GlnB e GlnZ de A. brasilense são uridililadas em condições de limitação de 

nitrogênio de forma semelhante ao descrito para as proteínas PII de E. coli.  

Ensaios in vitro com as proteínas GlnB e GlnZ indicam que as proteínas PII de 

A. brasilense são uridililadas pela proteína GlnD de E. coli na presença de ATP e α-

cetoglutarato, sendo a uridililação inibida por glutamina. A reação de desuri

ulada por glutamina (ARAUJO et al., 2004; L. M. ARAÚJO, comunicação 

pessoal). 

 

1.18 O gene glnD em A. brasilense 
 A b

c

inserção do transposon Tn5-B30, lev

para a proteína UTase/UR (VAN DOMMELEN et al., 2002). O fenótipo do mutante 

glnD está relacionado com o papel de GlnD no controle do sistema ntr através da 

modificação das proteínas PII (GlnB e GlnZ). A expressão dos genes amtB (que 

codifica para o transportador de amônio/metilamônio) e nasB (que codifica para a 

enzima assimilatória nitrato redutase) estão sob o controle do sistema Ntr. Na 

ausência de GlnD, GlnB não é uridililada em limitação de nitrogênio, levando à 

desfosforilação constitutiva da proteína NtrC e, conseqüentemente, desabilitando a 

expressão dos genes amtB e nasB. Contrariamente do que ocorre em 

enterobactérias, o mutante glnD de A. brasilense não é auxotrófico para glutamina, 

sugerindo que GlnD não é necessária para o controle da atividade da enzima GS. 

Entretanto, em condições limitantes de nitrogênio, GlnD é necessária para a 

desadenililação completa da GS (VAN DOMMELEN et al., 2002). O gene glnD é 
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necessário para a atividade da nitrogenase (VAN DOMMELEN et al., 2002). Pouco 

se sabe a respeito da regulação da expressão do gene glnD. Sua expressão é 

aumentada em células sujeitas a limitação de nitrogênio, porém esta regulação é 

apenas parcialmente dependente do sistema Ntr. Nenhuma região promotora ou 

seqüência regulatória foi sugerida para este gene (VAN DOMMELEN et al., 2002). 

 

1.19 Sistema NtrY-NtrX 
O sequenciamento da região a jusante dos genes ntrBC em Azorhizobium 

aulinodans revelou a presença de dois genes cujos produtos são bastante similares 

. Estes genes foram denominados ntrYX e seus produtos 

NtrY 

foi precisamente 

esclare

da cascata de interações conhecidas e supostas 

dentro

c

às proteínas NtrB e NtrC

NtrX, os genes ntrYX são co-transcritos por um promotor parcialmente 

dependente de NtrC (PAWLOWSKI et al., 1991). A proteína NtrY apresenta um 

domínio transmembrana e similaridade com NtrB, a proteína NtrX apresenta 

similaridade com NtrC. Mutações nos genes ntrY e ntrX afetaram a fixação de 

nitrogênio tanto em vida livre quanto em simbiose. Mutantes ntrYX apresentam 

alteração na  expressão do gene nifA (PAWLOWSKI et al., 1991).  

A jusante dos genes ntrBC de A. brasilense também foi identificado o par 

ntrYX (MACHADO et al., 1995; ISHIDA et al., 2002). Estes genes parecem estar 

envolvidos no crescimento em nitrato, porém sua função não 

cida devido a aparente inviabilidade de mutantes insercionais (VITORINO et 

al., 2001; ISHIDA et al., 2002). 

O sistema ntr em A. brasilense parece ser mais complexo do que em 

bactérias entéricas devido à presença de dois sistemas de dois componentes (NtrBC 

e NtrYX). Um esquema geral 

 do sistema ntr de A. brasilense está apresentado na Figura 6. 
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Figura 6 – Sistema Ntr em A. brasilense 
 

  

NH3NH3

 
Os pontos de interrogação indicam interações ou formas não comprovadas experimentalmente 
e sugeridas por analogia com sistemas homólogos.

glnB glnA

glnBp1 σ70

glnBp2 σN ???

GlnBGlnB -UMP

GlnD

+ NH4 

- NH4

glnAp ?

amtB
NtrC +σN

glnZ
NtrC +σN σ70 

ntrY    ntrX

NtrB NtrB

NtrC - σ70

nifR3   ntrB   ntrC

NtrC

NtrC-P

+ NH4 - NH4

nifA NifA- ativa

NifA

σ70 

draT    draG  draB ?
σ70

N2

NH4
+

nifK    nifD   nifH
σN

GS

+ NH4 Glutamina

GS-AMPATase

glnD

GlnZGlnZ -UMP

NifD

NifK

AmtB

?

e-

e-

?

NtrY NtrY

NtrX

NtrX-P

+ NH4 - NH4

? ?

?

Crescimento 
em nitrato

DRAG
↓NH4

+/ ↑O2

ADPRR R

NifH Ativa

R R ADPR

NifH Inativa

NicotinamidaNAD+

↑NH4
+/ ↓O2

DRAT

 24



  

1.20 Organização estrutural de promotores em procariotos 

e capaz de iniciar a 

 uma família de proteínas que apresentam similaridade com o 

fator σ

 eventos acoplados e a formação do 

 Promotores são seqüências de DNA reconhecidas pela RNA polimerase que 

especificam o local de início de transcrição. A RNA polimeras

transcrição é denominada RNA polimerase holoenzima e contém 5 subunidades com 

a seguinte estequiometria, α2ββ’σ (deHASETH et al., 1998). A subunidade σ fica 

fracamente ligada ao resto da enzima (α2ββ’), o qual é denominado de núcleo da 

RNA polimerase. A subunidade σ é responsável pela especificidade no processo de 

reconhecimento do promotor sendo desligada do núcleo da RNA polimerase durante 

o início de transcrição (deHASETH et al., 1998; WOSTEN, 1998; BUCK et al., 2000). 

A identificação, caracterização e análise da seqüência de vários fatores σ levaram a 

classificação destes em duas famílias (LONETTO et al., 1992; WOSTEN, 1998; 

BUCK et al., 2000).  

A maioria dos fatores σ, tanto em bactérias Gram-negativas quanto em Gram-

positivas, pertence a
70 (produto do gene rpoD), que é o fator σ de E. coli envolvido na transcrição 

da maior parte dos genes deste organismo (LONETTO et al., 1992; WOSTEN, 

1998). Um outro grupo compreende os fatores relacionados ao fator σN, que são 

requeridos para expressão de genes envolvidos em processos como a fixação de 

nitrogênio, transporte de ácidos dicarboxílicos, biossíntese de flagelo dentre outros 

(MERRICK, 1993; WOSTEN, 1998; BARRIOS et al., 1999; BUCK et al., 2000; 

REITZER e SCHNEIDER, 2001). Os fatores σN apresentam uma baixa similaridade 

com os fatores σ70 exceto em um curto segmento que está envolvido na ligação com 

a RNA polimerase (TINTUT e GRALLA, 1995). 

 Nos genes bacterianos transcritos pela σ70 RNA polimerase holoenzima, a 

ligação ao promotor e a separação das fitas são

complexo aberto ocorre sem a necessidade de ativação (GRALLA, 1993). Nos genes 

transcritos pela σN RNA polimerase holoenzima, o reconhecimento do promotor e a 

formação do complexo aberto são eventos distintos (GRALLA, 1993; WOSTEN, 

1998). Para que o complexo fechado possa promover a fusão da dupla fita do DNA e 

iniciar a transcrição é necessária a presença de uma proteína ativadora e hidrólise 

de ATP (GRALLA, 1993; WOSTEN, 1998; BUCK et al., 2000).  
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1.20.1 Promotores do tipo σN 

cidos pela σN RNA polimerase holoenzima apresentam 

.20.2 Promotores do tipo σ70 

hecidos pela σ70 RNA polimerase holoenzima 

aprese

 Os promotores reconhe

resíduos conservados nas regiões –24 e –12 em relação ao local de início de 

transcrição. A seqüência consenso para estes promotores é 

Y72T83G99G100C74A72C65G55 – N4 – T73T79G99C92W87, onde Y indica pirimidinas e W 

indica A ou T e os subscritos, a freqüência de ocorrência da base neste grupo de 

promotores (BARRIOS et al., 1999). Alterações nos nucleotídeos localizados nas 

posições –13/-12 e –25/-24 assim como alterações no espaçamento entre estas 

duas regiões alteram a atividade do promotor (BARRIOS et al., 1999; BUCK, 1986; 

MERRICK, 1993). A σN RNA polimerase holoenzima liga-se à região promotora 

formando um complexo fechado que é incapaz de se isomerizar em complexo aberto 

na ausência de uma proteína ativadora. A proteína ativadora atua como um efetor 

positivo da transcrição de promotores σN e sua atividade é controlada por sinais 

fisiológicos que determinam sua ligação a seqüências conservadas UAS (do inglês 

“upstream activator sequence”), as quais normalmente encontram-se 100pb a 

montante do promotor (MERRICK, 1993). A interação da RNA polimerase com a 

proteína ativadora requer a formação de dobras no DNA que separa as duas 

proteínas; esta curvatura é, em alguns casos, mediada pela proteína IHF 

(MERRICK, 1993) ou por seqüências de A e T presentes no DNA (CHEEMA et al., 

1999; WOSTEN, 1998). O gene rpoN (que codifica para o fator σN) de A. brasilense 

foi seqüenciado e caracterizado, seu produto está envolvido na fixação de 

nitrogênio, crescimento em nitrato, transporte de amônio e biossíntese de flagelo 

(MILCAMPS et al., 1996). 

 

1

Os promotores recon

ntam regiões conservadas localizadas próximas às regiões –10 e –35 do 

início de transcrição. O consenso para a região –35 foi definido como 

T69T79G61A56C54A54 e para a região –10, T77A76T60A61A56T82 (LISSER e MARGALIT, 

1993). Os subscritos indicam a freqüência das bases mais conservadas. As regiões 

–10 e –35 são espaçadas por 16 a 18pb e, na maioria dos promotores, a alteração 

do espaçamento entre as regiões conservadas altera a atividade promotora 

(deHASETH et al., 1998; WOSTEN, 1998).   
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1.21 Regulação transcricional por NtrC 
ligar a seqüências específicas do DNA 

caract

e 

atua c

ara que NtrC seja capaz de ativar a transcrição é necessária a formação de 

um tet

transcrição é catalisar a 

isomer

 domínio N-

terminal contém a sítio de fosforilação (aspartato-54); o domínio central que é 

A proteína NtrC é capaz de se 

erizadas pelo consenso TGCAC-N5-TGGTGCA (REITZER e MAGASANIK, 

1985). Seqüências com alta homologia ao consenso caracterizam sítios de alta 

afinidade para a proteína NtrC, enquanto que as substituições nesta seqüência 

produzem sítios de baixa afinidade. Os sítios de alta afinidade necessitam de menor 

concentração de proteína para a ativação do promotor (SCHNEIDER et al., 1991).  

Em condições limitantes de nitrogênio, a proteína NtrC é fosforilada por NtrB 

omo ativadora da transcrição de promotores do tipo σN. A proteína NtrC pode 

também atuar como repressor transcricional, como foi inicialmente descrito para o 

promotor do tipo  σ70
, glnAp1 de E. coli, uma vez que o sítio de início de transcrição 

deste gene está sobreposto a seqüência NtrC-UAS (REITZER e MAGASANIK, 

1985).  

P

râmero ou um oligômero de maior ordem, sendo que a fosforilação induz a 

oligomerização (PORTER et al., 1995; ARCONDEGUY et al., 2001). A proteína NtrC 

não fosforilada é encontrada sob forma de dímero e, apesar de inativa também pode 

se ligar a seqüências UAS no DNA (RIPPE et al., 1998). 

A função da proteína NtrC-P na ativação da 

ização do complexo fechado formado pela RNA polimerase - σN ligada à 

região promotora, em um complexo aberto funcional (PORTER et al., 1995). A 

ativação depende do contato entre a RNA polimerase - σN e o oligômero da proteína 

NtrC–P ligada a seu sítio, com formação de uma alça no DNA (SU et al., 1990). A 

função do sítio para NtrC é facilitar a oligomerização da proteína e aproximar NtrC 

do promotor, aumentando sua concentração próxima da RNA polimerase e a 

freqüência de contato entre estas duas proteínas. A presença de dois ou mais sítios 

vizinhos de ligação para NtrC facilita o processo de oligomerização (PORTER et al., 

1995). A reação de isomerização do complexo fechado para o complexo aberto 

durante o início de transcrição requer a hidrólise de ATP (WEISS et al., 1991). Um 

modelo de ativação da transcrição por NtrC está mostrado na Figura 7. 

A proteína NtrC é composta de três domínios funcionais; O
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respon

ativação transcricional NtrC - dependente   
 
 

A proteína NtrC fosforilada se liga a sítios UAS no DNA a montante da região promotora tipo 
N, o oligômero de NtrC-P contata a σN – RNA polimerase holoenzima através de uma dobra 
o DNA. A proteína NtrC-P promove a hidrólise de ATP permitindo a abertura da dupla fita 

1.22.1 A Proteína NifA 
 da enzima nitrogenase (nifHDK) 

ão transcricional pela proteína NifA. A proteína NifA, assim 

como 

sável pela ativação transcricional; e o domínio C-terminal responsável pela 

ligação ao DNA. O domínio central está envolvido no processo de oligomerização, 

ligação e hidrólise de ATP, e também no contato com a subunidade σN da RNA 

polimerase. O domínio central da proteína NtrC apresenta alta similaridade com 

outras proteínas que compões a família de ativadores transcricionais σN (WEISS et 

al., 1991; AUSTIN et al., 1991; PORTER et al., 1995; FLASHNER  et al., 1995; 

NORTH et al., 1996; WIDDICK et al., 1998; LI et al., 1999; ROMBEL et al., 1999; 

YAN e KUSTU, 1999 ).  

 

Figura 7 - Modelo para 

σN RNA polimeraseNtrC - P

 

 

σ
n
de DNA pela σN – RNA polimerase holoenzima que inicia a síntese de RNA mensageiro. 

 

1.22 Regulação transcricional da nitrogenase 

Nas proteobactérias os genes estruturais

estão sujeitos a ativaç

a proteína NtrC, é uma proteína ativadora da transcrição de genes expressos 

a partir de promotores dependentes do fator σN da RNA-polimerase. A proteína NifA 

se liga a regiões conservadas UAS com o consenso  TGT – N10 – ACA (BUCK et 

Promotor tipo σNUAS - NtrC
DNA

Dobramento do DNA

NtrC - P

COMPLEXO FECHADO

ATP ADP + Pi

NtrC - P

mRNA

σN RNA polimerase σN RNA polimerase

COMPLEXO ABERTO
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al., 1986) cerca de 100pb a montante da região promotora σN e contacta a σN RNA 

polimerase através de uma dobra na molécula de DNA. A formação do complexo 

aberto e subseqüente início de transcrição requer a hidrólise de ATP catalisada por 

NifA (AUSTIN et al., 1990).  

A proteína NifA, assim como NtrC, é composta de três domínios funcionais: 

um domínio N-terminal que é o domínio regulatório; um domínio central com cerca 

de 24

Em todos os diazotrofos estudados, a fixação de nitrogênio é regulada 

oria dos organismos estudados a 

expres

ína NifA não é diretamente sensível ao oxigênio, sua 

ativida

0 resíduos que é característico das proteínas ativadoras de transcrição 

associadas ao fator σN da RNA polimerase (NEUWALD et al., 1999); e o domínio C-

terminal, com cerca de 50 resíduos, contendo o motivo de ligação ao DNA. Apesar 

da NifA apresentar similaridade com a proteína NtrC ela não é uma proteína clássica 

da família de reguladores de resposta de sistemas de dois componentes. O domínio 

N-terminal não possui o resíduo de aspartato conservado que é o sítio de 

fosforilação em proteínas reguladoras de resposta como NtrC, não existe nenhuma 

evidência de que NifA seja fosforilada em qualquer condição. Apesar das diferenças 

com a família de proteínas de sistemas de dois componentes, o domínio N-terminal 

da proteína NifA constituí um módulo regulatório e tem um importante papel no 

controle da ativação transcricional (MERRICK, 2004). 

 

1.22.2 Regulação da atividade da proteína NifA 

principalmente a nível transcricional. Na mai

são do gene nifA está sob controle do sistema Ntr. Em K. pneumoniae, a 

proteína NtrC fosforilada atua como um ativador transcricional do gene nifA. A 

proteína NifA, por sua vez, é o ativador da transcrição dos operons nif incluindo os 

genes estruturais da nitrogenase nifHDK (MERRICK, 1992). Em A. brasilense, a 

regulação transcricional é diferente daquela observada em K. pneumoniae. Mutantes 

ntrB e ntrC insercionais de A. brasilense apresentam um fenótipo Nif+ indicando a 

presença de outra via regulatória neste organismo (LIANG et al., 1993; MACHADO 

et al., 1995), e ao contrário de K. pneumoniae, o gene nifA de A. brasilense é 

expresso na presença de oxigênio e nitrogênio fixado e independe de NtrC (FADEL-

PICHETH, et al., 1999). 

Em K. pneumoniae e outros organismos da subdivisão gamma das 

proteobactérias, a prote

de é controlada pela proteína NifL, a qual se liga a NifA inibindo-a na 
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presença de altas concentrações de amônio e oxigênio. O controle da atividade 

inibitória de NifL sobre a proteína NifA em resposta aos níveis de amônio é mediado 

pela proteína da família PII, GlnK (JACK et al., 1999). 

Em A. brasilense a proteína NifL não foi detectada e a regulação pós-

traducional da atividade de NifA requer a proteína GlnB. Mutantes glnB apresentam 

um fen

 atividade da nitrogenase é inibida de forma reversível devido à adição de 

nismos diazotróficos. A atividade 

da nit

ótipo Nif- (DE ZAMAROCZY et al., 1993). A expressão do gene nifA não é 

afetada no mutante glnB (LIANG et al., 1992), porém a expressão do gene nifH não 

ocorre neste mutante, indicando que a NifA de A. brasilense é traduzida numa forma 

inativa e que GlnB é necessária para sua ativação (DE ZAMAROCZY et al., 1993). A 

proteína NifA de A. brasilense é capaz de ativar a expressão de uma fusão nifH-lacZ  

em E. coli apenas quando a proteína GlnB de A. brasilense está presente (ARAÚJO 

et al., 2004). Várias deleções da região N-terminal de NifA foram construídas e a 

atividade da nitrogenase foi restaurada quando as formas N-truncadas de NifA são 

inseridas em um mutante nifA, indicando que a porção N-terminal não é essencial 

para sua atividade (ARSENE et al., 1996). As formas N-truncadas de NifA também 

são capazes de restaurar o fenótipo Nif no mutante glnB. Estes dados levaram a 

formulação da hipótese de que em A. brasilense a região N-terminal de NifA inibe a 

atividade da proteína em condições de excesso de nitrogênio e que em condições 

de fixação de nitrogênio GlnB-UMP se ligaria à NifA removendo o efeito inibitório do 

domínio N-terminal. Dados posteriores corroboraram esta hipótese, mutantes glnD 

de A. brasilense ou células expressando uma forma mutante de GlnB não passível 

de uridililação (GlnB Y51F) apresentam um fenótipo Nif- sugerindo que a uridililação 

de GlnB seja necessária para ativar a proteína NifA (VAN DOMMELEN et al., 2002; 

ARSENE et al., 1999). Recentemente foi demonstrado que a proteína GlnB se liga 

diretamente à região N-terminal de NifA de A. brasilense (CHEN et al., 2005). 

 

1.23 Regulação pós-traducional da nitrogenase 
A

íons amônio ao meio de cultivo em vários microrga

rogenase é restaurada assim que o amônio adicionado é consumido pelo 

metabolismo bacteriano. Este fenômeno é conhecido como “swich-off/swich-on” 

desligamento e religamento da nitrogenase (ZUMFT e CASTILLO, 1978). Em A. 

brasilense, A. lipoferum (HARTMANN et al., 1986; FU et al., 1989), Rhodospirillum 

rubrum (LOWERY et al., 1986), Rhodobacter capsulatus (JOUANNEAU et al., 1983) 
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e Azoarcus sp. (MARTIN e REINHOLD-HUREK, 2002), o desligamento da 

nitrogenase em resposta à adição de íons amônio ocorre devido à inativação da 

proteína NifH causada pela transferência de um grupo ADP-ribose do NAD+ ao 

resíduo de arginina-101 da proteína NifH, este processo é catalisado pela enzima 

DraT (KANEMOTO e LUDDEN, 1984; POPE et al., 1985). A atividade de NifH é 

restaurada pela retirada do grupo ADP-ribose catalisada pela enzima DraG (Figura 

8). O resíduo de arginina-101 participa no contato entre as proteínas NifH e NifDK 

durante os ciclos de transferência de elétrons necessários para a redução do 

nitrogênio (Figura 1). A ADP-ribosilação deste resíduo deve impedir o contato entre 

estas proteínas bloqueando a atividade da nitrogenase (SCHINDELIN et al., 1997). 

O sistema DraT e DraG além de responder a presença de íons amônio 

também responde a mudanças no estado energético celular (ZHANG et al., 1993).  

Em A.

lense  

(ZHAN

 um 

segun

 brasilense e Azoarcus sp. a proteína NifH sofre ADP-ribosilação em resposta 

a anaerobiose e em R. capsulatus e R. rubrum em resposta à queda da 

luminosidade (HARTMANN et al., 1986; LOWERY et al., 1986; MARTIN e 

REINHOLD-HUREK, 2002). Vários trabalhos sugerem que a glutamina é o sinal que 

desencadeia o desligamento da nitrogenase em resposta à adição de amônio ao 

meio, porém a glutamina não parece estar envolvida no desligamento em resposta a 

anaerobiose e falta de luminosidade (ZHANG et al., 1997; NORDLUND, 2000). 
As enzimas DraT e DraG de A. brasilense são codificadas pelos genes draTG, 

que são expressos constitutivamente e formam um operon em A. brasi

G et al., 1992). Apenas uma pequena região a jusante do gene draG foi 

seqüenciada, esta região contém os primeiros 14 códons de uma ORF similar a uma 

ORF que se apresenta à jusante de draG em R. rubrum denominada draB (ZHANG 

et al., 1992). Em R. rubrum o produto do gene draB parece controlar parcialmente a 

atividade das proteínas DraT e DraG. Mutantes draB apresentam regulação da 

nitrogenase semelhante à observada na estirpe selvagem, porém o desligamento da 

nitrogenase é mais rápido em relação à estirpe selvagem (LIANG et al., 1991). 

O sistema de ADP-ribosilação da nitrogenase não é o único sistema de 

controle pós-traducional da nitrogenase em A. brasilense, a presença de

do mecanismo de controle foi sugerida (ZHANG et al., 1996). Estes autores 

substituíram o resíduo de arginina 101 da proteína NifH (o resíduo que recebe o 

grupo ADP-ribose) por um resíduo de tirosina, as células contendo a proteína NifH 

mutada apresentaram uma redução de cerca de 40% na atividade da nitrogenase 
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em resposta a adição de amônio, o mesmo comportamento foi observado em um 

mutante draT, no qual não é observada ADP-ribosilação da proteína NifH (ZHANG et 

al., 1996).  

 

Figura 8 – Esquema da inativação reversível de NifH por ADP-ribosilação 

 

 
s

rginina 101, R-ADPR indica o resíduo Arg101 modificado por ADP-ribose 

.23.1 As proteínas  DraT e DraG 

AARI et al., 1984; LOWERY e LUDDEN, 1988). A proteína DraT deste organismo 

 massa molecular de 30kDa. Está presente em 

baixos
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O
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(S

é uma proteína monomérica com

 níveis dentro da célula (representa 0,002% da proteína total celular), o único 

substrato conhecido é a proteína NifH. A proteína DraT pode utilizar várias 

moléculas além do NAD+ como doadores do grupo ADP-ribose (LOWERY e 
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LUDDEN, 1988), DraT é incapaz de agir sobre a proteína NifH que foi previamente 

desnaturada pela exposição ao oxigênio. Também foi demonstrado que DraT não é 

capaz de ligar NAD+, sugerindo que o sítio de ligação para NAD+ seja formado no 

complexo entre DraT e a proteína NifH (GRUNDWALD e LUDDEN, 1997).  

 A proteína DraG de R. rubrum é monomérica, possui massa molecular de 

32kDa e apresenta um núcleo de manganês (SAARI et al., 1984; NORDLUND, 

2000). Como DraT, DraG está presente em pequenas quantidades dentro da célula 

pécies reativas de oxigênio devido à presença  de 

ção de 

as atividades de DraT e DraG são reguladas in 

to,  o sinal metabólico responsável por tal controle não é totalmente 

de 

em ex

(0,002% da proteína total). DraG catalisa a hidrólise da ligação entre o grupo ADP-

ribose e a arginina 101 da proteína NifH de R. rubrum,  esta reação é dependente de 

MgATP e um cátion divalente como Mn2+ e Fe2+ (SAARI et al., 1984). A ligação de 

Mn2+ parece ser essencial para a atividade da proteína uma vez que alterações em 

aminoácidos que levam à perda do núcleo de manganês tornam a proteína inativa 

(ANTHERAVALLY et al., 2001). 

 A proteína DraG foi inicialmente descrita como sensível ao oxigênio (SAARI et 

al., 1984), posteriormente foi demonstrado que a inativação de DraG pelo oxigênio 

ocorre devido à formação de es

ditionito e manganês durante as etapas de purificação. (HALBLEIB et al., 2000b). 

DraG pode utilizar vários compostos ADP-ribosilados como substrato, até mesmo a 

proteína NifH desnaturada pelo oxigênio serve como substrato. A proteína DraG de 

A. brasilense também foi purificada, e como em R. rubrum,  DraG de A. brasilense 

requer Mn2+ ou Fe2+para sua atividade, também foi observado que a concentração 

de sal presente no ensaio afeta sua atividade in vitro (LJUNGSTROM, 1989). 

 Em 1977, NORDLUND e colaboradores observaram que a atividade de DraG 

estava associada à fração de membrana em R. rubrum. Os protocolos para 

purificação das proteínas DraG de R. rubrum  e de A. brasilense utilizam a fra

membrana celular como material de partida para a purificação desta enzima (SAARI 

et al., 1984; LJUNGSTROM, 1989). 

  

1.23.2 Controle do desligamento/religamento da nitrogenase por ADP-ribosilação 
Vários trabalhos indicam que 

vivo. Entretan

conhecido (ZHANG et al., 1997). As proteínas DraT e DraG mantêm sua ativida

tratos celulares o que sugere que suas atividades sejam reguladas pela 

ligação de efetores que se ligam fracamente a estas enzimas ou que sejam 
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degradados em extratos celulares.  

Acredita-se que as proteínas DraT e DraG sejam ativadas e desativadas em 

momentos distintos durante o fenômeno de desligamento/religamento da 

nitrogenase, um esquema da atividade destas enzimas está representado na Figura 

9. Ant

Vários trabalhos sugerem a participação das proteínas PII e AmtB no controle 

es da adição do efetor do desligamento da nitrogenase (parte 1 do gráfico), 

DraT estaria inativa e DraG estaria ativa. Estas conclusões foram baseadas em 

estudos com mutantes dra em R. rubrum, mutantes draG apresentam atividade da 

nitrogenase elevada até a adição do efetor do desligamento, isto sugere que a 

proteína DraT esteja inativa em condições de fixação de nitrogênio (LIANG et al., 

1991). Quando o efetor é adicionado a DraT se torna ativa  e DraG é inativada (parte 

2 do gráfico). DraT permanece ativa por um curto período enquanto que DraG 

permanece inativa até o desaparecimento do efetor negativo (parte 3 do gráfico). 

Estas conclusões foram baseadas em dados que indicaram que o desligamento da 

nitrogenase em R. rubrum nunca é total (aproximadamente 10% da atividade da 

nitrogenase é mantida), isto sugere que DraT totalmente ativa e DraG totalmente 

inativa não estão presentes simultaneamente na célula. Outro dado que corrobora 

este modelo é que não foi detectado a retirada de ADP-ribose ligada à NifH durante 

o desligamento da nitrogenase, indicando que DraG permanece inativa neste 

período (KANEMOTO e LUDDEN, 1984). Durante a recuperação da atividade da 

nitrogenase DraG é ativada e permanece ativa (parte 4 do gráfico). O estímulo para 

a modificação da proteína NifH esta relacionada com os níveis de nitrogênio da 

célula (adição de amônio) ou ao estado energético da celular (anaerobiose/falta de 

luminosidade). Parece claro que os passos iniciais das vias que regulam as 

atividades de DraT e DraG são distintas para os diferentes sinais, porém ainda não 

está claro se e onde tais vias se sobrepõe (NORDLUND, 2000). Apesar dos fatores 

que influenciam a atividade de DraT e DraG não serem totalmente conhecidos, é 

bem provável que sejam similares em diferentes organismos. Esta hipótese é 

suportada pelo fato de que a expressão das enzimas DraT e DraG de A. brasilense 

em mutantes draT e/ou draG em R. rubrum re-estabelece o fenótipo selvagem e 

vice-versa (ZHANG et al., 1995). 

 

1.23.3 Papel de proteínas PII e Amt no controle do desligamento/religamento da 
nitrogenase por ADP-ribosilação 
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da modificação pós-traducional da nitrogenase em diferentes organismos. Em R. 

capsulatus um duplo mutante glnBglnK ou mutante amtB não apresenta ADP-

ribosila

ogenase em resposta ao aumento da concentração de 

amôni

mo pelo qual estas proteínas 

podem

ção da proteína NifH (DREPPER et al., 2003; YAKUNIN e HALLENBECK, 

2002). Um duplo mutante glnBglnJ de R. rubrum não é capaz de ADP-ribosilar a 

proteína NifH em resposta a amônio e a falta de luminosidade (ZHANG et al., 2001). 

Em Azoarcus sp. as proteínas GlnZ, GlnB e AmtB são necessárias para que ocorra 

modificação da proteína NifH em resposta a adição de amônio (MARTIN e 

REINHOLD-HUREK, 2002).  

Proteínas da família PII também parecem estar envolvidas no controle da 

atividade da nitrogenase em A. brasilense. O mutante glnZ de A. brasilense é capaz 

de desligar a atividade da nitr

o, porém é deficiente na recuperação da  atividade  após  a  exaustão  do  

amônio do meio (KLASSEN et al, 2001). Por outro lado, uma estirpe  mutante glnB 

não é capaz de realizar o desligamento total da nitrogenase após a adição de 

amônio ao meio de cultura (KLASSEN et al., 2005).  

Os trabalhos, citados anteriormente, deixam claro que proteínas da família PII 

e Amt têm um importante papel na via de transdução de sinal que regula a atividade 

das enzimas DraT e DraG. Entretanto, o mecanis

 controlar a atividade de DraT e DraG ainda não é conhecido. Em trabalhos 

recentes foram observadas interações entre as proteínas GlnB e DraT e GlnZ e DraT 

de R. capsulatus e GlnB e DraT em R. rubrum através do sistema de dois-híbridos 

de levedura (PAWLOWSKI et al ., 2003; ZHU et al., 2006), sugerindo que as 

proteínas da família PII podem regular DraT e DraG através de interações proteína- 

proteína.  
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Figura 9 – Regulação da atividade de DraT, DraG e NifH durante o 
desligamento/religamento da nitrogenase  

raT está inativa e DraG está ativa conseqüentemente, a proteína NifH não está modificada. 
pós a adição do estímulo negativo (estágio 2), DraT é ativada e DraG inativada, resultando 

na ADP-ribosilação de NifH e, conseqüentemente, queda na atividade da nitrogenase. DraT é 

 
 

 
O gráfico indica um experimento idealizado de desligamento/religamento da nitrogenase e das 
atividades de DraT, DraG e NifH (Tabela). Em condições de fixação de nitrogênio (estágio 1), 
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ativada apenas transitoriamente, no período logo após a adição do estímulo negativo (estágio 
3), DraT e DraG estão inativas, portanto, uma atividade residual da nitrogenase é mantida. 
Após a remoção do estímulo negativo (estágio 4), DraG é ativada e remove o grupo ADP-
ribose de NifH restaurando a atividade da nitrogenase 
 

 

1.23.4 Regulação da atividade de DraT e DraG pelo estado de oxi-redução da 
proteína NifH 
 Estudos in vitro e in vivo sugerem que a atividade das proteínas DraT e DraG 

al., 2000b). Os trabalhos in vitro indicam que a proteína DraT é capaz 

os genes que codificam para proteínas que 

 draT e 

draG 

 A proteína DraG foi originalmente isolada da fração de membrana de R. 

é controlada pelo estado de oxi-redução da proteína NifH (HALBLEIB et al., 2000a; 

HALBLEIB et 

de ADP-ribosilar apenas a forma oxidada de NifH enquanto que DraG  reage apenas 

com a forma reduzida (HALBLEIB et al., 2000b). Corroborando este resultado foi 

observado in vivo que mutantes nifD de R. rubrum tem um padrão de ADP-

ribosilação da proteína NifH mais lento que o observado na estirpe selvagem. Devido 

à ausência de aceptor de elétrons (nifD), a proteína NifH neste mutante deve estar 

predominantemente em sua forma reduzida, se tornado assim um fraco substrato 

para DraT  (HALBLEIB et al., 2000b). 

 Utilizando o sistema heterólogo de K. pneumoniae (duplo mutante niJ nifF  de 

K. pneumoniae expressando draT e draG de R. rubrum) HALBLEIB e colaboradores 

(2000a) observaram que mutações n

transportam elétrons para a proteína NifH (nifJ e nifF) apresentam um padrão de 

desligamento da nitrogenase muito mais rápido que o observado na estirpe 

selvagem. Este resultado confirma a hipótese de que a proteína DraT atua 

preferencialmente sobre a proteína NifH oxidada (HALBLEIB et al., 2000a).  

Apesar do estado de oxi-redução da proteína NifH ter um papel importante no 

controle da atividade de DraT e DraG, ele não pode ser o único meio de regulação in 

vivo, já que no sistema de K. pneumoniae (mutantes niJ e nifF expressando

de R. rubrum) a inabilidade de reduzir NifH não é suficiente para causar a 

inativação da nitrogenase (HALBLEIB et al., 2000a). Além disso as proteínas DraT e 

DraG não são reguladas de maneira coordenada como descrito anteriormente,  

ambas as proteínas podem estar inativas em algumas condições sugerindo que a 

regulação de DraT e DraG deve envolver outros fatores (HALBLEIB et al., 2000a). 

 

1.23.5 Controle de DraG por interação com proteínas de membrana ? 
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rubrum. Durante a purificação da DraG foi observado que esta proteína está 

acamente associada à fração de membrana podendo ser liberada em solução com 

servaram que 

ina sintetase (NORDLUND, 

2000),

ntes Gln- Nif- e Gln- Nifc 

(BOZOUKLIAN e ELMERICH, 1986) (Nifc indica fixação de nitrogênio na presença 

 e Gln- indica auxotrofia para 

fr

alta força iônica (SAARI et al., 1984).  HALBLEIB e LUDDEN (1999) ob

a proteína DraG de R. rubrum é capaz de se associar com a fração de membrana de 

diversos organismos diazotróficos, mesmo em organismos onde os genes draTG 

não foram encontrados. Estes mesmos autores concluíram que a associação da 

proteína DraG com a fração de membrana provavelmente ocorre por meio de um 

componente protéico. Em R. rubrum, nucleotídeos como GTP e GDP podem 

dissociar a proteína DraG da fração de membrana em concentrações fisiológicas 

(NORÉN e NORDLUND, 1997; HALBLEIB e LUDDEN, 1999), como a proteína DraG 

parece ser incapaz de ligar GTP ou GDP, foi sugerido que a associação/dissociação 

de DraG com a fração de membrana ocorreria por intermédio de uma proteína 

similar a proteína G de organismos eucariotos (HALBLEIB e LUDDEN, 1999; 

NORDLUND, 2000). O papel fisiológico da associação da DraG com a membrana 

não é conhecido uma vez que DraG é ativa tanto na presença quanto na ausência 

da fração de membrana (HALBLEIB e LUDDEN, 1999). 

O mecanismo que controla a atividade das proteínas DraT e DraG parece 

envolver uma série de fatores como proteínas da família PII, proteínas da família 

Amt, interação direta entre DraT e DraG (GRUNWALD et al., 1995), potencial de 

redox da célula (NORDLUND, 2000), atividade da glutam

 estado redox da proteína NifH (HALBLEIB et al., 2000a; HALBLEIB et al., 

2000b; EGNER et al., 2001). Alguns modelos para a regulação da atividade de DraT 

e DraG foram propostos (NORDLUND, 2000; HALBLEIB et al., 2000), porém, estes 

modelos não previam a participação de proteínas da família PII e Amt. O 

esclarecimento do papel das proteínas PII e AmtB no controle das enzimas DraT e 

DraG em A. brasilense é um dos objetivos deste trabalho. 
 

1.24 Promotores glnBp1 e glnBp2 de A. brasilense 

 O gene que codifica para glutamina sintetase em A. brasilense foi isolado de 

uma biblioteca genômica por complementação de muta

de amônio, Nif- indica incapacidade de fixar nitrogênio

glutamina). O plasmídeo capaz de complementar os dois mutantes continha o gene 

glnA que codifica para GS. Após o sequenciamento do gene glnA, nenhuma 
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seqüência consenso de promotor tipo σN ou σ70 foi encontrada a montante da região 

codificadora (DE ZAMAROCZY et al., 1990). Estes resultados sugeriam que a 

transcrição do gene glnA de A. brasilense fosse diferente de qualquer outro sistema 

até então descrito. 

 O sequenciamento da região a montante do gene glnA indicou a presença de 

uma ORF homóloga ao gene glnB, que codifica a proteína PII (DE ZAMAROCZY et 

al., 1990). Ensaios de hibridização de RNA revelaram que o gene glnA pode ser co-

transcrito com o gene glnB ou transcrito independentemente. A transcrição do gene 

lnA c

ante da 

seqüê

 
 
 
 
 

g omo uma unidade monocistrônica ocorre predominantemente na presença de 

amônio, enquanto que sob condições de fixação de nitrogênio o gene glnA é 

predominantemente co-transcrito com glnB (DE ZAMAROCZY et al., 1990).  

Durante a identificação da região de início da transcrição do operon glnBA foi 

observada a presença de dois transcritos diferentes, dependendo da condição 

fisiológica testada. Em condições de fixação de nitrogênio um único transcrito foi 

identificado e denominado de RNA2. Seu início está localizado 11pb a jus

ncia TGGCACG - N4 – GTGCTT que é consenso para reconhecimento pela σN 

da RNA polimerase, esta região foi denominada glnBp2 (DE ZAMAROCZY et al., 

1990) (Figura 10). Em bactérias cultivadas em 2mM de NH4Cl foi observada a 

presença de 2 transcritos com igual intensidade. Um sinal referente ao RNA2 e um 

segundo transcrito denominado de RNA1. Em altas concentrações de amônio 

(20mM) o único transcrito observado foi o RNA1. O início do RNA1 está localizado a 

8 pb de uma seqüência promotora do tipo σ70 denominada glnBp1 (Figura 10). Três 

possíveis sítios para ligação da proteína NtrC foram identificados na região 

promotora do gene glnB, duas destas seqüências se sobrepõe ao promotor glnBp1 

(HUERGO, 2002) (Figura 10).  
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igura 10 – Seqüência da região promotora do gene glnB de A. brasilense 

 

-365 GAGCTCTACCAACTGAGCTACCACCGCCACCGGGGTCGCCTATTTGCCCCAAGGGACGGG  

                   
-305

F

 

 
 
 GCGGGTCAAGCTCTATTTTCCACCTTGTCCATCAATGTGAAAAGCCGGGTGGAAAGCCGG 
 

                  
 

-245 CGCTACCCCATCCGAACGGACAAGGCTGCGCGGATTGCTTGCAGCATGTGCACAAATATT 
                                                       

-185

 
 
 GTTCACTTCGCCCTATCCGTTGGCAGTCGCGTGCCGCCCACGGTGGCATCGGCCCGCTGC 

 
 
    

-125 GGCCCGGCATCCCACGCAGCCGGATCGCAACCGCTCCGATTGGCACGCAACGTGCTTTAC 

5 TCGGA

 
 
 

-6  A CCGTCGGCAGAGGCCTGGACGGTGCCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGA 

-5   GACCCATGAAGAAGATCGAAGCCATCATTAAGCCGTTCAAACTCGACGAAGTGAAGGAAG 

0 do promotor glnBp1 (σ70) estão indicadas em azul e sublinhadas. Os 3 possíveis sítios 
NtrC ão indicados por barras horizontais. O promotor glnBp2 (σN) está indicado em 

 
e ribossomo está em rosa e o início de tradução em vermelho 

ROSA e YATES em 1984, 

com fe -

fenótipo Nif  deste mutante é parcialmente restaurado pela expressão constitutiva do 

 
 
 

 
 

 2 sítios de início de transcrição estão indicados em negrito e sublinhados. As regiões –35 e Os
-1
para  est
verde e sublinhado. Um provável elemento UP está sublinhado e em itálico. O sítio de ligação
d

 

Estudos com fusões traducionais glnB-lacZ em mutantes ntrC indicavam que 

a proteína NtrC não estaria envolvida na regulação dos promotores glnB em A. 

brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Entretanto, foi observado que o mutante 

A. brasilense FP9 (mutante químico ntrC, obtido por PED

nótipo Nif ) apresenta baixa expressão de glnB independente da concentração 

de amônio no meio. O fenótipo Nif- do mutante FP9 pode ser explicado pela baixa 

expressão da proteína GlnB, já que esta proteína é essencial para fixação de 

nitrogênio em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Um fato curioso é que o 
+

NtrC UAS - 2NtrC UAS - 1

NtrC UAS - 3
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gene ntrC (PEDROSA e YATES, 1984; MACHADO et al., 1995). A restauração do 

fenótipo Nif+ requer a expressão de glnB.   

Apesar de DE ZAMAROCZY e colaboradores (1993) não terem observado 

efeito da proteína NtrC sobre a expressão do gene glnB outros estudos realizados 

(HUERGO, 2002) sugerem um papel da proteína NtrC na regulação da expressão 

deste gene  através das seguintes evidências: Deleções dos sítios para NtrC UAS 1 

e 2 reduzem a atividade do promotor glnB para níveis basais em limitação de 

nitrogê

 uma seqüência semelhante a um possível promotor σN, exceto por uma 

mudança na posição –33 (G que aparece em 100% dos promotores já identificados 

 promotora foi denominada de glnAp (DE 

ZAMA

nio; A proteína NtrC de A. brasilense foi capaz de ativar a transcrição do 

promotor glnB quando expressa simultaneamente com NtrB em E. coli; A proteína 

NtrC de E. coli foi capaz de se ligar à região promotora do gene glnB de A. 

brasilense. O esclarecimento da contradição sobre o envolvimento de NtrC no 

controle da expressão de glnB  em A. brasilense  é um dos objetos de estudo deste 

trabalho. 

 

1.25 Promotor glnAp de A. brasilense 
O mapeamento do início de transcrição do gene glnA como unidade 

monocistrônica indicou que o terminal 5’ do transcrito estava localizado a 21pb a 

jusante de

substituído por T). Esta possível região

ROCZY et al., 1990). Além da troca de base, à distância entre o possível 

promotor e o local de início de transcrição é 9pb maior de que o observado 

normalmente em promotores σN. O glnAp é sobreposto a um possível sítio de 

ligação para NtrC (DE ZAMAROCZY et al., 1990). DE ZAMAROCZY e 

colaboradores realizaram estudos mais detalhados sobre o glnAp em 1993. 

Utilizando fusões traducionais do promotor nativo em diferentes estirpes estes 

autores concluíram que a proteína NtrC não está envolvida na transcrição do gene 

glnA, entretanto uma redução na atividade da GS total é observada em mutantes 

ntrB e ntrC (ZHANG et al., 1994). Por meio de deleções na região referente ao 

promotor glnAp e pela reconstituição do consenso para σN do possível promotor 

(troca do T na posição –33 por G) os autores concluíram que o fator σN não estava 

envolvido na regulação da transcrição do gene glnA. 
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1.26 Estrutura e regulação do operon glnBA em outros organismos 
 A disposição dos genes glnB e glnA em um mesmo operon (glnBA) parece 

ocorrer freqüentemente entre os membros da subdivisão α das proteobactérias. O 

peron glnBA foi identificado em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1990), 

hodobacter 

xpressão de glnB e glnA é parcialmente dependente 

de Ntr

de nitrogênio fixado, e a partir de um promotor σN em condições de 

limitaç

o

Rhodospirillum rubrum (JOHANSSON e NORDLUND, 1996), R

capsulatus (KRANZ et al., 1990), Rhodobacter sphaeroides (ZINCHENKO et al., 

1994), Azorhizobium caulinodans (MICHEL-REYDELLET et al., 1997), 

Bradyrhizobium japonicum (MARTIN et al., 1989), Rhizobium leguminosarum, 

Gluconoacetobacter diazotrophicus, Rhizobium etli e Sinorhizobium meliloti. Em 

Herbaspirillum seropedicae, um membro da subdivisão β das proteobactérias, o 

gene glnA faz parte de um operon com os genes ntrBC como ocorre em Klebsiella 

pneumoniae e E. coli, membros da subdivisão γ das proteobactérias (PERSUHN et 

al., 2000). Em E. coli, a expressão do operon glnAntrBC é controlada pelos níveis de 

nitrogênio e pela fonte de carbono utilizada (TIAN et al., 2001). Apesar da 

conservação do operon glnBA dentro da subdivisão α das proteobactérias sua 

regulação é bastante variável.  

R. leguminosarum e S. meliloti possuem promotores a montante dos genes 

glnB e glnA. O promotor glnA não apresenta seqüência consenso característica de 

nenhum promotor descrito mas a região promotora do gene glnB possui seqüência 

consenso de promotores σN. A e

C, mas não foi identificado nenhum sítio para ligação de NtrC (ARCONDÉGUY 

et al., 2001; ERCOLANO et al., 2001). Apenas em R. leguminosarum os genes são 

co-transcritos. 

Em B. japonicum, glnB e glnA são quase totalmente expressos de forma 

separada. O gene glnA é expresso constitutivamente a partir de um promotor σ70. 

Apesar do gene glnB ser expresso a partir de um promotor σ70 em altas 

concentrações 

ão de nitrogênio fixado, existe pouca variação na quantidade de transcrito 

glnB em resposta a variação de nitrogênio fixado. A proteína NtrC atua como 

ativadora do promotor glnB σN e como repressora do promotor glnB σ70 em baixas 

concentrações de nitrogênio fixado (MARTIN et al., 1989). 

Os genes glnB e glnA são co-transcritos a partir de dois promotores em R. 

capsulatus. O primeiro promotor é reprimido enquanto que o segundo é ativado por 
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NtrC (KRANZ et al., 1990; FOSTER-HARTNETT e KRANZ, 1994). A expressão do 

gene glnB ocorre em níveis mais elevados na presença de nitrogênio fixado 

(BORG

as a partir dos promotores do gene glnB, a presença 

de um

HESE e WALL, 1995). Para explicar as diferentes taxas de expressão dos 

genes glnB e glnA foi sugerido um evento de processamento do transcrito glnBA 

(BORGHESE e WALL, 1995). 

Em R. rubrum, glnB e glnA são co-transcritos por um promotor fraco do tipo 

σ70 e por um promotor forte tipo σN. A proteína NtrC aumenta a expressão do 

promotor σN em condições de fixação de nitrogênio (CHENG et al., 1999). O gene 

glnA parece ser expresso apen

 RNA correspondente apenas ao transcrito glnA foi justificada por um 

processamento do RNA glnBA (CHENG et al., 1999). Como em R. rubrum e em R. 

capsulatus, os genes glnB e glnA de A. caulinodans são co-transcritos (MICHEL-

REYDELLET et al., 1997). Em A. caulinodans foi identificado um promotor do tipo σN 

a montante da região codificadora do gene glnB, este promotor é ativado por NtrC 

em limitação de nitrogênio, um segundo promotor não identificado mantém altos 

níveis de expressão do operon em altas concentrações de amônio (MICHEL-

REYDELLET et al., 1997).  
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2. JUSTIFICATIVA 
 
 Este trabalho tem como principais objetivos o estudo da regulação da 

expressão do gene glnB, bem como o esclarecimento do papel das proteínas PII e 

AmtB na regulação da atividade das enzimas DraT e DraG. A determinação do modo 

de regulação dos promotores glnB responsáveis pela expressão de proteínas 

chaves na regulação da fixação de nitrogênio e assimilação de amônio (GlnB e 

GlnA), e um maior entendimento sobre os sinais que controlam a atividade pós-

traducional da nitrogenase são requisitos necessários para maior compreensão do 

processo de fixação de nitrogênio em A brasilense. Estes estudos podem 

futuramente contribuir para o desenvolvimento de bactérias mais eficientes no 

fornecimento de nitrogênio fixado às plantas associadas. 
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3. OBJETIVOS 
 

 

• Determinar o papel da proteína NtrC na regulação da expressão do operon  

glnBA de A. brasilense. 

 

• Determinar as bases moleculares do fenótipo das estirpes FP8 e FP9 de A. 

brasilense. 

 

• Purificar as proteínas DraT, DraG e NifH de A. brasilense. 

 

• Produzir anticorpos policlonais para as proteínas DraT, DraG e NifH de A. 

brasilense. 

 

• Determinar o efeito da superexpressão das proteínas DraT e DraG sobre o 

desligamento da nitrogenase em A. brasilense. 

 

• Determinar o estado de modificação pós-traducional das proteínas NifH, GS, 

GlnB e GlnZ em resposta à adição de amônio na estirpe selvagem. 

 

• Obter uma estirpe mutante glnB não polar. 

 

• Determinar o efeito da ausência das proteínas GlnB, GlnZ e AmtB na 

modificação pós-traducional da proteína NifH. 

 

• Determinar a localização celular da proteína DraG em resposta à adição de 

amônio ao meio de cultura. 

 

• Testar possíveis interações in vivo entre as proteínas DraT – GlnB, DraT – 

GlnZ, DraG – GlnB e DraG – GlnZ. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Bactérias e plasmídeos 
 As bactérias e plasmídeos utilizados neste trabalho estão listadas na Tabela 

1. 

 
Tabela 1 - Bactérias e plasmídeos 
 

Estirpes Propriedades Referência ou Fonte 
A . brasilense   
FP2 Nalr Smr Estirpe selvagem, SP7  Nif+  Pedrosa e Yates, 1984 
FP8 Nalr Smr FP2 Nif- ntrC-  Pedrosa e Yates, 1984 
FP9 Nalr Smr FP2 Nif- ntrC-  Pedrosa e Yates, 1984 
LHNTRC3 Nalr Smr Kmr Nif+  ntrC::km  Este trabalho 
LHNTRC5 Nalr Smr Kmr Nif+  ntrC::km  Este trabalho 
HDK1 Nalr Smr Kmr Nif+  ΔnifR3ntrBC::km –

lacZ  
Machado et al., 1995 

UB2 Nalr Kmr Nif+ draT::km  Zhang et al., 1992 
UB4 Nalr Kmr Nif+ draG::km  Zhang et al., 1992 
FAJ310 Nalr Kmr Nif+ amtB::km  Van Dommelen et al., 1998 
7628 Nalr Kmr Nif- glnB::km  de Zamaroczy et al., 1996 
7611 Nalr  Smr  Nif+ glnZ::Ω  de Zamaroczy et al., 1998 
2812 Nalr Smr Kmr  Nif- glnB::km glnZ::Ω  de Zamaroczy et al., 1998 
LFH2 Nalr  Kmr Aprar  estirpe merodiplóide 

glnB::km + glnB::scar- 
Este trabalho 

LFH3 Nalr  Nif- estirpe derivada de LFH2 
ΔglnB  

Este trabalho 

   
E . coli   
S17.1 Smr Tra+ Simon et al., 1983 
BW25113 derivada da estirpe K12: araBAD, 

rhaBAD 
Datsenko e Wanner, 2000 

DH10B Smr
, F’ [proAB+ lacZΔM15] Sambrook et al.,1989 

FT8000 ET8000 derivada ΔglnB ΔglnK Reyes-Ramirez et al, 2001 
   
Plasmídeos   
pAB448 Tcr (pBR322) A. brasilense glnBA 5.3-

kb EcoRI-PstI  
Bozouklian e Elmerich, 1986 

pAB904 Tcr (-322/+290) A. brasilense  
glnBp1p2-lacZ fusão traducional   

de Zamaroczy et al., 1993 

pAB912 Tcr (-315/+236) A. brasilense glnAp-
lacZ fusão traducional  

de Zamaroczy et al., 1993 

pCP20 Cbr Cmr FLP+ , λcI857+,  λ pR Repts Cherepanov e Wackernagel, 
1995 

pDK7 Cmr ptac lacIq Kleiner el al., 1988 
pEMS136 Tcr (pLAFR3.18) expressa NifA de H. 

seropedicae N-truncada  
Souza et al., 1999 
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pET28a Kmr  vetor de expressão promotor T7 Novagen 
pFAJ309 Tcr  (pLAFR3) expressa o gene amtB 

de  A. brasilense a partir do promotor 
amtB 

van Dommelen et al., 1998 

pIJ773 Aprar P1-FRT-oriT-aac(3)IV-FRT-P2 Gust et al., 2003 
pIJ784 Aprar bla-oriT-aac(3)IV-bla Keith F. Chater 
pIJ790 Cmr λ-RED (gam, bet, exo), cat, araC, 

rep101ts
Gust et al., 2003 

pJC1 Tcr (pLAFR3.18) expressa o gene glnB 
de  A. brasilense a partir do promotor 
plac 

Vitorino et al., 2001 

pLAFR3.18 Tcr IncP Vetor de clonagem de baixo 
número de cópias,  plac 

Machado et al., 1995 

pLFH7 Cbr (pTZ19R) A. brasilense glnBA 5.3-
kb EcoRI-PstI fragmento do pAB448 

Este trabalho 

pLFH8 Cbr Aprar  pLFH7 contem um cassete 
apraoriT inserido na região 
codificadora do gene glnB  

Este trabalho 

pLFH9 Cbr pLFH8 contém a versão scar do 
gene glnB 

Este trabalho 

pLFH10 Aprar  pLFH9, versão resistente a 
apramicina 

Este trabalho 

pLHC7 Ampr (pTZ19R) (-285/+268) A. 
brasilense glnBp  

Huergo, 2002 

pLHDK7DRAG Cmr, (pDK7) Expressa proteína His-
DraG de A. brasilense promotor ptac.  

Este trabalho 

pLHDK7DRAT Cmr, (pDK7) Expressa proteína His-
DraT de A. brasilense promotor ptac  

Este trabalho 

pLHDK7DRATG Cmr, (pDK7) Expressa as proteínas 
His-DraT e DraG de A. brasilense 
promotor ptac  

Este trabalho 

pLHDRAGhisMP Cmr Tcr pLHDK7DRAG. Cointegrado 
com pMP220  

Este trabalho 

pLHDRAThisMP Cmr Tcr pLHDK7DRAT. Cointegrado 
com pMP220  

Este trabalho 

pLHDRAThisGMP Cmr Tcr pLHDK7DRATG. Cointegrado 
com pMP220  

Este trabalho 

pLHFP9NTRC Tcr (pLAFR3.18) Expressa o gene ntrC 
da estirpe A. brasilense FP9 promotor 
plac  

Este trabalho 

pLHglnBσN Ampr (pTZ19R) (-285/+268) A. 
brasilense glnBp2 mutagenizado 
(GG/AA) 

Este trabalho 

pLHMglnA Tcr (pMP220)  (-340/+554) A. 
brasilense glnAp-lacZ fusão 
transcricional  

Huergo, 2002 

pLHPETDRAG Kmr (pET28a) Expressa a proteína His-
DraG de A. brasilense  promotor T7  

Este trabalho 

pLHPETDRAT Kmr (pET28a) Expressa a proteína His-
DraT de A. brasilense promotor T7 

Este trabalho 
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pLHPETDRATG Kmr (pET28a) Expressa as proteínas 
His-DraT e DraG de A. brasilense 
promotor T7  

Este trabalho 

pLHPETNIFH Kmr (pET28a) Expressa a proteína His-
NifH de A. brasilense promotor T7 

Este trabalho 

pLHR3BCKm Cmr  Ampr  Kmr  pSHR3BC contendo o 
cassete km no sítio BglII do gene ntrC 
de A. brasilense 

Este trabalho 

pLHWC7 Tcr (pPW452) (-285/+268) A. 
brasilense glnB  

Huergo, 2002 

pLHWglnB Tcr (pPW452)  (-365/+268) A. 
brasilense glnBp1p2-lacZ fusão 
transcricional  

Huergo, 2002 

pLHWglnBσN Tcr (pPW452) (-285/+268) A. 
brasilense glnBp2 mutagenizado 
(GG/AA) 

Este trabalho 

pMA-tc 9.1 Ampr Kmr (pCR4-blunt-TOPO) 
Fragmento de 1,7kb do gene ntrC de A. 
brasilense FP9  

Assumpção, 2002 

pMP220 Tcr Vetor para fusão transcricional  
lacZ 

Spaink et al., 1987 

pPW452 Tcr Derivado do pMP220 com o sítio de 
policlonagem invertido. 

P. Woodley 

pSHR3BC Cmr  Ampr (pSUP202). Contém o 
operon nifR3-ntrBC de A. brasilense 

Machado et al, 1995 

pTH6+ Ampr (pTZ18R) Contém o gene ntrC 
de A. brasilense  

Machado, 1995 

pTZ18R Ampr pTZ19R com sítio de 
policlonagem invertido.  

Mead et al., 1986 

pTZ19R Ampr Mead et al., 1986 
pUC4KIXX Ampr Km r fonte do cassete km GE Healthcare 
 
4.2 Reagentes 

 Lisozima, o-nitrofenil β-D-galactopiranosídeo (ONPG), Tris base, glicerol, 

SDS, acrilamida, bis-acrilamida, persulfato de amônio, TEMED, e os antibióticos 

foram adquiridos da Sigma Chemical Company. Alguns géis de policrilamida foram 

preparados usando uma solução de acrilamida 30% (relação acrilamida:bis-

acrilamida 37,5:1) da Severn Biotech. Fenol, ágar e agarose foram adquiridos da 

Invitrogen (Life-Technologies). EDTA, NaCl, NaOH, etanol, metanol, ácido acético, 

isopropanol, clorofórmio e álcool isoamílico foram adquiridos da Merck ou Reagen. 

As enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas da GE Healthcare (GE 

– Healthcare), Gibco-BRL (Life-Technologies) ou New England Biolabs. Os 

nucleotídeos marcados radioativamente foram adquiridos da GE - Healthcare. 

Extrato de levedura, triptona e ágar bacteriológico foram adquiridos da Merck, Oxoid 
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ou Biobrás. Os demais reagentes utilizados foram provenientes de diversas fontes, 

todos eram reagentes analíticos. 

 

4.3 Meios de cultura 
4.3.1 Meios empregados para cultivo de A. brasilense 

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30oC em meio NFbHP 

(MACHADO et al., 1991). A composição e o preparo do meio NFbHP estão descritos 

abaixo. 

 gramas/litro 

KH2PO4 4,0  

K2HPO4 6,0 

MgSO4 . 7H2O 2,0 . 10-1

NaCl 1,0 . 10-1

CaCl2 2,0 . 10-2

Ácido nitrilo triacético 5,6 . 10-2  

FeSO4 . 7H2O 2,0 . 10-2

Lactato de sódio 5,0 

Biotina 1,0 . 10-4

Na2MoO4 . 2H2O 2,0 . 10-3

MnSO4 . H2O 2,35 .10-3

H3BO3 2,8 . 10-3

CuSO4 . 5H2O 8,0 . 10-5

ZnSO4 .  7H2O 2,4 . 10-4

  

  Como fonte de nitrogênio foi utilizado NH4Cl 20mM,  glutamato 0,5mM ou 

KNO3 20mM. As soluções de fosfatos e cloreto de amônio foram autoclavadas 

separadamente e adicionadas frias ao meio no momento de uso. Quando completo, 

o meio de cultura apresentou pH 6,8 e passou a ser denominado NFbHP. O meio 

NFbHP sólido foi obtido adicionando-se ágar bacteriológico na concentração de 

15g/L ao meio líquido, dez por cento da mistura de fosfato foi adicionada ao meio 

sólido antes da autoclavação para evitar hidrolise do ágar devido a possíveis 

variações no pH. O meio NFbHP semi-sólido foi obtido misturando meio sólido e 

líquido na proporção de 1/9 no momento do uso. 
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4.3.2 Meios empregados para cultivo de E. coli 
 Os meios de cultura líquidos utilizados no cultivo das estirpes de E. coli foram 

Luria-Broth (LB), Terrific-Broth (TB), SOB e SOC. 

O meio LB (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a seguinte composição: 

 gramas/litro 

Extrato de levedura 5,0 

Cloreto de sódio 10,0 

Triptona 10,0 

 

  O pH foi ajustado para 7,5 com NaOH 2M.  O meio sólido foi obtido a partir da 

adição de ágar na concentração de 15g/L ao meio líquido e foi denominado LA. 

 O meio TB (SAMBROOK et al., 1989) apresenta a seguinte composição: 

Extrato de levedura 24,0 g/L 

Triptona 12,0 g/L 

Glicerol 4,0 mL/L 

  

Para preparo de células eletrocompetentes as estirpes de E. coli foram 

cultivadas em meio SOB (SAMBROOK et al., 1989) Este meio apresenta a seguinte 

composição: 

Triptona 20 g/L 

Extrato de levedura 5 g/L 

NaCl 0,6 g/L 

KCl 0,186 g/L 

 O pH foi ajustado para 7 com NaOH 2M. O meio SOC foi obtido com a adição 

de glucose 3,6 g/L, MgCl2 0,94 g/L e MgSO4 1,2 g/L  ao meio SOB 

 

4.4 Antibióticos 
 Os antibióticos empregados e suas respectivas concentrações finais foram: 

ampicilina 200μg/mL, canamicina 100μg/mL, ácido nalidíxico 5μg/mL, tetraciclina 

10μg/mL, carbenicilina 100μg/mL, apramicina 50μg/mL, cloranfenicol 30μg/mL e 

estreptomicina 20μg/mL para E. coli  ou 100μg/mL para A. brasilense. As soluções 

estoque dos antibióticos foram preparadas como descrito por SAMBROOK et al., 

1989 e mantidas a 40C. 
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4.5 Condições de cultivo 
 As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30oC em meio NFbHP 

contendo antibióticos adequados e NH4Cl 20mM , glutamato 0,5mM ou KNO3  20mM 

como fonte de nitrogênio. As culturas em meio líquido foram incubadas em agitador 

rotatório a 120rpm. A atividade de β-galactosidase foi determinada em células 

cultivadas em duas condições: + NH4 (NFbHP contendo NH4Cl 20mM e glutamato 

0,5mM) e - NH4 (NFbHP contendo glutamato 0,5mM). As células de A. brasilense 

foram pré-inoculadas em meio NFbHP contendo NH4Cl 20mM e antibióticos 

adequados até atinirem D.O600 aproximadamente igual a 1. Em seguida foram 

transferidos 20μL desta cultura inicial para condição + NH4 ou 200μL para condição - 

NH4. As suspensões bacterianas foram incubadas a 300C sob agitação de 150rpm 

durante 15 horas e então ensaiadas para atividade de β-galactosidase. Para ensaios 

de atividade de nitrogenase as células de A. brasilense foram cultivadas em meio 

NFbHP semi-sólido ou líquido conforme indicado em cada experimento.   

 As estirpes de E. coli foram cultivadas a 370C. As culturas em meio líquido 

foram incubadas em agitador rotatório a 200rpm. As células de E. coli foram 

mantidas em glicerol 50% e estocadas a -20°C. Estoques de A. brasilense  foram 

mantidos em meio sólido a temperatura ambiente. 

 

4.6 Amplificação de DNA por PCR 
 A amplificação de DNA foi realizada utilizando o sistema de reação em cadeia 

da polimerase (PCR) (KOCHER e WILSON, 1991). Os "primers" utilizados foram 

oligonucleotídeos sintetizados pela Invitrogen ou SigmaGenosis. Para a maioria das 

reações de amplificação foram utilizados: tampão de PCR (20mM Tris-HCl pH 8,4 e 

50mM KCl), 0,2mM dNTPs, 20pmol de cada oligonucleotídeo, 1,5mM MgCl2, 0,75μL 

de DMSO, aproximadamente 20ng de DNA molde e 1μL de Taq DNA polimerase 

(purificada em nosso laboratório) em um  volume final de reação de 25μL. Algumas 

reações de PCR foram realizadas usando-se a enzima PfuTurbo da Stratagene, 

seguindo especificações do fabricante. Vários parâmetros de ciclos de amplificação 

foram testados. Alternativamente, colônias isoladas ou culturas de células fervidas 

foram usadas como DNA molde nas reações de PCR. 
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4.7 Purificação de plasmídeo 
 A extração de plasmídeos foi realizada pelo método de lise alcalina 

(SAMBROOK et al.,1989). Uma cultura de células, incubada durante a noite em 

meio LB ou TB, foi centrifugada a 13.000rpm por 30 segundos. O sedimento foi 

suspenso em tampão GET (50mM glucose, 25mM Tris-HCl pH 8,0 e 10mM de EDTA 

pH 8,0) e a lise celular efetuada com a adição de 1% SDS e 0,2M NaOH. DNA 

cromossomal e proteínas foram precipitados com 3M acetato de potássio pH 4,8. 

Após incubação por 10 minutos em banho de gelo foram adicionados 100μL de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), a amostra foi agitada em agitador de 

tubos sendo então centrifugada. A fase aquosa foi coletada e adicionada de 2 

volumes de etanol 96% com a finalidade de precipitar o DNA plasmidial. A mistura 

foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 

80%, seco a vácuo e ressuspenso em água. Alternativamente DNA plasmidial foi 

purificado usando-se o kit de purificação de plasmídeos da Novagem.  

 

4.8 Clivagem de DNA com enzima de restrição  
 Endonucleases de restrição foram adquiridas da Invitrogen, GE Healthcare, 

Roche e New England Biolabs. As condições de reação foram aquelas sugeridas 

pelo fabricante. 

 

4.9 Ligação de DNA 
 O DNA plasmidial linearizado foi misturado ao DNA inserto em tampão de 

ligação, aquecido a 60oC por 30 segundos e resfriado em banho de gelo. Foi 

adicionado ao sistema 0,5 a 2U de T4 DNA ligase, a mistura foi incubada a 16oC por  

pelo menos 16 horas. 

 

4.10 Transformação bacteriana por eletroporação 
4.10.1 Preparo de células 

As células de E. coli foram tornadas competentes segundo procedimento 

recomendado pelo fabricante do eletroporador (Cell Porator – Life Technologies). 

Algumas colônias de E. coli  crescidas em meio LA foram inoculadas em 5mL de 

meio SOB na presença de antibióticos, a cultura foi incubada sob agitação por cerca 

de 16 horas. Dois mililitros deste pré-inóculo foram transferidos para um frasco de 1L 

contendo 200mL de SOB mais antibióticos, esta cultura foi incubada a 370C até 
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atingir densidade D.O600 de entre 0,4 e 0,6. A cultura foi mantida no gelo por 15 

minutos e centrifugada a 2.500g por 5 minutos a 40C. As células foram lavadas duas 

vezes em 40mL de água destilada gelada estéril, centrifugadas, suspensas em 

40mL de glicerol 10% gelado. Após nova centrifugação (sempre sob as mesmas 

condições), o glicerol foi removido por inversão do tubo e as células foram 

suspensas no restante da solução presente no tubo. As células foram aliquotadas 

(40μL) e congeladas a –700C.  

 

4.10.2 Eletroporação 

Para eletroporação foram misturados 1μL da mistura de ligação ou 50ng de 

plasmídeo íntegro com 40μL de células eletrocompetentes previamente 

descongeladas em banho de gelo. A mistura foi transferida para a câmara de 

eletroporação com 0,15cm de distância entre os pólos e submetido a um único pulso 

elétrico  de aproximadamente 4kΩ,  15kV/cm (voltagem aplicada/distância entre os 

eletrodos) por 6 milisegundos. Após o pulso elétrico foi adicionado 1mL de meio 

SOC à câmara de eletroporação. A suspensão de células foi transferida para um 

frasco estéril e incubada a 370C por cerca de 40 minutos para recuperação. 

Alíquotas da suspensão foram plaqueadas em meio adequado. 

 

4.11 Transformação bacteriana por choque térmico 
4.11.1 Preparo de células 

Algumas colônias de E. coli  crescidas em meio LA foram inoculadas em 5mL 

de meio LB na presença de antibióticos, a cultura foi incubada sob agitação por 

cerca de 16 horas a 370C. Todo o pré-inóculo foi transferido para um frasco de 1L 

contendo 250mL de LB mais antibióticos e a cultura foi incubada a 370C até atingir 

densidade D.O600 entre 0,3 e 0,4. As células foram deixadas no gelo por 30 minutos, 

centrifugadas a 3.000g por 10 minutos a 4oC, sendo então ressuspensas em 30mL 

de uma solução gelada de CaCl2 0,1M. Após 30 a 60 minutos no gelo as células 

foram coletadas por centrifugação (sob as mesmas condições), ressuspensas em 

8mL de solução gelada de CaCl2 0,1M + 15% de glicerol. Frações de 200μL foram 

coletadas, imediatamente congeladas em nitrogênio liquido e armazenadas a -800C. 
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4.11.2 Choque térmico 
 As alíquotas de células foram retiradas do freezer -800C e mantidas no gelo 

por 30 minutos. Metade da reação de ligação (ou 50ng de plasmídeo purificado) foi 

misturada com as células, mantendo-se no gelo por 30 minutos, seguido de banho a 

420C por 2 minutos. As células foram imediatamente transferidas para o banho de 

gelo, suspensas em 1mL de LB, e recuperadas a 37oC por 40 minutos. Alíquotas 

foram plaqueadas em meio LA contendo antibióticos adequados. 

 

4.12 Análise de plasmídeos recombinantes  
Para verificação da presença de insertos clonados no vetor pTZ19R ou 

equivalente, foi utilizada a metodologia “Fast-preps”, descrita por MONTEIRO e 

colaboradores (2001). Duzentos microlitros de uma cultura de células, cultivadas por 

16 horas em meio TB, foram transferidos para tubos tipo Eppendorf e centrifugados 

por 30 segundos. Após a retirada do meio de cultura às células foram ressuspensas 

em 30μL de solução RL (10% glicerol, 5μg/mL RNase, 0,05% azul de bromofenol) e 

lisadas com a adição de 10μl de SDS 10%. Para a precipitação de proteínas foram 

adicionados 3μL de KCl 3M seguido de incubação em gelo por 10 minutos, a mistura 

foi centrifugada a 13.000rpm por 5 minutos. A fração sobrenadante foi então 

submetida à eletroforese em gel de ágar 1,5%. Por meio deste procedimento, 

utilizando plasmídeo sem inserto como padrão, foi possível a determinação da 

presença ou não de inserto nos plasmídeos analisados. Alternativamente a presença 

de insertos em plasmídeos foi verificada por PCR utilizando como DNA molde 

colônias crescidas em placas de Petri diretamente na reação. 

 
4.13 Eletroforese de DNA  
 A eletroforese de DNA foi realizada em gel de ágar ou agarose horizontal 

conforme descrito por SAMBROOK et al (1989) com modificações. O DNA foi 

visualizado, após tratamento com brometo de etídeo (0,5 μg/mL), em transluminador 

de luz ultravioleta.  O perfil eletroforético foi registrado utilizando um sistema de 

vídeo-imagem acoplado (UVP).  
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4.14 Sequenciamento de DNA 
  O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminação de 

cadeia utilizando didesoxirribonucleotídeos (SANGER et al., 1977) e um 

seqüenciador Automático de DNA (Applied Biosystems modelo 377).  Neste sistema 

quatro cromóforos fluorescentes são utilizados como terminadores de cadeia, 

seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida e detecção a Laser. As reações de 

sequenciamento foram realizadas utilizando o sistema ET terminator (GE 

Healthcare), os parâmetros de amplificação foram definidos de acordo com os 

iniciadores utilizados. Como DNA molde para as reações de sequenciamento foram 

utilizados plasmídeos purificados ou produtos de PCR.  

Os plasmídeos molde para sequenciamento foram purificados como descrito 

no item 4.7. Após a ressuspensão em água, o DNA foi tratado por 2 horas com 

RNAse 10μg/mL a 37oC. Foi adicionado 1 volume de fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) a amostra foi agitada em agitador de tubos sendo então 

centrifugada, a fase aquosa foi separada e adicionado 1 volume de clorofórmio. 

Após nova centrifugação, foram adicionados 2 volumes de etanol 96% a fase 

aquosa com a finalidade de precipitar o DNA plasmidial. A mistura foi centrifugada a 

13000rpm por 10 minutos, o precipitado foi lavado com etanol 80%, seco a vácuo e 

ressuspenso em água. O DNA purificado foi analisado em eletroforese de ágar, uma 

quantificação visual foi realizada utilizando um plasmídeo de concentração 

conhecida (pGEM – Promega). Cerca de 200 a 500ng de DNA plasmidial foram 

utilizados nas reações de sequenciamento. 

Os produtos de PCR para reação de sequenciamento foram misturados com 

acetato de amônio 7,5M e etanol 96% na seguinte proporção (40μl da reação de 

PCR, 26μl de acetato de amônio, 133μl de etanol), a mistura foi mantida a 

temperatura ambiente por 10 minutos, sendo centrifugada 13.000rpm por 20 

minutos. O DNA precipitado foi lavado 2X com etanol 70%, seco a vácuo e 

ressuspenso em 40μl de água. 3μl do produto de PCR purificado foram utilizados 

como molde nas reações de sequenciamento. 

 

4.14.1 Sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP9 e FP8 

 O gene ntrC da estirpe FP9 foi amplificado por PCR utilizando o plasmídeo 

pLHFP9NtrC como DNA molde e os primers reverso e universal. Para sequenciar 
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todo o produto de PCR (1,7kb) em ambas as fitas foram utilizados 5 primers 

específicos além dos primers do vetor reverso e universal nas reações de 

sequenciamento. Os primers usados foram: Ntrc 2 (5’ AAGCTGGACTTCCTCGA 3’), 

Ntrc 3 (5’ GCGCTCCTGGACAAGAT 3’), Ntrc 6  (5’ CGACGTGCTAATGCCGTT 3’), 

Ntrc F (5’ TGACCTCTTGCGAATAGAGC 3’), Ntrc R (5’ 

CTTCGTCGCGATCAACATGG 3’). A mutação encontrada no gene ntrC da estirpe 

FP9 foi confirmada pelo sequenciamento de um produto de PCR obtido com os 

primers Ntrc 1 (5’CTACGCAAGTAATGCTGC 3’) e Ntrc 4 (5’ 

CGAGGAATCCCTGACAC 3’) e DNA obtido de uma cultura de células FP9 fervida 

como molde.  

 A seqüência do gene ntrC da estirpe FP8 foi obtida pelo sequenciamento 

direto de um produto de PCR obtido com os primers NtrC 1 e NtrC 4 e utilizando 

uma cultura de células da estirpe FP8 fervida como DNA molde. Os primers 

utilizados nas reações de sequenciamento foram os mesmos descritos 

anteriormente. 

 

4.15 Transferência de plasmídeos por conjugação  
 Os plasmídeos a serem transferidos para as estirpes de A. brasilense foram 

mantidos em E. coli S17.1 (tra+). As estirpes de A. brasilense (receptora) e E. coli 

(doadora) foram cultivadas até saturação nos meios NFbHPN e LB, 

respectivamente. Cinco microlitros da cultura de E. coli foram utilizados para inocular 

2mL de meio LB sem antibióticos, 100μL da cultura de A. brasilense foram utilizados 

para inocular 5mL de meio NFbHPN sem antibióticos. As culturas foram mantidas a 

37oC  e 30oC , respectivamente, sob agitação por 5 horas. Em seguida, 50μL de A. 

brasilense foram misturados com 5μL de E. coli, as células foram plaqueadas como 

uma gota em meio LA/NFbHPN (1:1) e incubadas a 30oC durante 20 horas. A massa 

de células foi raspada, suspensa em 1mL de NFbHP, diluída e plaqueada em meio 

NFbHP  contendo NH4Cl 20mM e os antibióticos adequados. 

 

4.16 Purificação de DNA genômico de A. brasilense 

Cem microlitros de uma cultura fresca de A. brasilense foram inoculadas em 

10mL de meio líquido NFbHP contendo NH4Cl 20mM, a cultura foi incubada a 30oC 

sob agitação por 18 horas, sendo transferida para tubos plástico tipo Ependorff e 
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centrifugada a 13.000rpm por 1 minuto. As células foram lavadas com 1mL de 

tampão TES (Tris-HCl pH 8,0 50mM, EDTA pH 8,0 20mM, NaCl 200mM) e 

ressuspensas em 500μl de TES. Foi adicionado Lisozima a suspensão celular 

(concentração final de 100μg/mL), a mistura incubada a 30oC por 1 hora. Após este 

período, foram adicionados SDS (1% m/v) e proteinase K (50μg/mL), a mistura foi 

homogeneizada e incubada a 30oC por 16 horas.  

A solução de DNA foi purificada com quatro extrações de 500μl de 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e duas extrações com clorofórmio. Após 

as extrações, foram adicionados  2 volumes de etanol absoluto para a precipitação 

do DNA, a solução foi centrifugada a 13.000rpm por 10 minutos. O precipitado foi 

lavado com 500μl de etanol 80%, seco a vácuo e ressuspenso em 80μl de água 

contendo RNAse 10μg/mL.  

 

4.17 Obtenção de estirpes A. brasilense mutante ntrC 

Um cassete de canamicina (fragmento de 1,4kb BamHI derivado do 

plasmídeo pUC4KIXX) foi inserido no sítio BglII, localizado na região codificadora do 

gene ntrC de A. brasilense, presente no plasmídeo pSHR3BC (Figura 11). 
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Figura 11 – Esquema da obtenção do plasmídeo pLHR3BCKm 
 

Digestão com BglII e ligação com o 
pUC4KIXX digerido com BamHI

 
 
 
O plasmídeo pSHR3BC foi digerido com a enzima BglII e ligado ao cassete de canamicina do 
vetor pUC4KIXX previamente digerido com a enzima BamHI. O plasmídeo recombinante 
produzido pLHR3BCKm possui o cassete de resistência inserido na região codificadora no 
gene ntrC. 
 

 O plasmídeo recombinante obtido (pLHR3BCKm) foi introduzido na estirpe 

FP2 de A. brasilense  utilizando a linhagem S17.1 de E. coli como doadora. Onze 

colônias resistentes canamicina (500μg/mL) foram selecionadas, sendo que nove 

destas também apresentaram sensibilidade a cloranfenicol (30μg/mL) indicando que 

estas células sofreram inserções ocasionadas por eventos de dupla recombinação.  

Duas colônias sensíveis a canamicina e cloranfenicol foram selecionadas para 

caracterização posterior e as estirpes mutantes foram denominadas LHNTRC3 e 

LHNTRC5. A inserção correta do cassete de canamicina no gene ntrC foi confirmada 

por hibridização de DNA e complementação genética para crescimento em meio 
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NFbHP contendo nitrato de potássio (20mM) como única fonte de nitrogênio com o 

plasmídeo pLHC1 (expressa ntrC de A. brasilense). 
 

4.18 Hibridização de DNA 
4.18.1  Preparo da sonda 
 A sonda para a hibridização consistiu de um fragmento de 1,6kb 

correspondente a região codificadora do gene ntrC de A. brasilense. Este fragmento 

foi obtido por PCR utilizando os oligonucleotídeos Ntrc 1 e Ntrc 4 (item 4.14.1)  e 

utilizando-se como molde o plasmídeo pTH6+ que contem a região codificadora do 

gene ntrC de A. brasilense clonado no vetor pTZ18R (MACHADO, 1995). Cerca de 

1μg do produto de PCR foi marcado com [α 32P]dCTP usando o sistema Megaprimer 

DNA Labelling (GE Healthcare) conforme recomendação do fabricante. 

 
 
4.18.2  Preparo de membranas e hibridização  
 O DNA cromossomal das estirpes FP2, LHNTRC3 e LHNTRC5 foi digerido 

com PstI e submetido à eletroforese em gel de agarose (0,7%) em tampão TAE. Os 

fragmentos de DNA foram transferidos por capilaridade para uma membrana 

Hybond N+ (GE Healthcare) seguindo instruções do fabricante. Antes da 

transferência, o gel  foi tratado sucessivamente com a solução de depurinição 

(0,25M de HCl) por 10 minutos, com a solução de desnaturação (1,5M de NaCl e 

0,5M de NaOH) por 30 minutos, com a solução de neutralização (1M de Tris e 1,5M 

de NaCl pH 7,5) por 20 minutos e, finalmente, com SSC 15X (solução estoque SSC 

20X, NaCl 3M e citrato de sódio dihidratado 0,3M) por 10 minutos. Entre as etapas, o 

gel foi submetido a uma etapa de lavagem com água destilada esterilizada. A 

transferência para a membrana foi realizada durante a noite e o DNA foi fixado às 

membranas por exposição à luz ultravioleta (312nm) por 5 minutos. As membranas 

foram pré-hibridizadas em tampão fosfato (NaH2PO4  - Na2HPO4  0,5M pH 8; SDS 

5%) por 10 minutos à 60oC. Após este período, foi adicionado DNA de salmão 

sonicado e desnaturado (concentração final 400ng/mL) e a membrana foi incubada 

por mais 5 horas a 60oC. A sonda marcada (previamente desnaturada) foi 

adicionada na mesma solução, a hibridização foi realizada a 60oC durante a noite. 

As membranas foram lavadas  uma vez em SSC 0,1X; SDS 0,1% a 60oC por 30 
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minutos e expostas por 2 dias a um filme de raio-X com placa intensificadora. Após 

revelação, o filme foi analisado. 

 

4.19 Determinação da atividade da nitrogenase 
 A atividade da nitrogenase foi determinada pelo método de redução do 

acetileno a etileno (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN e BURRIS, 1967). Células de 

A. brasilense foram ensaiadas para atividade de nitrogenase em meio NFbHP 

líquido ou semi-sólido. 

 A atividade de nitrogenase em meio semi-sólido foi realizada em frascos de 

10mL tipo ampicilina contendo 4mL de meio acrescido de 0,5mM de glutamato. 

Como inóculo foi utilizado 10 a 40μL de uma cultura saturada previamente cultivada 

em meio NFbHP contendo 20mM de NH4Cl como fonte de nitrogênio. Após 16 - 

24horas de crescimento a 30oC, os frascos foram vedados com rolhas de borracha 

(subba-seal) e então injetado acetileno gasoso (10% do volume da fase gasosa do 

frasco), a cultura foi incubada nas mesmas condições por 1 hora. Após este período 

foi coletada uma amostra de 0,5mL da fase gasosa para análise do etileno formado 

por cromatografia. Foi utilizado um cromatógrafo gasoso equipado com uma coluna 

de Porapak N e detector de ionização de chama. A temperatura da coluna foi 

mantida em 120oC e do detector em 200oC. O gás de arraste foi o nitrogênio.  Para o 

cálculo do etileno formado foi utilizado um padrão de etileno fornecido pela White 

Martins S.A. A atividade da nitrogenase foi expressa como nmol de etileno total 

formado por minuto por miligrama de proteína total na cultura. 

 

4.20 Determinação do desligamento-religamento da nitrogenase 
 A inativação reversível da nitrogenase (switch-off/switch-on) foi determinada 

pelo método da redução do acetileno a etileno como descrito acima, em células 

cultivadas em meio NFbHP líquido. Duas escalas de volume foram utilizadas: 10mL 

ou 110mL. Em ambas as condições foram utilizadas como pré-inóculo células 

crescidas em meio NFbHP suplementado com cloreto de amônio 20mM até 

saturação (3 dias a 30oC sob agitação de 120rpm). A atividade específica da 

nitrogenase variou entre 7 e 25 nmol de etileno formado por minuto por mg de 

proteína para todas as estirpes testadas. 
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4.20.1 Escala de 10mL 

Cerca de 50 a 200μL de pré-inóculo foram transferidos para 10mL de meio 

NFbHP contendo 1% de LB e 5mM de glutamato de sódio como fonte de nitrogênio 

(frascos de 60mL). As culturas foram incubadas a 30oC sob agitação de 120rpm em 

agitador de água. Após 18-24 horas os frascos foram vedados com rolhas tipo 

“subba-seal” e 5mL de acetileno foram injetados. A produção de etileno foi 

monitorada após 10, 20 e 30 minutos. O experimento de desligamento-religamento 

foi iniciado apenas para as culturas nas quais a atividade da nitrogenase se 

apresentava linear entre os pontos 10, 20 e 30 minutos. Para avaliar o desligamento 

da nitrogenase foi adicionado ao meio de cultura NH4Cl 0,25 ou 1mM, concentração 

final. Amostras de 0,5mL da fase gasosa foram coletadas nos tempos determinados 

e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados foram apresentados como 

porcentagem da atividade inicial da nitrogenase. A concentração de proteínas nas 

culturas variou de 0.20mg/mL a 0.30mg/mL. 

 

4.20.2 Escala de 110mL 
Cerca de 2 a 6mL de pré-inóculo foram transferidos para 110mL de meio 

NFbHP contendo 1% de LB e 5mM de glutamato de sódio como fonte de nitrogênio 

(frascos de 250mL). As culturas foram incubadas a 30oC sob agitação de 120rpm. 

Após 24-30 horas os frascos foram vedados com rolhas tipo “subba-seal” e 20mL de 

acetileno foram injetados. A produção de etileno foi monitorada após 20 e 40 

minutos. A concentração de proteínas nas culturas durante o ensaio de atividade da 

nitrogenase variou de 0,30mg/mL a 0,45mg/mL. O desligamento da nitrogenase foi 

monitorado em resposta a anaerobiose e a adição de diferentes concentrações de 

NH4Cl conforme descrito em cada experimento. O desligamento em resposta a 

anaerobiose foi realizado mantendo-se a cultura estacionária por 10 minutos. Para a 

preparação de membranas e extratos protéicos 10mL da cultura foram separados 

nos tempos indicados e processados conforme descrito no item 4.21.  

 

4.21 Preparação de membrana de A. brasilense 

Dez mililiros de cultura, obtidos conferme descrito no item 4.20.2, foram 

separados nos tempos indicados em cada experimento e imediatamente resfriados 

em nitrogênio líquido por 10 segundos. As células foram coletadas por centrifugação 

a 5.000rpm por 5 minutos, ressuspensas em 1mL de tampão SP (NaCl 8.5g/L; 
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K2HPO4 7g/L; KH2PO4 3g/L; pH 7.2) e sonicadas com 5 pulsos de 15 segundos com 

intervalos de 15 segundos no sonicador MSE Soniprep 150 usando amplitude de 

10 µm. O extrato celular foi centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos a 4oC. Uma 

fração (100μL) do sobrenadante foi armazenada sendo denominada fração celular 

total (membrana + citoplasma). O restante do sobrenadante foi submetido a 

ultracentrifugação a 250.000g por 30 minutos 4oC na ultracentrifuga Beckman TL-

100 (rotor TLA-120.2). Uma alíquota (100μL) da parte superior do sobrenadante foi 

armazenada, esta fração representa a fração citoplasmática do extrato. O 

precipitado foi lavado com 1mL de tampão SP, submetido à nova ultracentrifugação 

(sob as mesmas condições). O precipitado foi finalmente ressuspenso em 100μl de 

tampão SP, e constitui a fração de membrana dos extratos. A pureza da fração de 

membrana foi analisada por western-blot das frações usando anticorpo contra 

proteína citoplasmática NifH. 

 
4.22 Construção de plasmídeos  
4.22.1 Construção do plasmídeo pLHFP9NTRC 
 O plasmídeo pMA-tc 9.1, que contém o gene ntrC da estirpe FP9 de A. 

brasilense clonado no vetor pCR4Blunt-TOPO, foi digerido com a enzima EcoRI e 

ligado ao vetor pLAFR3.18 digerido com a mesma enzima. Os plasmídeos 

recombinantes obtidos foram analisados pelo padrão de restrição com as enzimas 

(BglII-BamHI) para a seleção dos plasmídeos que continham o gene ntrC da estirpe 

FP9 no sentido de transcrição do promotor lacZ do vetor pLAFR3.18. Um plasmídeo 

recombinante  foi selecionado e denominado pLHFP9NTRC. 
 

4.22.2 Construção dos plasmídeos pLHPETDRAT, pLHPETDRAG, pLHPETDRATG 
e pLHPETNIFH 
 As regiões codificadoras dos genes draT, draG, draTG e nifH de A. brasilense 

foram amplificadas por PCR utilizando oligonucleotídeos sintetizados quimicamente. 

As seqüências deste oligonucleotídeos, representadas abaixo, foram baseadas em 

seqüências depositadas no GenBanK (acesso M87319 – ZHANG et al., 1992). Para 

facilitar a clonagem  dos produtos de PCR no vetor pET28a, foram inseridos sítios 

para as enzimas de restrição NdeI e BamHI nos primers complementares a região 5’, 

e sítios para a enzima EcoRI nos primers complementares a região 3’. As 

seqüências dos oligonucleotídeos usados estão indicadas a baixo: 
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                                          BamHI      NdeI 

DraT 5`              5`GATTTGGATCCCATATGGCGGACGGTTCGGCGA 3`   

 

                                           EcoRI 

DraT 3`             5` GATCGGAATTCAGAGAAGCGACAC 3`   

 

                                             BamHI      NdeI 

DraG 5`             5` GACAGGGATCCCATATGACTGACCATTCCATCC 3`  

 

                                             EcoRI 

DraG 3`             5` TGGTCGAATTCACCCCTGCTTGAG 3`  

 

                                            BamHI      NdeI 

NifH 5`              5`AGGAGGGATCCCATATGTCTTTGCGCCAGATTG 3`   

 

                                           EcoRI 

NifH 3` novo    5` TGGGGAATTCAGTTATCAGGCCTTG 3`   

                                           

 Como DNA molde para as reações de PCR foi utilizando 1μL de uma cultura 

fervida de A. brasilense FP2 (cultura saturada diluída 10X em água e fervida por 10 

minutos) em 25μl de reação. Os ciclos de amplificação foram os seguintes: 1 ciclo de 

96oC por 1 minuto; 35 ciclos de 96oC por 30 segundos, 55oC por 20 segundos, 72oC 

por 2 minutos; 1 ciclo de 72oC por 5 minutos. As reações de PCR produziram 

produtos únicos com o tamanho esperado os quais foram tratados com 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), precipitados com etanol, secos em 

bomba de vácuo e ressuspensos em água. Os produtos de PCR foram digeridos 

com as enzimas EcoRI e BamHI e ligados ao vetor pET28a digerido com as mesmas 

enzimas. Os plasmídeos recombinantes foram analisados por “Fast-preps” (item 

4.12) e padrão de restrição. A seqüência de DNA dos plasmídeos obtidos foi 

confirmada por sequenciamento total dos insertos usando-se primers que flaqueiam 

o sitio de policlonagem do vetor pET28a e os seguintes primers: DraT interno 

Forward 5’ CACCTTCGGGCTGAACCCGG 3’, DraG interno Forward 5’ 

GGCTGAAGGCGTTCCCGTC 3’ e DraT interno2 5’ CGATGCCGTCCCGCGCCAGC 
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3’. Os plasmídeos obtidos foram denominados pLHPETDRAT (gene draT), 

pLHPETDRAG (gene draG) e pLHPETDRATG (genes draTG). O plasmideo 

pLHPETNIFH (gene nifH) foi parcialmente sequenciado com os iniciadores NifH 

descritos anteriormente. 

 

4.22.3 Construção dos plasmídeos pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e 
pLHDRAThisGMP 
 Os plasmídeos pLHPETDRAT, pLHPETDRAG e pLHPETDRATG foram 

digeridos com as enzimas XbaI e HindIII, os fragmentos obtidos foram clonados no 

vetor pDK7 previamente digerido com as mesmas enzimas, originando os 

plasmídeos pLHDK7DRAT, pLHDK7DRAG e pLHDK7DRATG respectivamente 

(Figura 12). Estes plasmídeos expressam as proteínas His-DraT, His-DraG ou His-

DraT e DraG sob controle do sítio de ligação de ribossomo (RBS) do plasmídeo 

pET28a (exceto DraG no plasmídeo pLHDK7DRATG que é expressa a partir de seu 

próprio RBS) e sob controle transcricional do promotor ptac regulado pelos níveis de 

IPTG. Os plasmídeos pLHDK7DRAT, pLHDK7DRAG e pLHDK7DRATG foram co-

integrados com o plasmídeo pMP220, utilizando o sítio HindIII, dando origem aos 

plasmídeos pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e pLHDRAThisGMP (Figura 12). 

Estes plasmídeos são capazes de expressar as proteínas His-DraT, His-DraG ou 

His-DraT e DraG, em A. brasilense sujeito à regulação pelos níveis de IPTG no 

meio. 
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Figura 12 – Esquema da construção do plasmídeo pLHDRAThisMP.  

pET28a

draThis

pLHPETDRAT

pDK7

pLHDK7DRAT

pLHDK7DRAT  + pMP220

pLHDRAThisMP
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pLHDK7DRAT  + 
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Cm

draThis

BamHI
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pLHDRAThisMP

Fragmento Xba I / Hind III

Co-integrado 
pLHDK7DRAT  + 

pMP220

Cm

draThis

Cm
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Um fragmento XbaI / HindIII, contendo a região codificadora para o gene draT do plasmídeo 
pLHPETDRAT, foi ligado ao vetor pDK7 digerido com as mesmas enzimas gerando o 
plasmídeo pLHDK7DRAT. Os plasmídeos pLHDK7DRAT e pMP220 foram co-integrados 
através do sitio HindIII gerando o plasmídeo pLHdraThisMP. Os mesmos passos de 
clonagem foram utilizados para obtenção dos plasmídeos pLHdraGhisMP e 
pLHdraThisGMP. 
 

4.23 Mutagênese do promotor glnBp2 

A mutagênese do promotor glnBp2 foi realizada utilizando a técnica de PCR 

megaprimer descrita por CORMACK (1992). Um esquema da obtenção do promotor 

glnB com o sítio glnBp2 mutagenizado está mostrado na Figura 13. Em uma primeira 

reação de PCR foi utilizado como DNA molde o plasmídeo pLHC7 (pTZ19R. glnBp -

285/+268, HUERGO, 2002) e como iniciadores o primer Universal, que é 

complementar ao vetor pTZ19R, e o primer mutagênico glnBσN1 (5’ 
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CCGCTCCGATTAACACGCAACGTG 3’) complementar ao sítio glnBp2 porém com 

os nucleotídeos  GG (região –24 do promotor glnBp2) trocados por AA. O produto 

obtido nesta primeira reação foi purificado em gel de agarose de baixo ponto de 

fusão (com o kit CONCERTTM da Life-Technologies). Este produto de PCR foi 

utilizado como iniciador em uma segunda reação de PCR juntamente com o primer 

Reverso (que é complementar ao pTZ19R), como molde desta reação novamente foi 

utilizando o plasmídeo pLHC7. O produto obtido foi purificado em gel de agarose de 

baixo ponto de fusão e re-amplificado em uma terceira PCR utilizando os iniciadores 

reverso e universal. O DNA amplificado da terceira reação foi digerido com as 

enzimas SphI e BamHI e clonado no vetor pTZ19R dando origem ao plasmídeo 

pLHglnBσN. A mutação do sítio glnBp2 foi confirmada por sequenciamento. O 

fragmento contendo a região promotora mutagenizada foi subclonado como 

fragmento SphI/BamHI no vetor pPW452 dando origem ao plasmídeo pLHWglnBσN. 
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Figura 13 – Estratégia utilizada para mutação no sítio glnBp2 na região 
promotora do gene glnB de A. brasilense.  
 

Primer Universal

Primer σN1

PCR 1 – Primer σN1 e Universal – molde pLHC7

Produto da PCR 1 – Mega primer

Mega primer
Primer Reverso

PCR 2 – Mega primer e Reverso – molde pLHC7

Re-amplificação com primers 
Reverso e Universal

5` CCGCTCCGATTAACACGCAACGTG 3`
...GTTGGCGAGGCTAACCGTG

GGCAC
CGTTGCACGAA...

...CAACCGCTCCGATT GCAACGTGCTT...

5` CCGCTCCGATTAACACGCAACGTG...... 3`
3` GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA... 5`

3` GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA... 5`

3’...GGCGAGGCTAATTGTGCGTTGCACGAA...5`
5’...CCGCTCCGATTAACACGCAACGTGCTT...3’

 
As bases em vermelho indicam a região –24 do sítio glnBp2. As bases em azul indicam as 
alterações de base que foram alteradas na seqüência original.  
 
 

4.24 Obtenção da estirpe A. brasilense LFH3 (mutante glnB não polar) 

A estirpe LFH3 contendo a mutação em glnB foi obtida usando o sistema λ-

Red como descrito (GUST et al., 2003), um protocolo detalhado esta disponível em 

http://streptomyces.org.uk/redirect/protocol_V1.3.pdf. O fragmento de 5,3kb 

EcoRI/PstI contendo a região codificadora do gene glnB do plasmídeo pAB448 foi 

ligado ao plasmídeo pTZ19R digerido com as mesmas enzimas gerando o 

plasmídeo pLFH7 (Figura 14).  Este plasmídeo foi transferido para a estirpe de E. 

coli BW25113 contendo o plasmídeo pIJ790 o qual expressa as proteínas λ-Red. O 

gene glnB do plasmídeo pLFH7 foi substituído por um cassete de resistência a 

apramicina (ApraR) usando “PCR targeting” (Figura 14).  Os iniciadores usados na 

reação de PCR foram: GlnB apraF  
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5’GCCTGCCGACGTTGGCACCTCGTACACGAGAGACCCATGATTCCGGGGATC

CGTCGACC 3’ e GlnB apraR 

5’TTCATGGTGGCCGGTGGTCGGGTTCTCGGGACGCGATCATGTAGGCTGGAG

CTGCTTC 3’.  A região 5’ marcada em negrito nos iniciadores se alinha com a 

região que flanqueia o gene glnB incluindo os códons de início e término de tradução 

sublinhados. A região 3’ dos iniciadores se alinha com o cassete de resistência a 

apramicina. Estes iniciadores foram utilizados para amplificar o cassete ApraR do 

plasmídeo pIJ773 por PCR, o produto de PCR foi utilizado para transformar, por 

eletroporação, células de E. coli  BW25113 contendo os plasmídeos pLFH7 e 

pIJ790. As células foram plaqueadas em meio contendo carbenicilina (resistência do 

plasmídeo pLFH7) e apramicina (resistência do cassete) com a finalidade de 

selecionar células nas quais o gene glnB no plasmídeos pLFH7 foi trocado pelo 

cassete de apramicina. A troca do gene glnB pelo cassete Apra foi verificada por 

PCR utilizando iniciadores que flaqueiam o gene glnB: GlnB F2 5’ 

CCCTATCCGTTGGCAGTCGC 3’ e GlnB R2 5’ CGTTATGTCATGCCTTTCCCAAGC 

3’,  um plasmídeos foi selecionado e denominado  pLFH8 (Figura 14).  

Para a obtenção da versão “scar” do gene glnB, o plasmídeo pLFH8 foi 

transferido para E. coli DH10B contendo o plasmídeo pCP20 que codifica para a 

enzima FLP-recombinase (Figura 14), esta enzima remove a região central do 

cassete de apramicina deixando uma seqüência de 81 pares de base gerando uma 

deleção “in-frame”. A correta excisão do cassete foi verificada por PCR e 

sequenciamento de DNA, um plasmídeo foi selecionado e denominado pLFH9. Uma 

versão mobilizável do plasmídeo pLFH9 foi obtida por “PCR-targeting” trocando-se o 

cassete de resistência a carbenicilina do plasmídeo pLFH9 por um cassete de 

apramicina contendo o sitio de mobilização oriT. Os iniciadores, bla forward 5’ 

CCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAG 3’, bla reverse 5’ 

AATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAG  3’ foram utilizados 

para amplificar o cassete apraoriT usando o plasmídeo pIJ784 como molde. O 

produto de PCR foi transformado, por eletroporação, em células de E. coli BW25113 

contendo os plasmídeos pLFH9 e pIJ790, células Cbs e ApraR foram selecionadas. A 

troca dos cassetes de resistência foi confirmada por análise de restrição, um 

plasmídeos foi selecionado e denominado pLFH10 (Figura 14). 

O plasmídeo suicida pLFH10 foi transferido para a estirpe de A. brasilense 

7628 (glnB::km) utilizando E. coli S17.1 como doadora. Simples recombinantes 
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foram selecionados em meio contendo Km e Apra, originado a estirpe LFH2 que é 

merodiplóide para glnB, contendo glnB::km e glnB::scar.  A resolução da mutação 

(perda do cassete Km e do plasmídeos integrado) foi selecionada cultivando a 

estirpe LFH2 em meio não seletivo por varias gerações, as células foram 

plaqueadas em meio não seletivo para obtenção de colônias isoladas. Um total de 

1.200 colônias foram analisadas, apenas 13 colônias apresentaram sensibilidade a 

Km e Apra, estas células foram analisadas para a perda do cassete de Km cassete e 

para a presença da versão “scar” do gene glnB por PCR usando primers que 

flanqueiam o gene glnB e um primers que se liga ao cassete Km, KmR 5’ 

GGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACG 3’. As 13 colônias analisadas perteciam a 3 

grupos genéticos distintos: A) 7 colônias  perderam a versão “scar” do gene glnB e 

mantinham o cassete km no genoma; B) 5 colônias  continham a versão “scar” do 

gene glnB e o cassete de km; C) Apenas 1 colônia apresentou o genótipo esperado, 

presença da versão  “scar” do gene glnB e perda do cassete de canamicina. Esta 

colônia foi selecionada gerando a estirpe LFH3. 
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Figura 14 – Fluxograma da obtenção do plasmídeo  pLFH10 
 
 

1 – Fragmento EcoRI –PstI

2 - PCR targeting 
glnB:apraoriT

3 - FRT 
recombinase

4 – PCR targeting 
bla:apraoriT

PstI

PstI

PstI

PstI

PstI

pLFH7

pLFH8

pLFH9

pLFH10

pTZ19R

pAB448

 
Um fragmento EcoRI / PstI contendo a região codificadora do gene glnB e parte do gene glnA 
do plasmídeo pAB448 foi subclonado no vetor pTZ19R gerando o plasmídeo pLFH7. A 
região codificadora do gene glnB do plasmídeo pLFH7 foi substituída por um cassete 
apraoriT por “PCR-Targeting” gerando o plasmídeo pLFH8. O cassete apraoriT do 
plasmídeo pLFH8 foi removido por ação da enzima FRT recombinase gerando uma versão 
“scar” de glnB no plasmídeo pLFH9. O cassete de resistência a carbenilina do plasmídeo 
pLFH9 foi susbstituido por um cassete apraoriT por “PCR-Targeting” gerando o plasmídeo 
pLFH10. 
 
 
4.25 Eletroforese de proteínas  
4.25.1 Eletroforese sob condições desnaturante (SDS-PAGE) 
 Eletroforese de proteínas sob condições desnaturantes foram realizadas em 

gel de poliacrilamida como descrito por LAEMMLI (1970). A concentração do gel de 

corrida variou de acordo com a massa molecular da proteína a ser analisada.  As 

soluções estoque utilizadas estão descritas na tabela abaixo: 
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Tabela 2 – Soluções para eletroforese desnaturante 
 

Acrilamida 30% Acrilamida (acrilamida:bis-acrilamida 
37,5:1) Armazenada a 4°C 

Solução 2 1,5M Tris-HCl pH8,8; 0,3% SDS Armazenada a 4°C 
Solução 3 0,5M Tris-HCl pH6,8; 0,4% SDS Armazenada a 4°C 
10% PA Persulfato de amônio 10% v/v em água Armazenada a 4°C 

Tampão de amostra 

2% SDS 10%glicerol; 0,01% azul de 
bromofenol; 0,0625M Tris-HCl pH 6,8; 5% β-

mercaptoetanol (adicionado no momento do 
uso) 

Armazenada a 4°C 

Tampão de corrida 
(10X) 30g Tris-base, 140g Glicina 10g SDS por litro Armazenado a 

temperatura ambiente 
 

Os  volumes das soluções estoque utilizadas para preparar os géis de 

empilhamento estão descritas na tabela abaixo: 

 

Tabela 3 – Soluções para preparo do gel de empilhamento 
 

Solução  1 gel 2 géis  
Acrilamida  0,375mL  0,75mL 
 Solução 3  0,625mL  1,25mL 

 H2O  1,5mL  3,0mL 
 10% PA  25µL  50µL 
 TEMED  2,5µL  5µL 

 
Os  volumes das soluções estoque utilizadas para preparar os géis de 

separação estão descritas na tabela abaixo: 

 

Tabela 4 – Volumes das soluções para preparo do gel de separação. 
 

Componente 7,5% 
 (1gel) 

7,5% 
(2 géis) 

10% 
 (1 gel) 

10%  
(2 géis)

12,5% 
 (1gel) 

12,5% 
(2 géis) 

15% 
 (1 gel) 

15%  
(2 géis) 

Acrilamida  1,25mL  2,5mL  1,63mL  3,25mL 2,05mL 4,1mL 2,5mL 5mL  
Solução 2  1,25mL  2,5mL  1,25mL  2,5mL  1,25mL 2,5mL 1,25mL  2,5mL 

H2O  2,5mL  5,0mL  2,13mL  4,25mL 1,7mL 3,4mL 1,25mL 2,5mL 
10% PA  50µL  100µL  50µL 100µL   50µL 100µL   50µL  100µL 
TEMED  5µl  10µl  5µl  10µl  5µl  10µl  5µl  10µl 
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As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical seguindo 

recomendação do fabricante (Biorad). As corridas foram realizadas a 100-200V em 

tampão de corrida 1X por 1 a 2 horas. Após a corrida o gel foi corado com 

Coomassie Blue ou com prata, ou transferido para membranas (western blot) 

dependendo do ensaio.  

 

4.25.2 Eletroforese sob condições nativas (Native-PAGE) 
 Eletroforese de proteínas sob condições nativas foram realizadas  utilizando o 

sistema descrito acima com as seguintes modificações: 

1- Os tampões de corrida, solução 2, solução 3 e tampão de amostra foram 

preparados sem a adição de SDS e β-mercaptoetanol. 

2- O tampão de amostra foi preparado no momento do uso. 

3- O gel foi pré-corrido por 30 minutos a 60V a 40C, sendo as amostras 

aplicadas (sem serem pré-aquecidas) e separadas a 60V a 40C por cerca de 

duas a três  horas. 

 

4.26 Western Blot 

Para as amostras convencionais 5μg de proteína total por linha foram 

separadas em géis de poliacrilamida (PAGE) desnaturante ou nativo e transferidas 

para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL – GE Healthcare) utilizando um 

sistema de transferência semi-seco.   

 

4.26.1 Preparação de amostras para analisar a modificação  da proteína NifH e GS 
Para se analisar a modificação  pós-traducional das proteínas GS e NifH, 

33μL da cultura de A. brasilense fixando nitrogênio (item 4.20.2) foram separados 

nos tempos indicados em cada experimento, misturados rapidamente com 17μL de 

tampão de amostra para eletroforese de proteínas 3X concentrado (item 4.25), a 

mistura foi congelada em nitrogênio liquido sendo então armazenada a -800C. As 

amostras foram descongeladas por 1 minuto a temperatura ambiente, fervidas por 1 

minuto, centrifugadas a 13.000rpm por 5 minutos, 6μL do sobrenadante foram 

aplicados em gel de proteína. A concentração dos géis de acrilamida foram de 7,5% 

para GS e 12,5% para NifH. 
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4.26.2 Tampões de transferência 
  Os tampões de transferência foram preparados a partir de duas soluções 

estoque: Tris 0,5M pH 10 e Ácido capróico 0,4M. Foram utilizados 3 tampões no 

processo de transferência de proteínas descritos na tabela abaixo: 

 

Tabela 5 – Tampões de transferência 
 

Anôdo 1 (A1) Anôdo 2 (A2) Catôdo (C) 
150mL Tris 12,5mL Tris 12,5mL Tris 

50mL metanol 50mL metanol 25mL ácido capróico 
50mL H2O 187,5mL H2O 162,5mL H2O 

  50mL metanol 
Os tampões foram armazenados a 40C. 
 

4.26.3 Transferência 
 A placa do anôdo foi inicialmente coberta com 4 camadas de papel filtro 

previamente imersas no tampão A1. Duas camadas de papel filtro contendo tampão 

A2 foram colocadas no sistema, seguido da membrana de nitrocelulose previamente 

imersa no tampão A2. O Gel foi então colocado sobre a membrana sempre se 

tomando o devido cuidado para evitar bolhas de ar no sistema. 6 camadas de papel 

filtro contendo tampão C foram colocadas sobre o gel. Uma pipeta de vidro foi 

utilizada para comprimir o sistema de transferência e expelir eventuais bolhas de ar. 

A placa do catôdo foi colocada sobre as folhas de papel filtro, o sistema foi 

conectado a uma fonte de eletroforese a 80mA por 1 hora. A transferência foi 

avaliada utilizando um marcador de proteína pré-corado (New England Biolabs). 

 

4.26.4 Tratamento da membrana 
  Todo o tratamento da membrana foi realizado em tampão TBST (Tris pH 7,6; 

2,42g/L; NaCl 8g/L; tween 20 1mL/L). Depois da transferência, a membrana foi 

bloqueada com solução de leite em pó desnatado 5% em TBST por 1 hora a 

temperatura ambiente.  A membrana foi lavada com TBST e colocada em um saco 

plástico selado contendo 5mL de solução com o anticorpo primário em leite 1% 

TBST, sendo mantida a 40C durante a noite sob agitação.  

 O anticorpo primário foi utilizado nas diluições indicadas abaixo (Tabela 6). 

Extratos celulares totais foram adicionados a solução contendo o anticorpo primário, 

como descrito na Tabela 6, para bloquear ligações inespecíficas. Apesar da alta 
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similaridade entre as proteínas GlnB e GlnZ (67% de identidade), os anticorpos anti-

GlnB e anti-GlnZ não apresentaram reação cruzada com as proteínas GlnZ e GlnB 

respectivamente nas condições utilizadas neste trabalho como mostra o controle 

realizado (Figura 15). 

 

Tabela 6 – Anticorpos e bloqueadores. 
 

Anticorpo  Diluição Agente bloqueador Fonte do anticorpo 
Anti-NifH 

 
1/5.000 100μg/mL de extrato de 

células A. brasilense FP2 
crescido em 40mM NH4Cl 

Este trabalho 

Anti-DraT 
 

1/2.500 100μg/mL  de extrato de 
células E. coli FT8000  

Este trabalho 

Anti-DraG 
 

1/2.500 100μg/mL de extrato de 
células E. coli FT8000 

Este trabalho 

Anti-GlnZ 
 

1/1.000 100μg/mL de extrato de 
células E. coli FT8000 

Mariana S. Araujo 

Anti-GlnB 
 

1/1.000 100μg/mL de extrato de 
células E. coli FT8000 

Luiza M. Araújo 

Anti-GS 
 

1/10.000 nenhum Wally Van Heeswijk 

 
Após incubação com o anticorpo primário, a membrana foi lavada por 15 

minutos com TBST, seguido de 3 lavagens por 5 minutos. A membrana foi incubada 

com 10mL de solução contendo o anticorpo secundário (anti IgG de coelho 

conjugado com a enzima peroxidase – GE Healthcare) na diluição de 1/5.000 a 

temperatura ambiente por 1 hora. Após 6 etapas de lavagens com TBST (1X de 15 

minutos e 5X de 5 minutos), a membrana foi submetida à etapa de revelação 

utilizando o sistema ECL (GE Healthcare) seguindo as recomendações do 

fabricante. Os sinais foram capturados em filmes de raio-X (BioMax – GE 

Healthcare) e revelados com auxílio de um revelador automático. 
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Figura 15 – Controle de reação cruzada para os anticorpos anti-GlnB e anti-
GlnZ 

1          2         3         4

GlnZ

GlnB

A
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Extratos celulares totais foram preparados de células crescidas em meio NFbHP glutamato, 
submetidos a SDS-PAGE seguido de western blot usando anticorpo anti-GlnZ (A) ou anti-
GlnB (B). Linha 1, FP2 estirpe selvagem. Linha 2, estirpe 7628 (glnB::km). Linha 3, estirpe 
7611 (glnZ::Ω). Linha 4, estirpe 2812 (glnB::km glnZ::Ω) 

 

4.27 Expressão das proteínas DraT , DraG e NifH de A. brasilense 

 A expressão das proteínas DraT, DraG e NifH de A. brasilense foi realizada 

em células de E. coli BL21 (λDE3) contendo os plasmídeos pLHPETDRAT, 

pLHPETDRAG ou pLHPETNIFH, estes plasmídeos expressam as proteínas DraT, 

DraG e NifH fusionadas com uma seqüência de aminoácidos contendo 6 histidinas 

localizadas na porção N-terminal das proteínas que serão denominadas His-DraT, 

His-DraG e His-NifH. Duzentos mililitros de meio LB foram inoculados na proporção 

de 1/100 com uma cultura crescida durante a noite. As células foram cultivadas a 

37oC sob agitação até DO600 de 0,5. Neste momento foi adicionado IPTG 0,5mM e a 

cultura foi incubada por 4 horas a 30oC sob agitação. A cultura foi centrifugada a 

5.000rpm por 5 minutos a 4oC. As células foram ressuspensas em 5mL de tampão 

de sonicação: para DraT (50mM Tris-HCl pH8; NaCl 100mM; Glicerol 10%; DTT 

1mM; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,5%), para DraG (50mM Tris-HCl pH8; NaCl 

100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; MnCl2 0,5mM), e para NifH (50mM Tris-HCl pH8, 

NaCl 100mM, Glicerol 10%, DTT 1mM). As células foram lisadas por sonicação por 6 

ciclos de 20 segundos e 1 minuto de intervalo. Durante o procedimento o extrato 

celular foi mantido em banho de gelo. Após a lise celular o extrato foi centrifugado a 

13.000rpm por 10 minutos a 4oC, as frações solúvel e insolúvel foram separadas, as 

proteínas foram analisadas por eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

como descrito por LAEMMLI (1970). Os géis foram corados com Coomassie Blue. 
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4.28 Purificação da proteína His-DraT de A. brasilense 

 A proteína DraT fusionada com uma seqüência de 6 histidinas na porção N-

terminal (His-DraT) foi purificada por cromatografia de afinidade em uma coluna Hi-

Trap-Chelating-Ni2+ (GE Healthcare) acoplada a uma bomba peristáltica. A coluna 

Hi-Trap foi carregada com NiCl2 como descrito pelo fabricante.  A coluna foi 

equilibrada com 5mL do tampão de sonicação para DraT (50mM Tris-HCl pH8; NaCl 

100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,5%) em seguida, 

5mL do extrato livre de células, preparado como descrito no item 4.22,  foram 

aplicados na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1 (50mM Tris-HCl pH6,8; 

0,5M NaCl; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,05%) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM 

de imidazol). A eluição da proteína His-DraT foi realizada um gradiente crescente de 

imidazol. Foram adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCl pH8; 0,1M NaCl; 50mM 

de imidazol; glicerol 10%; 0,5mM de DTT; ADP 1mM; N-lauril-sarcosil 0,05%), 5mL 

de TP4 (TP3 contendo  100mM de imidazol), 5mL de TP5 (TP3 contendo 300mM de 

imidazol), 5mL de TP6 (TP3 contendo 500mM  de imidazol). Forma coletadas 

frações de 1mL, as frações foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE, as frações 

com maior grau de pureza foram agrupadas e estocadas em alíquotas a  -70 oC. 

 

4.29 Purificação da proteína His-DraG de A. brasilense 

 A proteína DraG fusionada com uma seqüência de 6 histidinas na porção N-

terminal (His-DraG) foi purificada de maneira semelhante à utilizada na purificação 

da proteína His-DraT. A coluna Hi-Trap foi carregada com NiCl2 como descrito pelo 

fabricante.  A coluna foi equilibrada com 5mL do tampão de sonicação para DraG 

(50mM Tris-HCl pH8; NaCl 100mM; Glicerol 10%; DTT 1mM; MnCl2 0,5mM) em 

seguida, 5mL do extrato livre de células, preparado como descrito no item 4.27,  

foram aplicados na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1 (50mM Tris-HCl 

pH6,8; 0,5M NaCl) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM de imidazol). A eluição da 

proteína His-DraG foi realizada um gradiente crescente de imidazol. Foram 

adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCl pH8; 0,1M NaCl; 50mM imidazol; glicerol 

10%; 0,5mM DTT; MnCl2 0,5mM), 5mL de TP4 (TP3 contendo 100mM de imidazol), 

5mL de TP5 (TP3 contendo imidazol 300mM), 5mL de TP6 (TP3 contendo 500mM 

de imidazol). Forma coletadas frações de 1mL, as frações foram analisadas em 

eletroforese SDS-PAGE, as frações com maior grau de pueza foram agrupadas e 

estocadas em alíquotas a -70 oC. 
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4.30 Purificação da proteína His-NifH de A. brasilense 
 A proteína NifH fusionada com uma seqüência de 6 histidinas na porção N-

terminal (His-NifH) foi purificada em cromatografia de afinidade com uma coluna de 

1mL  Hi-Trap chelating  carregada com NiCl2 como descrito pelo fabricante.  Após a 

centrifugação do lisado celular (item 4.27) a proteína NifH permaneceu 

completamente insolúvel, para a purificação desta proteína o precipitado obtido após 

a lise celular foi ressuspenso em 1mL de tampão de solubilização TS (50mM Tris-

HCl pH8, DTT 1mM, Glicerol 10%, NaCl 100mM, uréia 5M). A coluna foi equilibrada 

com 5mL do tampão de solubilização, em seguida, a fração contendo a proteína 

NifH solubilizada foi aplicada na coluna. A coluna foi lavada com 10mL de TP1 

(50mM Tris-HCl pH6,8; 0,5M NaCl, 5M uréia) e 10mL de TP2 (TP1 contendo 10mM 

de imidazol). A eluição da proteína His-NifH foi realizada um gradiente crescente de 

imidazol. Foram adicionados 5mL de TP3 (50mM Tris-HCl pH8; 0,1M NaCl; 50mM 

de imidazol; glicerol 10%; 0,5mM de DTT, 5M uréia), 5mL de TP4 (TP3 contendo 

100mM de imidazol), 5mL de TP5 (TP3 contendo 300mM de imidazol), 5mL de TP6 

(TP3 contendo 500mM de imidazol). Foram coletadas frações de 1mL, as frações 

foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE, as frações mais puras foram 

agrupadas e estocadas em alíquotas a -70 oC. 

 

4.31 Produção de anticorpos policlonais contra as proteínas DraT , DraG e NifH 
 Para a obtenção de anticorpos policlonais para as proteínas DraT, DraG e 

NifH de A. brasilense foram realizadas 3 imunizações a cada 14 dias em coelhos 

albinos raça Novazelândia. As imunizações consistiram na injeção subcutânea e 

intramuscular de 500μg de proteína purificada acrescida de 1mL de adjuvante 

incompleto de Freud. Após a última imunização foram coletados cerca de 40mL de 

sangue, o soro foi separado por centrifugação e armazenado a –700C. Os anticorpos 

foram analisados por western blot (BURNETTE, 1981). 

 
4.32 Interações in vivo entre DraT e DraG com as proteínas PII por ensaios de 
co-precipitação (“pull-down”) 
 Os experimentos de co-precipitação ou “pull-down” foram realizados da 

seguinte maneira: células controle e células expressando a proteína His-DraT (a 

partir do plasmídeo pLHdraThisGMP) ou His-DraG (a partir do plasmídeo 
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pLHdraGhisMP), foram cultivadas em condições de fixação de nitrogênio como 

descrito no item 4.20.2. Uma alíquota de 30 mL da cultura foi retirada antes ou 5 

minutos depois da adição de NH4Cl 200 μM; as células foram imediatamente 

resfriadas em nitrogênio líquido e coletadas por centrifugação (5.000g por 5 minutos 

a 4oC). As células foram ressuspensas em 1 mL de tampão SP contendo 5 mM de 

imidazol e rompidas por sonicação, o extrato celular foi clarificado por centrifugação 

(16.000g por 10 minutos a 4oC).  As proteínas His-DraT e His-DraG foram 

parcialmente purificadas usando His MagTM Agarose Beads (Novagen) seguindo as 

instruções do fabricante.  A concentração de imidazol foi de 15 mM no tampão de 

lavagem e 500 mM no tampão de eluição. 

 
4.33 Atividade de β-galactosidase    

A determinação da atividade de β-galactosidase foi realizada como descrito 

por MILLER (1992). A 100μL das culturas foram acrescentados 900μL de tampão Z 

(Na2HPO4 60mM, NaH2PO4.7H2O 40mM, KCl 10mM, MgSO4.7H2O 1mM, β-

mercaptoetanol 50mM e SDS 0,0027%) e 25μL de clorofórmio. A mistura de reação 

foi incubada a 30oC por 5 minutos após agitação, e a reação iniciada pela adição de 

200μL de uma solução de o-nitro-feniligalactopiranosídeo (ONPG) a 4mg/mL. Após a 

visualização da reação, esta foi interrompida com a adição de 500μL de Na2CO3 1M. 

A atividade foi expressa em nmol de o-nitrofenol produzido por minuto por miligrama 

de proteína.  

 

4.34 Dosagem de proteínas 
 As concentrações de proteínas foram determinadas pelo método de 

BRADFORD (1976) usando albumina de soro bovino como padrão.  As 

determinações de proteínas em suspensões de células foram feitas após a lise 

alcalina em NaOH 0,5M e incubação por pelo menos uma hora a temperatura 

ambiente. 
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5. RESULTADOS  
 
5.1 Papel da proteína NtrC no controle da expressão do operon glnBA 

5.1.1 Obtenção de mutantes insercionais ntrC::km de A. brasilense 
Com a finalidade de verificar se NtrC tem um papel na expressão do gene 

glnB em A. brasilense, foram obtidas estirpes mutantes ntrC::km (a obtenção destas 

estirpes está descrita em material e métodos). Duas colônias resistentes a 

canamicina 500μg/mL e sensíveis a cloranfenicol 30μg/mL, denominadas LHNTRC3 

e LHNTRC5, foram escolhidas para caracterização genética e fisiológica. As estirpes 

LHNTRC3 e LHNTRC5 não foram capazes de crescer em meio NFbHP sólido 

contendo KNO3 20mM como fonte única de nitrogênio, este fenótipo é característico 

de mutantes ntrC (LIANG et al., 1993; MACHADO et al., 1995). Estas estirpes foram 

complementadas para crescimento em nitrato com o plasmídeo pLHC1 que 

expressa o gene ntrC de A. brasilense  sob controle do promotor lac (MACHADO et 

al., 1995) (dados não mostrados). 

Para confirmar a correta inserção do cassete de canamicina no gene ntrC 

foram realizadas hibridizações de DNA utilizando como sonda o gene ntrC de A. 

brasilense. A partir do padrão diferenciado de hibridização do DNA cromossomal da 

estirpe selvagem e dos mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5 pôde-se confirmar que a 

inserção do cassete de canamicina ocorreu no gene ntrC por um evento de 

recombinação dupla (Figura 16). Os mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5 apresentaram 

o mesmo perfil de hibridização.  
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Figura 16 –  Perfil de hibridização dos mutantes LHNTRC3 e LHNTRC5 
 

 

 

 – Perfil de hibridização das estirpes FP2 (selvagem), LHNTRC3 e LHNTRC5 (mutantes 
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A
ntrC) com a sonda ntrC de A. brasilense. Linha 1 – Plasmídeo controle pLHR3BCKm 
digerido com PstI. Linha 2 – DNA cromossomal da estirpe selvagem FP2 digerido com PstI. 
Linha 3 – DNA cromossomal da estirpe selvagem LHNTRC3 digerido com PstI. Linha 4 – 
DNA cromossomal da estirpe selvagem LHNTRC5 digerido com PstI. B – Mapa de restrição 
do gene ntrC de A. brasilense.  
 

 

 80



 

5.1.2 Atividade dos promotores glnB e glnA nos mutantes ntrC::km 
Para avaliar o efeito da ausência da proteína NtrC na expressão dos genes 

glnB e glnA, os plasmídeos pLHWglnB, pLHMglnA, pAB904 e pAB912 foram 

introduzidos por conjugação nas estirpes FP2 (selvagem), LHNTRC3 (ntrC-) e 

LHNTRC5 (ntrC-). A expressão dos promotores foi avaliada através da determinação 

da atividade de β-galactosidase. Os resultados estão mostrados na tabela abaixo: 

 

Tabela 7 – Expressão das fusões glnB-lacZ  e glnA-lacZ em A. brasilense 
 

Atividade do promotor - β-galactosidase 
 (nmol o-nitrofenol/ (min . mg proteína) 

Plasmídeo Estirpe 

Condição pAB904 
(glnB::lacZ) 
traducional 

pAB912 
(glnA::lacZ) 
traducional 

pLHWglnB 
(glnB::lacZ) 
transcricional

pLHMglnA 
(glnA::lacZ) 
transcricional 

pW452 
vetor 

transcricional 

+NH4 2622 ± 419 10118 ± 1972 333 ± 56 6497 ± 745 365 ± 44 FP2 

(Selvagem) - NH4 24803 ± 4034 3278 ± 543 2499 ± 315 3153 ± 440 358 ± 40 

LHNTRC3 +NH4 11106 ± 2499 11946 ± 1082 1458 ± 278 6785 ± 780 336 ± 62 

(ntrC-) - NH4 10488 ± 1581 3039 ± 585 1755 ± 192 3126 ± 384 279 ± 48 

LHNTRC5 +NH4 13847 ± 2480 13565 ± 1494 1394 ± 226 6584 ± 861 290 ± 62 

(ntrC-) - NH4 11742 ± 1958 2901 ± 495 1665 ± 200 3265 ± 324 280 ± 51 

 
 As células de A. brasilense contendo os diferentes plasmídeos foram crescidas em 
meio NFbHP contendo glutamato 0,5mM, na presença (+NH4) ou ausência (-NH4) de 20 mM  
NH4Cl, a 300C sob agitação (150rpm) por 15 horas e então ensaiadas para atividade de β-
galactosidase. A atividade foi expressa como nmol de o-nitrofenol/ (minuto.mg de proteína). 
Os dados apresentados são média ± desvio padrão de resultados obtidos com 3 
transconjugantes diferentes testados em pelo menos três experimentos independentes.  
 
 

Na estirpe selvagem FP2 a expressão do gene glnB foi induzida em resposta 

a limitação de nitrogênio (de 8 a 9 vezes). Por outro lado a expressão do gene glnA 

foi regulada de maneira oposta: sua expressão foi reduzida (de 2 a 3 vezes) em 

resposta a limitação de nitrogênio. Estes resultados estão de acordo com os 

observados por DE ZAMAROCZY e colaboradores (1993).  
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Entretanto, ao contrário do observado por DE ZAMAROCZY e colaboradores 

(1993), a expressão do gene glnB foi alterada nas estirpes mutante ntrC (LHNTRC3 

e LHNTRC5) em relação à estirpe selvagem FP2 (Tabela 7). A atividade do promotor 

glnB nas estirpes ntrC- permaneceu em um nível relativamente alto (metade da 

atividade observada na estirpe selvagem em limitação de nitrogênio) e perdeu a 

regulação pelos níveis de amônio. É provável que esta expressão seja dependente 

apenas do promotor σ70 - glnBp1. Este promotor se sobrepõe a dois possíveis sítios 

para ligação de NtrC (Figura 10), na ausência da proteína NtrC o sítio glnBp1 estaria 

mais disponível para interagir com a σ70-RNA polimerase aumentando assim sua 

atividade. A expressão do promotor glnA permaneceu inalterada nas estirpes ntrC- 

(Tabela 7), indicando que a proteína NtrC não exerce papel na regulação da 

expressão de glnA, confirmando resultados anteriores (DE ZAMAROCZY et al., 

1993). 

  

5.2 Efeito da mutação do promotor glnBp2 na expressão de glnB 

Para confirmar a hipótese de que a expressão de glnB observada nos 

mutantes ntrC ocorre apenas a partir do promotor tipo σ70 glnBp1 foram construídos 

plasmídeos nos quais o promotor glnBp2 foi mutagenizado. O promotor 

mutagenizado foi clonado a montante do gene lacZ sem promotor do vetor pPW452, 

dando origem ao plasmídeo recombinante pLHWglnBσN. Este plasmídeo foi inserido 

por conjugação nas estirpes FP2 e LHNTRC3, a expressão do gene glnB foi 

avaliada através da determinação da atividade de β-galactosidase (Figura 17). 

 Como esperado, A. brasilense FP2 contendo o plasmídeo pLHWglnBσN 

(promotor glnBp2 – σN mutado) não foi capaz de induzir a expressão de glnB em 

limitação de nitrogênio (Figura 17). A expressão do gene glnB na estirpe LHNTRC3 

(ntrC-) contendo o plasmídeo pLHWC7 (promotor selvagem) foi muito similar à 

apresentada em células contendo o plasmídeo pLHWglnBσN (promotor glnBp2 – σN 

mutado), porém maior do que a observada com o promotor mutado na estirpe 

selvagem FP2 (Figura 17). Estes resultados indicam que a expressão do gene glnB 

no mutante ntrC ocorre apenas pelo promotor  glnBp1-σ70 que não é sensível à 

amônio, e também corrobora a hipótese de que a proteína NtrC regula 

negativamente a expressão do promotor glnBp1-σ70 
.   
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Figura 17 – Efeito da mutação do promotor glnBp2 (σN) sobre a expressão do 

gene glnB 
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Células de A. brasilense FP2 (selvagem) e LHNTRC3 (mutante ntrC) contendo o plasmídeo 
pLHWC7 (glnBp1p2-lacZ) ou o plasmídeo pLHWglnBσN (glnBp1-lacZ – promotor glnBp2 
mutado GG para AA na posição –24) foram cultivadas em meio NFbHP contendo glutamato 
0,5mM, na presença (+NH4) ou ausência (-NH4) de 20 mM  NH4Cl, a 30oC sob agitação 
(150rpm) por 15 horas e então ensaiadas para atividade de β-galactosidase. A atividade é 
expressa como nmol de o-nitrofenol/ minuto . mg de proteína.  Os dados apresentados são 
média ± desvio padrão de resultados obtidos com 3 colônias transconjugantes diferentes 
testadas em pelo menos três experimentos independentes.  
 

5.3 Determinação das bases moleculares para o fenótipo das estirpes FP8 e 
FP9 de A. brasilense 

  Os mutantes de A. brasilense FP8 e FP9 foram obtidos através de 

mutagênese química com nitrosoguanidina (PEDROSA e YATES, 1984). Estes 

mutantes apresentaram deficiência de crescimento em nitrato e incapacidade de 

fixar nitrogênio. Estes autores concluiram que a mutação nas estirpes FP8 e FP9 

ocorrera no gene ntrC, uma vez que estes fenótipos foram complementados com o 
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gene ntrC de K. pneumoniae. Entretanto, mutantes ntrC insercionais obtidos por 

LIANG et al (1993) e MACHADO et al. (1995), apresentam um fenótipo parcial para 

a fixação de nitrogênio (de 50 a 80% da atividade da nitrogenase da estirpe 

selvagem). Posteriormente, DE ZAMAROCZY et  al. (1993) e HUERGO (2002) 

verificaram que o fenótipo Nif- do mutante FP9 é causado pela baixa expressão do 

gene glnB cujo produto é essencial para a fixação de nitrogênio em A. brasilense 

Estes mesmos autores sugeriram que o mutante FP9 produziria uma forma mutante 

da proteína NtrC incapaz de ativar a transcrição de promotores tipo σN  (glnBp2) 

porém, com alta afinidade por sítios NtrC-UAS levando ao bloqueio do promotor 

glnBp1 do gene glnB, uma vez que este promotor se sobrepõe a dois prováveis 

sítios NtrC UAS (Figura 10). 

Para determinar se o fenótipo observado na estirpe FP9 é ocasionado 

especificamente por uma mutação no gene ntrC este gene foi isolado a partir do 

plasmídeo pMAc9.1 (ASSUMPÇÃO, 2002) e clonado no vetor pLAFR3.18 sob 

controle do promotor plac, originando o plasmídeo pLHFP9NTRC. Este plasmídeo foi 

inserido por conjugação nas estirpes FP2 e LHNTRC5 e as células transconjugantes 

foram testadas para crescimento nitrato e para atividade da nitrogenase. 

 
5.3.1 Efeito da mutação do gene ntrC sobre a capacidade de crescimento em nitrato 
 Para determinar o efeito da expressão do gene ntrC da estirpe FP9 sobre a 

atividade da proteína NtrC selvagem, o plasmídeo pLHFP9NTRC (que expressa o 

gene ntrC da estirpe FP9) foi inserido nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 

(ntrC-). Os transconjugantes foram testados quanto a capacidade de crescimento em 

meio NFbHP sólido contendo KNO3 20mM ou com NH4Cl 20mM (Figura 18). Os 

transconjugantes não apresentaram deficiência de crescimento em meio contendo 

NH4Cl 20mM como fonte de nitrogênio, entretanto, apenas a estirpe FP2 

(pLAFR3.18) foi capaz de crescer em meio contendo KNO3 20mM como fonte única 

de nitrogênio, os demais transconjugantes não apresentaram crescimento em KNO3.  

O plasmídeo expressando o gene ntrC da estirpe FP9 não complementou o 

crescimento em nitrato da estirpe LHNTRC5 (ntrC-) e a estirpe FP2 apresentou 

deficiência de crescimento em nitrato quando transformada com este plasmídeo. 

Estes resultados indicam que a proteína FP9-NtrC não é funcional e também que ela 
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apresenta um efeito dominante negativo sobre a proteína NtrC selvagem quando 

expressa a partir de um plasmídeo de baixo número de cópias. 

 

Figura 18 – Efeito da expressão do gene ntrC da estirpe FP9 no crescimento 
em nitrato das estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC-) 

 

1 2

34

1 2

34

NH4Cl  20mM KNO3 20mM

Fonte de nitrogênio

 
 
As células foram crescidas em meio NFbHPN líquido até a D.O600 = 1. Uma alíquota desta 
cultura foi plaqueada em meio sólido. As células foram incubadas a 30oC por 30 horas. Este 
experimento foi repetido duas vezes. 1- FP2 + pLAFR3.18 (vetor), 2-  FP2 + pLHFP9NTRC 
(FP9-ntrC), 3-  LHNTRC5 + pLAFR3.18 (vetor), 4-  LHNTRC5 + pLHFP9NTRC (FP9-
ntrC).  
 

5.3.2 Efeito da mutação do gene ntrC sobre o a atividade da nitrogenase 
 Para verificar o efeito da expressão do gene ntrC da estirpe FP9 sobre a 

atividade da nitrogenase o plasmídeo pLHFP9NTRC (que expressa o gene ntrC da 

estirpe FP9) foi inserido nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC). Os 

transconjugantes foram ensaiados para atividade da nitrogenase em meio NFbHP 

semi-sólido e,  como  controle, as estirpes FP2 e LHNTRC5 receberam o vetor vazio 

pLAFR3.18 (Figura 19). 
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A expressão do gene FP9-ntrC causou uma redução de seis vezes na 

atividade da nitrogenase na estirpe selvagem FP2. No mutante insercional 

LHNTRC5 a atividade da nitrogenase foi 50% menor da observada na estirpe 

selvagem, confirmando dados anteriores (MACHADO et al., 1995). Entretanto, a 

introdução do plasmídeo pLHFP9NTRC na estirpe LHNTRC5 ocasiona um fenótipo 

Nif muito similar ao observado na estirpe FP9, quase zero de atividade da 

nitrogenase (Figura 19). Este resultado sugere que o produto do gene ntrC da 

estirpe FP9 é a causa do fenótipo Nif negativo neste mutante. Os resultados de 

crescimento em nitrato e atividade da nitrogenase indicam que a proteína FP9-NtrC 

tem um efeito dominante negativo sobre a proteína NtrC selvagem quando expressa 

a partir do promotor plac no vetor de baixo número de cópias (pLHFP9NTRC), 

possivelmente devido a maior quantidade da proteína FP9-NtrC em relação à 

proteína selvagem nestas condições. O efeito oposto é observado pela introdução 

do gene ntrC selvagem na estirpe FP9 restaurando o crescimento em nitrato e 

atividade da nitrogenase (MACHADO et al., 1995). 
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Figura 19 – Efeito da expressão do gene ntrC  da estirpe FP9 sobre a atividade 
da nitrogenase nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC-) 
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As células contendo o plasmídeo pLHFP9NTRC (expressa o gene ntrC da estirpe FP9) ou o 
plasmídeo controle pLAFR3.18 (vetor vazio) foram incubadas em meio NFbHP semi-sólido 
por 24 a 48 horas. A atividade da nitrogenase foi determinada como descrito em material e 
métodos. Os resultados representam a média ± desvio padrão de 3 colônias transconjugantes 
diferentes ensaiadas em 3 experimentos independentes. 
 

 

 O gene glnB não é expresso na estirpe FP9 (DE ZAMAROCZY et al., 1993), 

sugerindo que a redução da atividade da nitrogenase observada na presença da 

proteína FP9-NtrC (Figura 19) seja decorrente da baixa expressão de glnB. Estes 

dados corroboram a hipótese de que a proteína FP9-NtrC seria incapaz de ativar a 

transcrição do promotor glnBp2 – σN, porém teria capacidade de se ligar a sítios 

NtrC-UAS no DNA bloqueando o promotor glnBp1 – σ70. Mutações na proteína NtrC 

que bloqueiam promotores σ70 e não são capazes de ativar promotores σN, foram 

descritas em Salmonella typhimurium  e são conhecidas como formas repressoras 
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de NtrC ou NtrC(rep) (WEI e KUSTU, 1981; NORTH et al., 1996; LI et al., 1999). Um 

modelo proposto para a regulação da expressão do gene glnB nas estirpes FP2 

(selvagem), LHNTRC5 (ntrC) e FP9 (ntrCRep) está apresentado na Figura 20. 

 

Figura 20 – Modelo para a regulação da atividade dos promotores do gene 
glnB de A. brasilense pela proteína NtrC 
 

e acordo com o modelo proposto, a forma mutante da proteína NtrC produzida pela estirpe 

.3.3 Efeito da mutação do gene ntrC sobre a expressão do operon nifR3ntrBC 
enta 

similar

p

glnBp1 - σ70

glnBNtrC - UASNtrC - UAS

 
 
D
FP9 seria incapaz de ativar a transcrição do promotor glnBp1σN, porém teria alta afinidade 
por sítios NtrC UAS reprimindo portanto o promotor glnBp1σ70 devido a sobreposição  dos 
sítios σ70  e NtrC UAS . 
 
 

5
A região promotora do operon nifR3ntrBC de A. brasilense apres

idade ao promotor glnBp1: contém um possível promotor σ70 sobreposto a um 

possível sítio para NtrC, este promotor é regulado negativamente ela proteína NtrC 

(MACHADO et al., 1995). Para determinar o efeito da proteína FP9-NtrC sobre a 

expressão do operon nifR3ntrBC, o plasmídeo pLHFP9NTRC foi inserido na estirpe 

HDK1 que contem uma fusão cromossomal nifR3ntrBC-lacZ. A atividade promotora 

foi avaliada nos transconjugantes através da determinação da atividade de β-

galactosidase (Tabela 8).  

glnBp2 - σNglnBp1 - σ70 glnBp2 - σN

NtrC - UAS

glnBp1 - σ70 glnBp2 - σN

glnB

Condição

+NH4

-NH4

+NH4

-NH4

+NH4

-NH4

NtrC

livre

fosforilada

Ausente

Ausente

?

?

Estirpe

FP2(Selvagem)

LHNTRC3(ntrC)

FP8/FP9(ntrC?)

Afinidade UAS

baixa

alta

X

X

alta

alta

Ativação de σN

-

+

X

X

-

-

Repressão de σ70

baixa

alta

X

X

alta

alta

Expressão de glnB

+

+++

++

++

-

-
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Tabela 8 – Expressão da fusão cromossomal nifR3ntrBC-lacZ em A. brasilense  
 
 
A. brasilense               Atividade de β-galactosidase (nmol o-nitrophenol min-1 mg protein-1) 

                                                pLAFR3.18 (controle)                    pLHFP9NTRC (ntrC-FP9) 

                                                +NH4                     -NH4                                            +NH4                           -NH4

HDK1 ( nifR3ntrBC-lacZ )     804±37          2547±196                      481±30              994±45          

 

Os valores representam a média ± desvio padrão de 3 colônias transconjugantes diferentes 
ensaiadas em duplicata em 3 experimentos independentes. -NH4: condição de limitação de 
nitrogênio na presença de 0,5 mM glutamato. +NH4: condição de excesso de nitrogênio na 
presença de 20 mM de cloreto de amônio e  0,5 mM glutamato. 

 

A presença do plasmídeo pLHFP9NTRC causou redução da atividade do 

promotor em relação ao controle (HDK1 + vetor pLAFR3.18). Este resultado suporta 

a sugestão de que a proteína FP9-NtrC apresenta capacidade de se ligar a sítios 

UAS no DNA e reprimir o promotor σ70 do operon nifR3ntrBC.  

 
5.3.4 Sequenciamento do gene ntrC das estirpes FP9 e FP8 
 Para identificar a mutação no gene ntrC da estirpe FP9 o DNA inserto do 

plasmídeo pLHFP9NTRC foi totalmente seqüenciado. A comparação da seqüência 

do gene FP9-ntrC (GenBank AY502106) com a seqüência do gene ntrC da estirpe 

FP2 (GenBank Z37984) indicou a presença de apenas uma troca de base na 

posição 520 da região codificadora do gene 520(G→A) (Figura 21A).  Esta mutação 

leva a troca da glicina 240 na proteína NtrC por um aspartato, NtrCG240D. O gene 

ntrC da estirpe FP8 também foi completamente seqüenciado (GenBank AY502105), 

a análise da seqüência indicou apenas uma troca de base na posição 514 da região 

codificadora do gene ntrC 514(G→A) (Figura 21B), esta mutação leva a troca da 

glicina 238 por um glutamato, NtrCG238E. As mutações encontradas nas estirpes FP9 

e FP8 levam a substituições das glicinas 238 e 240 do possível sítio para ligação de 

nucleotídeo da proteína NtrC também conhecido como motivo Walker A  

G235E236S237G238T239G240K241E242 (SARASTE et al., 1990) (Figura 22). 
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Figura 21 – Eletroforetograma da região contendo as mutações encontradas no 
gene ntrC das estirpes FP9 e FP8 de A. brasilense 
 

s eletroforetogramas foram obtidos como descrito em material e métodos. As bases 

A

B

FP9 - ntrC

FP8 - ntrC

 
 
 
O
circuladas em vermelho indicam as trocas de base (G – A) observadas no gene FP9–ntrC (A) 
e FP8-ntrC (B) em relação à seqüência do gene FP2-ntrC depositada no banco de dados 
(GenBank Z37984). Estas trocas de base foram observadas em 6 eletroforetogramas obtidos a 
partir de 6 reações distintas em ambas as fitas de DNA (fita codificadora e não codificadora).  
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Figura 22 – Alinhamento do domínio central de 8 ativadores de transcrição de 

σN RNA polimerase holoenzima com a proteína NtrC de A. brasilense 
 
                                           D  
                                         E N G                    H   T 
NtrC St    145 -AMQDLFRIIGRLSRSSISVLINGESGTGKELVAHALHRHSPRAKAPFIALNMAAIPKDL 204  
NtrC Ab    146 -AMQEIYRVLARLMGTDLTVTITGESGTGKELVARALHDYGKRRNGPFVAINMAAIPREL 205  
NifA Kp    217 -AMRQIMDIIRQVSRWDTTVLVRGESGTGKELIANAIHHNSPRAAAAFVKFNCAALPDNL 276  
Dctd Rl    150 -VMERLRQTLKHIADTDVDVLVAGETGSGKEVVATLLHQWSRRRTGNFVALNCGALPETV 209  
Hoxa Ae    170 SPLDAVCEVAARVARYDLPVMVLGESGTGKELLARAIHYASPRAARAFVSENCAAVPDNL 229  
Xylr Pp    240 -AYKRICETIDKAARGRVSVLLLGETGVGKEVIARSVHLRSERAEQPFVAVNCAAIPPDL 299  
Flbd Cc    125 -AMEQVIKLADQVAPSEASILITGESGSGKEVMARYVHGKSRRAKAPFISVNCAAIPENL 184  
F
 
hla Ec    352 -AMEDLLQQVDIVAKSDSTVLICGETGTGKEVIARAIHQLSPRRDKPLVKINCAAIPASL 411  

                                                 N 
                                                 C 

Walker A 
                            A                    A             V 
                  Q      VVLNKT                  G             F 
NtrC St    205 IESELFGHEKGAFTGANTIRQGRFEQADGGTLFLDEIGDMPLDVQTRLLRVLADGQFYRV 264  
NtrC Ab    206 IESELFGHEKGAFTGATNRSTGRFEQAQGGTLFLDEIGDMPLEAQTRLLRVLQEGEYTTV 265  
NifA Kp    277 LESELFGHEKGAFTGAVRQRKGRFELADGGTLFLDEIGESSASFQAKLLRILQEGEMERV 336  
Dctd Rl    210 IESELFGHEPGAFTGAVKKRIGRIEHASGGTLFLDEIEAMPPATQVKMLRVLEAREITPL 269  
Hoxa Ae    230 LESELFGHKRGAFTGAYEDHAGLFQRANGGTIFLDEIGDTSPAFQVKLLRVLQEGEVRPV 289  
Xylr Pp    300 IESELFGVDKGAYTGAVNARAGRFERANGGTIFLDEVIELTPRAQATLLRVLQEGELERV 359  
Flbd Cc    185 LESELFGHEKGAFTGAMARRIGKFEEADGGTLLLDEISEMDVRLQAKLLRAIQEREIDRV 244  
Fhla Ec    412 LESELFGHDKGAFTGAINTHRGRFEIADGGTLFLDEIGDLPLELQPKLLRVLQEREIERL 471  
 

Switch I Walker B 
 
                                                     A 
                              A             C G SL   M 
NtrC St    265 GGYAPVKVDVRIIAATHQNLERRVQEGKFREDLFHRLNVIRIHLPPLRERREDIPRLARH 324  
NtrC Ab    266 GGRTPIKTDVRIVAATHRDLRTLIRQGLFREDLFYRLCVVPIRLPPLRERTEDVPLLVRH 325  
NifA Kp    337 GGDETLRVNVRIIAATNRHLEEEVRLGHFREDLYYRLNVMPIALPPLRERQEDIAELAHF 396  
Dctd Rl    270 GTNLTRPVDIRVVAAAKVDLGDPAARGDFREDLYYRLNVVTLSIPPLRERRDDIPLLFSH 329  
Hoxa Ae    290 GSPRWIPVDVRVIAATHCNLESDVHAGRFREDLYYRIAGVTISMPPLRERSGDLQPIAAK 349  
Xylr Pp    360 GGDRTRKVDVRLITATNENLEEAVKMGRFRADLFFRLNVFPVHIPPLRERVEDIPLLVEH 419  
Flbd Cc    245 GGSKPVKVNIRILATSNRDLAQAVKDGTFREDLLYRLNVVNLRLPPLRERPADVISLCEF 304  
Fhla Ec    472 GGSRTIPVNVRVIAATNRDLWQMVEDRQFRSDLFYRLNVFPLELPPLRDRPEDIPLLAKH 531  
 
                                                H 
                                             V  C 
NtrC St    325 FLQVAARELGVEAKLLHPETETALTRLAWPGNVRQLENTCRWLTVMAAGQE-V  
NtrC Ab    326 FLNQCS-AQGLPVKSIDQPAMDRLKRYRWPGNVRELENLVRRLAALYSQEV-I  
NifA Kp    397 LVRKIAHSQGRTLR-ISDGAIRLLMEYSWPGNVRELENCLERSAVLSESGL-I 
Dctd Rl    330 FLARASERFGREVPAISAAMRAYLATHSWPGNVRELS----------------  
Hoxa Ae    350 LLEQVAQELARPGLYFGGDALAAMMAYPWPGNIRELRNEIYRAVALSSGEE-I  
Xylr Pp    420 FLRRHHKEYGKKTLGLSDRAMEACLHYQWPGNIRELENALERGVILTESNESI  
Flbd Cc    305 FVKKYSAANGIEEKPISAEAKRRLIAHRWPGNVRELENAMHRAVLLSAGPE-I  
Fhla Ec    532 FTQKMARHMNRAIDAIPTEALRQLMSWDWPGNVRELENVIERAVLLTRGNS-L  
 
 
NtrC Salmonela typhimurium (CAA59425), NtrC A. brasilense (Z37984), NifA Klebsiella 
pneumoniae (P03027), DctD Rhizobium leguminosarum (P13632), HoxA Alcaligenes 
eutrophus (A38533), XylR Pseudomonas putida (P06519), FlbD Caulobacter crescentus 
(P17899), e FhlA E. coli (BAA16379) (referências originais em NORTH et al., 1996). O 
alinhamento foi gerado pelo programa Clustal W, resíduos idênticos em pelo menos 6 
proteínas estão sombreados. As linhas indicam 3 determinantes funcionais na seqüência: 
Motivos Walker A e B e região Switch I. As letras sobre o alinhamento indicam substituições 
de aminoácido na proteína NtrC que geram formas repressoras de NtrC em S. typhimurium. 
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As letras em azul indicam as mutações encontradas na proteína NtrC das estirpes FP8 e FP9 
(G238E na proteína FP8-NtrC e G240D na proteína FP9-NtrC). 
  

A troca da terceira glicina do motivo Walker A da proteína NtrC de S. 

typhimurium NtrCG173N gera uma proteína com característica repressora NtrC(rep) 

(WEISS et al., 1991). A proteína mutante não apresenta atividade ATPase e é 

incapaz de ligar ATP, apesar de manter sua capacidade de ligar-se ao DNA (WEISS 

et al., 1991; NORTH et al., 1996). 

Em sua forma fosforilada NtrC é capaz de acoplar a energia liberada pela 

hidrólise do ATP para realizar a reação energeticamente desfavorável de 

isomerização de um complexo transcricional fechado para um complexo aberto. As 

formas mutantes da proteína NtrC de A. brasilense encontradas nas estirpes FP9 e 

FP8 (NtrCG240D e NtrCG238E) provavelmente são incapazes de ligar e hidrolisar ATP já 

que não apenas o tamanho mas também as cargas negativas dos novos resíduos 

devem contribuir para diminuir a afinidade por ATP. Como conseqüência, estas 

proteínas devem ser incapazes de formar um complexo transcricional aberto com a 

σN RNA polimerase holoenzima.  

Os resultados apresentados nos itens anteriores sugerem que as formas 

mutantes da proteína NtrC de A. brasilense NtrCG240D (FP9) e NtrCG238E (FP8) 

mantém sua capacidade de ligar ao DNA, porém são incapazes de ativar a 

transcrição a partir de promotores tipo σN. Estas características são típicas de 

formas repressoras da proteína NtrC e explicam os fenótipos Nif- e Nar- observados 

nas estirpes FP9 e FP8. 

 

5.4 Purificação e produção de anticorpos policlonais para as proteínas His-
DraT, His-DraG e  His-NifH 
 A atividade da nitrogenase em A. brasilense é regulada reversivelmente por 

ADP-ribosilação da proteína NifH. Em resposta a condições desfavoráveis para a 

fixação de nitrogênio as enzimas que modificam a proteína NifH (DraT e DraG) têm 

sua atividade regulada a nível pós-traducional, porém, os fatores envolvidos em tal 

regulação não são totalmente conhecidos. Para facilitar o estudo da regulação da 

atividade das enzimas DraT e DraG, foram obtidos anticorpos policlonais para estas 

proteínas. Os genes draT, draG e nifH de A. brasilense foram amplificados por PCR 
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e clonados no vetor de superexpressão pET28a. As proteínas DraT, DraG e NifH 

foram expressas em E. coli fusionadas com uma seqüência de 6 resíduos de 

histidina na região N-terminal (His), e foram purificadas em cromatografia de 

afinidade. As proteínas purificadas foram utilizadas para obtenção dos anticorpos 

policlonais em coelhos. 

  

5.4.1 Purificação da proteína His-DraT 

Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS foram transformadas com o plasmídeo 

pLHPETDRAT e induzidas com IPTG.  As frações solúvel e insolúvel do extrato 

celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A proteína His-DraT (banda de 

aproximadamente 35kDa) apresentou-se na fração insolúvel do extrato (Figura 23). 

Para tentar solubilizar a proteína His-DraT variou-se inicialmente a concentração de 

NaCl no tampão de sonicação. A variação na concentração de NaCl não ocasionou 

solubilização da proteína (Figura 24). Em nova tentativa de solubilização vários 

detergentes foram empregados. A presença de NP-40 ou Triton X100 0,1% no 

tampão de sonicação não alterou a solubilidade da proteína, entretanto a presença 

de N-lauril-sarcosil 0,1% proporcionou a solubilização parcial de His-DraT (Figura 

24). Na presença de N-lauril-sarcosil 0,5% cerca de 50% da proteína His-DraT 

encontrava-se na fração solúvel do extrato (dados não mostrados). A solubilidade foi 

mantida após diálise em tampão sem N-lauril-sarcosil (dados não mostrados).  
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Figura 23 – Eletroforese dos extratos protéicos de E. coli BL21 (λDE3) plysS 

expressando as proteínas His-DraT e His-DraG 

MW(kDa)   1           2            3          4            5   
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S            I          S            I

DraT                 DraG

 
Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% de proteínas do extrato de células E. coli BL21. Os 
marcadores de massa molecular estão indicados como MW em kDa. Linha 1 – extrato total de 
células contendo o plasmídeo pET28a. Linha 2 – Fração solúvel de células contendo o 
plasmídeo pLHPETDRAT. Linha 3 – Fração insolúvel de células contendo o plasmídeo 
pLHPETDRAT. Linha 4 – Fração solúvel de células contendo o plasmídeo pLHPETDRAG. 
Linha 5 – Fração insolúvel de células contendo o plasmídeo pLHPETDRAG. As setas 
indicam as proteínas His-DraT e His-DraG superexpressas. O gel foi corado com Coomassie 
Blue. 
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Figura 24 – Ensaio de solubilização da proteína His-DraT 
 

S      I        S       I        S         I  

A

Triton NP-40 Sarcosina

His-DraT

B His-DraT

S      I        S      I      S       I       S        I

0 100 200 500NaCl mM:

 
 
 

Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% de proteínas presentes nas frações solúvel (S) e 
insolúvel (I) dos extratos de células E. coli BL21 expressando a proteína His-DraT. Gel A – 
Efeito da adição de detergentes ao tampão de sonicação sobre a solubilidade da proteína 
DraT. Foram adicionados os detergentes indicados ao tampão de sonicação na concentração 
final de 0,1%. Gel B – Efeito da concentração de NaCl (em mM) sobre a solubilidade da 
proteína DraT. As células foram induzidas com IPTG como descrito em material e métodos. 
As setas indicam a proteína His-DraT superexpressa. O gel foi corado com Coomassie Blue. 
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A proteína His-DraT solubilizada foi purificada em um único passo em 

cromatografia de afinidade HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto 

de níquel. A proteína His-DraT foi eluída com 300mM de imidazol e analisada em gel 

SDS-PAGE (Figura 25), as amostras com maior grau de pureza foram agrupadas e 

estocadas em alíquotas a –70oC. Para avaliar o grau de pureza da proteína His-DraT 

uma amostra contendo 1μg da proteína foi submetida à eletroforese SDS-PAGE 

sendo o gel corado com prata (Figura 26). A análise densitométrica realizada 

(programa LabWorks – UVP) indicou uma pureza de 92%.  Os dados da purificação 

estão mostrados no quadro abaixo: 

 

Volume de cultura* Fração mais concentrada Total de proteína purificada+ Pureza#

200mL 0,15μg/μL 350μg 92% 

* Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS cultivadas em LB após indução com IPTG 0,5mM, 
aproximadamente 109 células por mL. 
+ Soma das proteínas totais presentes nas frações consideradas purificadas após a 
cromatografia. 
# Análise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com prata contendo 1μg de proteína 
purificada. 
 

Os dados apresentados no quadro indicam que em um único passo 

cromatográfico a proteína His-DraT foi purificada atingindo-se 92% de 

homogenidade.  Em 1988, LOWERY e LUDDEN descreveram a purificação da 

proteína DraT de R. rubrum. Estes autores partiram de 1kg de células de R. rubrum 

para obtenção de 4μg de DraT com 40% de pureza em 4 passos cromatográficos. 

Os dados apresentados no quadro acima demonstram a eficiência da purificação 

descrita neste trabalho.  A purificação da proteína DraT em apenas um passo 

cromatográfico pode resultar em uma maior quantidade de proteína ativa, já que 

LOWERY e LUDDEN (1988) observaram que a proteína DraT de R. rubrum 

apresenta uma baixa estabilidade com tempo de meia vida entre 10 a 18 horas. 
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Figura 25 – Perfil eletroforético de frações obtidas durante a purificação da 
proteína His-DraT 

His-DraT

Imidazol 300mM

1 2

 
 
Eletroforese de alíquotas das frações eluídas da coluna Hi-trap chelating com gradiente de 
imidazol. Linha 1 – Extrato bruto aplicado na coluna. Linha 2 – Extrato bruto eluido da 
coluna. As frações eluídas com 300mM de imidazol estão indicadas.  A seta indica a proteína 
His-DraT. As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%. O gel foi corado com 
Coomassie Blue. 
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Figura 26 – Perfil eletroforético das frações contendo as proteínas His-DraT e 
His-DraG após a purificação 
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Eletroforese em SDS-PAGE 12% contendo 1μg das proteínas His-DraT e His-DraG 
purificadas. Os marcadores de massa molecular estão indicados como MW em kDa. Linha 1 - 
1μg da proteína His-DraT. Linha 2 - 1μg da proteína His-DraG. O gel foi corado com prata. 
 

5.4.2 Purificação da proteína His-DraG 

Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS foram transformadas com o plasmídeo 

pLHPETDRAG e induzidas com IPTG.  As frações solúvel e insolúvel do extrato 

celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A proteína His-DraG (banda de 

aproximadamente 34kDa) apresenta-se quase totalmente na fração insolúvel (Figura 

23). Estudos anteriores indicavam que a proteína DraG de A. brasilense e de R. 

rubrum  permaneciam na fração de membrana das células e que a proteína pode ser 

solubilizada na presença de 0,5M de NaCl (LJUNGSTROM et al;. 1989; SAARI et al;. 

1984). Para tentar aumentar a solubilidade da proteína His-DraG variou-se a 

concentração de NaCl no tampão de sonicação. Ao contrário do que foi observado 

em outros trabalhos a proteína His-DraG não teve sua solubilidade aumentada na 

presença de NaCl 0,5M (dados não mostrados). Em vista disso, o tampão escolhido 
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para a lise do extrato celular expressando a proteína His-DraG contém NaCl 0,1M 

(material e métodos), e as frações solúveis foram utilizadas na purificação. 

A proteína His-DraG foi purificada em cromatografia de afinidade em coluna 

HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto de níquel. A proteína His-

DraG foi eluída com 300mM de imidazol e analisada em gel SDS-PAGE (Figura 27). 

As frações que continham a proteína His-DraG em alta concentração apresentaram 

precipitados após 10 minutos da eluição, as amostras precipitadas foram 

centrifugadas por 10 minutos a 13.000rpm, a análise em eletroforese revelou que 

uma grande quantidade da proteína His-DraG permaneceu solúvel (dados não 

mostrados). As frações com maior grau de pureza, tanto solúveis quanto 

precipitadas, foram agrupadas e estocadas em alíquotas a –70oC.  

 

Figura 27 – Perfil eletroforético de frações obtidas durante a purificação da 
proteína His-DraG 

 

 

letroforese de alíquotas das frações eluídas da coluna Hi-trap chelating com gradiente de 

His-DraG

Imidazol 300mM
1 2

 
 

E
imidazol. Linha 1 – Extrato bruto aplicado na coluna. Linha 2 – Extrato bruto eluido da 
coluna. As frações eluídas com 300mM de imidazol estão indicadas. A seta indica a proteína 
His-DraG. As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%. O gel foi corado com 
Coomassie Blue. 
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 Para avaliar o grau de pureza da proteína His-DraG uma amostra contendo 

1μg da proteína foi submetida à eletroforese SDS-PAGE sendo o gel corado com 

prata (Figura 26). A análise densitométrica realizada (programa LabWorks – UVP) 

indicou uma pureza de 99%. Os dados da purificação estão mostrados no quadro 

abaixo: 

  

Volume de cultura* Fração mais concentrada Total de proteína purificada+ Pureza#

200mL 1,93μg/μL 3,5mg 99% 

* Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS cultivadas em LB após indução com IPTG 0,5mM, 
aproximadamente 109 células por mL. 
+ Soma das proteínas totais presentes nas frações consideradas puras após a cromatografia. 
# Análise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com prata contendo 1μg de proteína 
purificada. 
 

Em trabalhos anteriores já havia sido descrita a purificação das proteínas 

DraG de R. rubrum (SAARI et al., 1984) e de A. brasilense (LJUNGSTROM et al., 

1989). A proteína DraG de R. rubrum foi purificada a partir de 1kg de células para 

obtenção de 77μg de DraG com 90% de pureza, em A. brasilense os autores 

partiram de 120g de células para  obter 66μg de DraG com 95% de pureza, em 

ambos os trabalhos foram utilizados vários passos cromatográficos. 

Os dados apresentados no quadro acima indicam que partindo de apenas 

200mL de cultura em um único passo cromatográfico a proteína His-DraG foi 

purificada atingindo-se 99% de homogeneidade. As proteínas His-DraT e His-DraG 

purificadas poderão futuramente ser utilizadas para ensaios de in vitro. 

 

5.4.3 Purificação da proteína His-NifH 

Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS foram transformadas com o plasmídeo 

pLHPETNIFH e induzidas com 0,5mM de IPTG por 4 horas (Figura 28A).  As frações 

solúveis e insolúveis do extrato celular foram analisadas em géis SDS-PAGE 12%. A 

Figura 28 mostra que a proteína His-NifH (banda de aproximadamente 33kDa) 

permaneceu quase totalmente insolúvel mesmo com a adição de sarcosina 0,5% ao 

tampão de sonicação (Figura 28B). A proteína NifH foi solubilizada com a adição de 

uréia 5M a fração do precipitado (material e métodos).  
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A proteína His-NifH solubilizada com uréia foi purificada em cromatografia de 

afinidade em coluna HiTrap chelating (GE - Healthcare) carregada com cloreto de 

níquel. A proteína His-NifH foi eluída com 100mM de imidazol e analisada em gel 

SDS-PAGE (Figura 28C). As amostras com maior grau de pureza foram agrupadas e 

dialisadas. Após a diálise para a retirada da uréia, a proteína NifH tornou-se 

novamente insolúvel, aparecendo no precipitado. A proteína precipitada foi estocada 

a –70oC.  

 Para avaliar o grau de pureza da proteína His-NifH uma amostra contendo 

3μg da proteína foi submetida à eletroforese SDS-PAGE sendo o gel corado com 

coomassie blue (Figura 28C). A análise densitométrica realizada (programa 

LabWorks – UVP) indicou uma pureza de 99%. Os dados da purificação estão 

mostrados no quadro abaixo: 

  

Volume de cultura* Fração mais concentrada Total de proteína purificada+ Pureza#

200mL 2μg/μL 6mg 99% 

* Células de E. coli BL21(λDE3) pLysS cultivadas em LB após indução com IPTG 0,5mM, 
aproximadamente 109 células por mL. 
+ Soma das proteínas totais presentes nas frações consideradas puras após a cromatografia. 
# Análise por densitometria de gel SDS-PAGE corado com coomassie blue contendo 3μg de 
proteína purificada. 
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Figura 28 – Eletroforese da expressão e purificação da proteína His-NifH 
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Gel A – MW,  marcador de massa molecular em kDa. Linha 1, extrato proteico de E. coli 
BL21 após a expressão da proteína His-NifH a partir do plasmídeo pLHPETNIFH. Gel B –  
Frações solúvel (S) e insolúvel (I) de extratos celulares expressando a proteína His-NifH na 
presença ou ausência de sarcosina 0,5% no tampão de sonicação. Gel C – Proteína His-NifH 
(3μg) após solubilização com uréia 5M e purificação. As eletroforeses foram realizadas em 
SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados com Coomassie Blue. 
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5.4.4 Produção de anticorpos policlonais contra as proteínas His-DraT, His-DraG e  
His-NifH 

As proteínas His-DraT, His-DraG e His-NifH de A. brasilense purificadas a 

partir de E. coli BL21(λDE3) pLysS foram utilizadas para a produção de anticorpos 

policlonais em coelhos. Os anticorpos obtidos contra as proteínas DraT e DraG 

foram capazes de reconhecer as respectivas proteínas superexpressas em E. coli 

BL21 (λDE3) pLysS em diluições de até 1/20.000 (Figura 29), entretanto estes 

anticorpos não foram capazes de reconhecer suas respectivas proteínas em extratos 

celulares de A. brasilense (dados não mostrados).  Isto se deve provavelmente à 

baixa expressão destas proteínas em A. brasilense. Em R. rubrum foi sugerido que 

as proteínas DraT e DraG representem algo em torno de 0,002% da proteína total 

celular. Os anticorpos obtidos contra a proteína NifH foram capazes de reconhecer a 

proteína NifH em extratos de A. brasilense obtidos em condições de fixação de 

nitrogênio em diluições de até 1/5.000 (Figura 29).  
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Figura 29 – Imunodetecção das proteínas His-DraT, His-DraG e NifH 
 

A

B

C

1/500     1/100  1/500       1/1000   1/2000 1/5000   1/10000  1/20000

1μg His-DraT 50μg por linha extrato E. coli expressando His-DraT

1/500 1/100 1/500 1/1000  1/2000 1/5000 1/10000 1/20000 1/50000  1/100000

1μg His-DraG 50μg por linha extrato E. coli expressando His-DraG

1/1000   1/200  1/500 1/1000  1/2000 1/5000 1/10000

1μg His-NifH 50μg por linha extrato A. brasilense em condições de fixação de nitrogênio

 
 

 

Imunodetecção utilizando anticorpos policlonais contra as proteínas indicadas realizada 
conforme descrito em Material e Métodos. A – Imunodetecção da proteína His-DraT 
superexpressa em extratos de E. coli BL21. B - Imunodetecção da proteína His-DraG 
superexpressa em extratos de E. coli BL21. C - Imunodetecção da proteína NifH em extratos 
de A. brasilense obtido a partir de células fixando nitrogênio. Os ensaios foram realizados 
utilizando os respectivos anticorpos policlonais como descrito em material e métodos. A 
diluição do soro utilizada está indicada sobre cada linha. As proteínas His-DraT, His-DraG e 
His-NifH purificadas foram utilizadas como controle positivo em cada experimento. 
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5.4 Efeito da superexpressão de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o 
desligamento-religamento da nitrogenase 
 O mecanismo pelo qual as enzimas DraT e DraG têm sua atividade 

controlada in vivo não é totalmente conhecido. Para se estudar a regulação de DraT 

e DraG foram construídas estirpes de A. brasilense capazes de superexpressar 

estas enzimas como proteínas de fusão contendo 6 resíduos de histidinas na região 

N-terminal (His) sob indução com IPTG (material e métodos item 4.22.3). Foi 

avaliado como a superexpressão das enzimas His-DraT, His-DraG e His-DraT + 

DraG nativa afetam a regulação pós-traducional da nitrogenase . 

 
5.4.1 Complementação dos mutantes draT e draG 

Para se verificar se as proteínas de fusão His-Dra e His-DraG são funcionais 

in vivo os plasmídeos pLHdraThisMP (expressa His-DraT), pLHdraGhisMP 

(expressa His-DraG) e pLHdraThisGMP (expressa His-DraT e DraG nativa) foram 

inseridos nas estirpes mutantes de A. brasilense UB2 (draT) e UB4 (draG). Os 

transconjugantes foram ensaiados para desligamento/religamento da nitrogenase 

induzido pela adição de amônio ao meio. Estes experimentos foram realizados na 

ausência de IPTG para evitar interferência do excesso de DraT e DraG, uma vez que 

estas enzimas são expressas em baixos níveis em células selvagens (LOWERY e 

LUDDEN , 1988; SAARI et al., 1984). Nestas condições as proteínas são expressas 

apenas pelo escape de regulação do promotor ptac.  

O mutante UB2 (draT) não foi capaz de desligar totalmente a enzima 

nitrogenase em resposta a adição de NH4Cl 1mM ao meio de cultura (Figura 30A), 

confirmando dados anteriores (ZHANG et al., 1992). Na presença do plasmídeo 

pLHdraThisMP (expressa His-DraT), a estirpe UB2 (draT) foi capaz de desligar 

completamente a enzima nitrogenase em resposta a adição de amônio ao meio 

(Figura 30A), indicando que a enzima His-DraT é funcional in vivo. Por outro lado, o 

mutante UB4 (draG) desliga a nitrogenase em resposta a adição de NH4Cl 0,25mM 

(uma concentração mais baixa de amônio foi utilizada neste caso para observar o 

desligamento e o religamento da nitrogenase) porém, não foi capaz de reativá-la 

após o consumo do amônio adicionado ao meio (Figura 30B), confirmando dados já 

publicados (ZHANG et al., 1992). Na presença do plasmídeo pLHdraGhisMP 

(expressa His-DraG), a estirpe UB4 (draG) foi capaz de reativar a enzima 
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nitrogenase após o consumo do amônio adicionado (Figura 30B), indicando que a 

enzima His-DraG também é funcional in vivo. A estirpe mutante UB2 (draT) não 

expressa a enzima draG já que a inserção do cassete de resistência a canamicina 

no gene draT gera um efeito polar em draG (ZHANG et al., 1992). A funcionalidade 

das enzimas expressas a partir do plasmídeo pLHdraThisGMP (expressa His-DraT e 

DraG nativa) foi avaliada pela capacidade de complementar o fenótipo da estirpe 

UB2 (Figura 30C). Na presença do plasmídeo, a estirpe UB2 foi capaz de desligar a 

nitrogenase em resposta a adição de NH4Cl 0,25mM, sendo a atividade retomada 

após a o consumo do amônio adicionado. Este resultado indica que as enzimas His-

DraT e DraG, expressas a partir do plasmídeo pLHdraThisGMP, são funcionais in 

vivo.  
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Figura 30 – Complementação dos mutantes draT e draG com os plasmídeos 
pLHDRAThisMP, pLHDRAGhisMP e pLHDRAThisGMP 
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Células de A. brasilense foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na ausência de 
IPTG por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amônio foi adicionado ao meio. 
Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero. O etileno formado foi analisado nos 
tempos 10, 20 e 30 minutos após adição do acetileno para confirmar a linearidade da atividade 
da nitrogenase. Alíquotas de 0,5mL da fase gasosa foram retiradas e analisadas por 
cromatografia gasosa. A - O desligamento da nitrogenase foi avaliado em resposta a adição de  
NH4Cl 1mM nas estirpes UB2 (draT) e UB2 (draT) + pLHDRAThisMP (expressa His-
DraT). B – Adição de NH4Cl 0,25mM nas estirpes UB4 (draG) e UB4 (draG) + 
pLHDRAGhisMP (expressa His-DraG). C – Adição de NH4Cl 0,25mM nas estirpes UB2 
(draT) e UB2 (draT) + pLHDRAThisGMP (expressa His-DraT e DraG nativa). Os resultados 
representam a média de duas culturas independentes, as barras indicam o desvio padrão.  

 

5.4.2 Efeito da superexpressão de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o 

desligamento/religamento da nitrogenase em resposta a amônio  

O efeito da superexpressão de His-DraT sobre a regulação pós-traducional da 

nitrogenase foi determinada comparando-se a atividade da nitrogenase da estirpe 

selvagem (FP2) e da estirpe FP2 contendo o plasmídeo que expressa His-DraT 

(pLHdraThisMP) em resposta à adição de diferentes concentrações de amônio: 1- 

NH4Cl 0,25mM (Figura 31A), concentração que produz um estímulo transitório 

permitindo a observação do desligamento e religamento da nitrogenase durante o 

tempo do experimento. 2- NH4Cl 1mM (Figura 31B) concentração que produz um 

estímulo mais persistente permitindo apenas a observação do desligamento da 

nitrogenase durante o curso do experimento. Com a adição de IPTG 1mM a proteína 

His-DraT superexpressa representa quase 1% da proteína celular total como 

determinado por análise densitométrica do ensaio de western-blot utilizando-se a 

proteína His-DraT purificada como padrão (Figura 31C).  
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Figura 31 – Regulação da atividade da nitrogenase em resposta à adição de 
amônio em células superexpressando His-DraT 
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraT (FP2 + 
pLHdraThisMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presença de IPTG 
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amônio foi adicionado ao meio. A- 
NH4Cl 0,25mM, B- NH4Cl 1mM Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero. 
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos após adição do acetileno para 
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Alíquotas de 0,5mL da fase gasosa foram 
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retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas 
culturas independentes, as barras indicam o desvio padrão. C – Wester-blot das células 
superexpressando His-DraT.  Linha 1 - 1 μg de His-DraT purificada; linha 2, A. brasilense 
FP2; linhas 3 e 4, A. brasilense FP2 + pLHdraThisMP. Para as linhas 2 a 4, 50μg de proteína 
total foram aplicados em cada linha, as amostras foram separadas em gel 12% SDS-PAGE. 
As amostras utilizadas foram as tratadas com NH4Cl 0,25mM após os experimentos de 
desligamento/religamento.  

 

 Em ambas as concentrações de amônio, a superexpressão  da proteína His-

DraT não alterou o perfil de desligamento/religamento da nitrogenase em 

comparação com a estirpe selvagem. Entretanto, células superexpressando His-

DraT apresentaram uma atividade inicial da nitrogenase 48% menor do que a 

observada na estirpe selvagem (15.6 e 8.3 nmol de etileno .min-1.mg de proteína-1 

nas estirpes FP2 e FP2 + His-DraT, respectivamente) foi observada. A redução da 

atividade inicial da nitrogenase observada é decorrente da ADP-ribosilação parcial 

da proteína NifH antes da adição de amônio ao meio, como observado por ensaios 

de western-blot (Figura 32, comparar tempo zero de A e B). A proteína NifH não está 

totalmente modificada nestas condições provavelmente devido à atividade da 

enzima DraG expressa a partir do DNA cromossomal. Estes resultados indicam que 

a proteína His-DraT está ativa mesmo antes da adição de amônio quando 

superexpressa, sugerindo a titulação de um possível regulador negativo nestas 

condições.  
Experimentos semelhantes ao descrito acima foram conduzidos com células 

superexpressando His-DraG (Figura 33). A proteína His-DraG superexpressa 

representa quase 1% da proteína celular total como determinado por análise 

densitométrica de células FP2 pLHdraGhisMP (expressa His-DraG) induzidas com 

IPTG (Figura 33C).  Estas células apresentaram um desligamento parcial da 

nitrogenase após a adição de amônio (Figura 33A e 33B), cerca de 60% da atividade 

inicial da nitrogenase foi mantida após a adição de amônio ao meio. A análise do 

estado de modificação  da proteína NifH nestas amostras indica que a proteína NifH 

não foi totalmente modificada após a adição de amônio como ocorre na estirpe 

selvagem (Figura 32). Em células superexpressando His-DraG, apenas 28% 

(corresponde a 56% de inibição da nitrogenase) dos monômeros da proteína NifH 

foram modificados após 40 minutos da adição de NH4Cl 1mM, em contraste com a 

estirpe selvagem onde 43% dos monômeros de NifH foram encontrados 
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modificados. Estes resultados indicam que DraG permanece ativa após a adição de 

amônio quando superexpressa, sugerindo a titulação de um possível regulador 

negativo durante a superexpressão .   

 

Figura 32 – Estado de ADP-ribosilação da proteína NifH em resposta à adição 
de amônio 
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Extratos celulares foram preparados a partir de células desreprimidas para atividade da 
nitrogenase em meio NFbHP glutamato na presença de IPTG 1mM. NH4Cl 1 mM foi 
adicionado as culturas (tempo zero) e amostras foram preparadas nos tempos 0, 15 e 40 
minutos. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de western-blot usando 
anticorpo para NifH. (A) Estirpe selvagem FP2. (B) FP2 + pLHdraThisMP (superexpressa 
His-DraT). (C) FP2 + pLHdraGHisMP (superexpressa His-DraG). (D) FP2 + 
pLHdraThisGMP (superexpressa His-DraT e DraG nativa). As setas indicam a forma 
modificada (NifH-ADPR) e não modificada (NifH) da proteína NifH. A tabela indica a 
análise densitométrica do western blot. Os valores representam a porcentagem das formas 
livre e modificada da proteína NifH em relação ao sinal total para NifH. 
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Figura 33 – Regulação da atividade da nitrogenase em resposta à adição de 
amônio em células superexpressando His-DraG 
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraG (FP2 + 
pLHdraGhisMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presença de IPTG 
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amônio foi adicionado ao meio. A- 
NH4Cl 0,25mM, B- NH4Cl 1mM Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero. 
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos após adição do acetileno para 
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Alíquotas de 0,5mL da fase gasosa foram 
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retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas 
culturas independentes, as barras indicam o desvio padrão. C – Western-blot das células 
superexpressando His-DraG.  Linha 1 – 1,5 μg de His-DraG purificada; linha 2, A. brasilense 
FP2; linhas 3 e 4, A. brasilense FP2 + pLHdraGhisMP. Para as linhas 2 a 4, 50μg de proteína 
total foram aplicadas em cada linha, as amostras foram separadas em gel 12% SDS-PAGE. As 
amostras utilizadas foram as tratadas com NH4Cl 0,25mM coletadas após os experimentos de 
desligamento/religamento.  
 
 

Foi também avaliada a regulação pós-traducional da nitrogenase em células 

superexpressando as proteínas His-DraT e DraG nativa simultaneamente (FP2 + 

pLHdraThisGMP). Nenhuma diferença na regulação da atividade da nitrogenase 

pode ser observada entre a estirpe FP2 e FP2 (pLHdraThisGMP) em resposta à 

adição de amônio ao meio (Figura 34). Entretanto, foi observada uma redução de 

25% (em relação à estirpe selvagem) na atividade inicial da nitrogenase. Esta 

redução se deve à modificação  parcial de NifH observada nos ensaios de western-

blot (Figura 32). A modificação observada antes da adição de amônio é semelhante, 

porém menos intensa, que a observada em células superexpressando His-DraT 

(Figura 32). A menor intensidade de modificação em células superexpressando His-

DraT e DraG simultaneamente ocorre provavelmente devido à atividade de DraG 

superexpressa.  
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Figura 34 – Regulação da atividade da nitrogenase em resposta à adição de 
amônio em células superexpressando His-DraT e DraG nativa 
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Células de A. brasilense selvagem (FP2) ou superexpressando His-DraT e DraG (FP2 + 
pLHdraThisGMP) foram desreprimidas para atividade da nitrogenase na presença de IPTG 
1mM por 20 a 24 horas antes do tempo zero, quando amônio foi adicionado ao meio. A- 
NH4Cl 0,25mM, B- NH4Cl 1mM. Acetileno foi adicionado 40 minutos antes do tempo zero. 
O etileno formado foi analisado nos tempos 10, 20 e 30 minutos após adição do acetileno para 
confirmar a linearidade da atividade da nitrogenase. Alíquotas de 0,5mL da fase gasosa foram 
retiradas e analisadas por cromatografia gasosa. Os resultados representam a média de duas 
culturas independentes, as barras indicam o desvio padrão.  
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5.5 Análise da modificação e localização celular das proteínas NifH e PII em 
resposta a um choque de amônio. 

Várias evidências sugerem que proteínas da família PII estejam envolvidas no 

controle da atividade das enzimas DraT e DraG em diversos organismos, entretanto, 

o mecanismo pelo qual este controle é exercido não é conhecido. Com a finalidade 

de investigar a possível participação das proteínas GlnB e GlnZ na ADP-ribosilação 

da proteína NifH em resposta a amônio, foram estabelecidas condições para seguir 

os ciclos de modificação das proteínas NifH, GS, GlnB e GlnZ em resposta à adição 

de amônio na estirpe selvagem e estirpes mutantes glnB e glnZ.  

A atividade das enzimas DraT e DraG foi avaliada in vivo através da 

modificação da proteína NifH. Ensaios foram realizados a fim de verificar se a 

modificação de NifH, dependente de amônio, encontra-se sincronizada com a 

uridililação/desuridililação das proteínas GlnB e GlnZ. Células de A. brasilense 

expressando a enzima nitrogenase foram submetidas a um choque de amônio 

(NH4Cl 200 μM), alíquotas foram coletadas antes e depois da adição de amônio. 

Foram analisadas as modificações pós-traducional das proteínas NifH e glutamina 

sintetase (GS) por SDS-PAGE e das proteínas GlnB e GlnZ por “native” PAGE 

seguido de “western blot” (Figuras 35A a 35D).   

Em várias bactérias, incluindo A. brasilense, a enzima dodecamérica GS é 

modificada em resposta a adição de amônio, geralmente por adenililação de um 

resíduo de tirosina em cada uma das subunidades. Esta modificação leva a 

inativação progressiva da enzima GS quando os níveis de nitrogênio (glutamina) 

intracelular são elevados, conseqüentemente, a modificação da GS serve como um 

controle interno dos níveis de nitrogênio (glutamina) intracelular. A modificação da 

GS em A. brasilense difere daquela descrita em E. coli onde a proteína GlnB regula 

a atividade da enzima adenililtransferase (ATase) responsável pela adenililação de 

GS. Em A. brasilense as proteínas GlnB e GlnZ não influenciam significativamente a 

modificação da GS (DE ZAMAROCZY et al., 1998), sugerindo que a enzima ATase 

deve ser regulada apenas por efeito alostérico causado pela ligação a glutamina, 

como ocorre também em E. coli (JIANG et al., 1998c).  

A modificação das enzimas NifH e GS é sincronizada após a adição de 

amônio ao meio (Figuras 35A e 35B). A modificação destas proteínas pode ser 
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observada 2 minutos após a adição de amônio, o grupo covalentemente ligado é 

removido 15 após a adição de amônio, momento em que o amônio adicionado deve 

ter sido totalmente consumido pelo metabolismo bacteriano. Isto sugere que a 

modificação da proteína NifH está diretamente relacionada com o aumento nos 

níveis de glutamina intracelular, confirmando observações anteriores (HARTMANN 

et al., 1987). 

 Devido à estrutura quaternária trimérica das proteínas da família PII, GlnB e 

GlnZ podem existir em quatro diferentes formas de acordo com o estado de 

uridililação de cada trímero (0, 1, 2 ou 3 UMP), sendo que a forma totalmente 

uridililada apresenta a maior mobilidade em eletroforese realizada em condições 

nativas (ARAUJO et al., 2004). Não foi possível distinguir as 4 possíveis formas das 

proteínas GlnB e GlnZ em eletroforese nativa (Figuras 35C e 35D), considerou-se 

que ambas as proteínas estejam na forma totalmente uridililada (3-UMP) antes da 

adição de amônio e que a banda com menor mobilidade observada após a adição 

de amônio, corresponde à forma totalmente desuridililada (0-UMP) (Figuras 35C e 

35D). Esta hipótese é corroborada com o fato que quando um choque de amônio 

mais forte foi aplicado (NH4Cl 20 mM por 20 minutos), a migração das proteínas 

GlnB e GlnZ foi comparável a banda de menor mobilidade presente nas Figuras 35C 

e 35D respectivamente (dados não mostrados). O perfil de modificação pós-

traducional de GlnB e GlnZ após a adição de amônio foi um tanto diferente (Figuras 

35C e 35D). A desuridililação de ambas as proteínas iniciou-se 1 minuto após a 

adição de amônio e foi completa após dois minutos para a proteína GlnZ, enquanto 

a desuridililação da proteína GlnB não foi completa em nenhum dos tempos 

analisados. A reuridililação da proteína GlnZ iniciou-se após 12 minutos e foi 

completa após 20 minutos, enquanto que a reuridililação da proteína GlnB iniciou-se 

após 15 minutos não estava completa após 20 minutos.  

Em E. coli a uridililação/desuridililação da proteína GlnB pela enzima GlnD é 

um processo não cooperativo (ATKINSON et al., 1994), ou seja,  a 

uridililação/desuridililação de um monômero no trímero de GlnB não altera a 

eficiência de uridililação/desuridililação em outro monômero do trímero. Apesar de 

não ter sido possível resolver todas as possíveis formas da proteína GlnB, estes 

dados sugerem que este não é o caso para a proteína GlnB de A. brasilense uma 
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vez que apenas as formas GlnB-0UMP e GlnB-3UMP puderam ser observadas in 

vivo (Figura 35C). 

 

Figura 35 – Perfil de modificação das proteínas NifH, GS, GlnB, GlnZ após 
choque de amônio na estirpe selvagem A. brasilense FP2 
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Células selvagem (FP2) expressando a enzima nitrogenase foram submetidas a um choque de 
amônio (NH4Cl 200 μM ) no tempo zero. Alíquotas foram coletadas, processadas e analisadas 
por “western blot” nos tempos indicados, conforme descrito em Material e Métodos. Extratos 
celulares foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para 
NifH (A) ou GS (B). Extratos celulares totais foram submetidos a Native-PAGE seguido de 

 117



 

“western blot” usando anticorpo para GlnB (C) ou GlnZ (D). Extratos celulares totais, frações 
de citoplasma ou membrana foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” 
usando anticorpo para GlnB (E), GlnZ (F) ou NifH (G). As setas indicam as proteínas 
identificadas. NifH-ADPR indica a proteína NifH ADP-ribosilada; GS-AMP indica a proteína 
GS adenililada; GlnB-3UMP e GlnZ-3UMP indicam a proteína GlnB ou GlnZ, 
respectivamente, uridililada nas três subunidades. 
 

 Em E. coli as proteínas GlnB e GlnK se associam à fração de membrana 

quando as células recebem um choque de amônio (COUTTS et al., 2002; JAVELLE 

et al., 2004).  Para determinar se o mesmo fenômeno ocorre em A. brasilense, a 

presença das proteínas GlnB e GlnZ foi verificada em frações de citoplasma e 

membrana antes e depois da adição de NH4Cl 200 μM (Figuras 35E e 35F). A 

pureza das frações de membrana foi avaliada por “western blot” usando o anticorpo 

contra a proteína NifH que só está presente na fração de citoplasma (Figura 35G). 

Antes da adição de amônio ao meio, nenhum sinal para as proteínas GlnB ou GlnZ 

foi observado na fração de membrana; entretanto, 5 minutos após a adição de 

amônio, ambas as proteínas foram encontradas associadas à membrana. Após 20 

minutos, quando os níveis de glutamina intracelular devem ter diminuído já que a 

enzima GS é desadenililada, apenas uma pequena fração de GlnB ainda está 

associada à membrana e GlnZ está presente apenas no citoplasma. Em E. coli, a 

ligação da proteína GlnK à membrana reflete seu estado de uridililação, só 

ocorrendo quando GlnK está completamente desuridililada. A comparação do perfil 

de uridililação e de ligação à membrana das proteínas GlnB e GlnZ em A. brasilense 

(comparar Figura 35C com 35E e Figura 35D com 35F) sugere que, como descrito 

em E. coli,  ambas as proteínas só estão ligadas à membrana quando totalmente 

desuridililadas.  

 Os resultados descritos aqui até o presente indicam que a modificação da 

proteína NifH, ou seja, mudanças na atividade das enzimas DraT e DraG, está 

sincronizada com o estado de modificação e ligação à membrana das proteínas 

GlnB e GlnZ. 

 

5.6 Efeitos da ausência da proteína GlnB na modificação pós-traducional de 
NifH, GS e GlnZ 
 Em A. brasilense a proteína GlnB parece ser necessária para a inativação da 

nitrogenase uma vez que a estirpe 7628(glnB::km) desliga parcialmente a 
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nitrogenase em resposta a adição de amônio ao meio (KLASSEN et al., 2005).  Em 

A. brasilense o gene que codifica para a enzima GS, glnA, está localizado a jusante 

do gene glnB e, em condições de limitação de nitrogênio, a expressão de glnA 

ocorre principalmente a partir dos promotores presentes a montante do gene glnB 

(DE ZAMAROCZY et al., 1990; DE ZAMAROCZY et al., 1993). Como conseqüência, 

a inserção do cassete de resistência a canamicina no gene glnB é polar em glnA, 

causando redução na expressão da enzima GS. A atividade da enzima GS na 

estirpe 7628(glnB::km) foi reportada como sendo 5 vezes menor do que a observada 

na estirpe selvagem em células cultivadas sob limitação de nitrogênio (DE 

ZAMAROCZY et al., 1996). A expressão de GS em condições limitantes de 

nitrogênio foi avaliada por “western blot” (Figura 36A), o sinal para GS foi 

praticamente indetectável no mutante 7628 (glnB::km), confirmando o forte efeito 

polar da inserção no gene glnB.  

A modificação pós-traducional da proteína GlnZ na estirpe 7628 (glnB::km) foi 

avaliada após a adição de amônio (NH4Cl 20mM por 20 minutos). Na estirpe 

selvagem a proteína GlnZ foi totalmente desuridililada em resposta a adição de 

amônio, entretanto, na estirpe 7628 (glnB::km) nenhuma desuridililação da proteína 

GlnZ pode ser detectada (Figura 36II). A interpretação inicial deste resultado foi de 

que a redução na expressão (e conseqüentemente atividade) da enzima GS na 

estirpe 7628(glnB::km) impediria que os níveis de glutamina intracelular 

aumentassem  em resposta a adição de amônio no meio externo, impossibilitando a 

ativação da remoção de uridilil pela enzima GlnD. 

 Para tentar contornar o efeito polar apresentado pelo mutante 7628 (glnB::km) 

um mutante glnB não polar (LFH3) foi obtido utilizado-se o sistema λ-RED de E. coli 

(material e métodos item 4.27), esta foi a primeira vez que este sistema foi 

empregado para produção de mutantes em A. brasilense. A expressão da enzima 

GS no mutante LFH3 foi bem próxima à observada na estirpe selvagem (Figura 

36A). Este mutante apresentou um padrão de modificação pós-traducional da 

enzima GS muito semelhante ao observado na estirpe selvagem em resposta a 

adição de amônio (Figura 37). Entretanto, surpreendentemente, a estirpe LFH3 

também não foi capaz de desuridililar a proteína GlnZ em resposta a adição de 

amônio (NH4Cl 20mM por 20 minutos) (dados não mostrados). Este resultado 

permanece sem explicação, mas sugere que a proteína GlnB seja necessária para 
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que a proteína GlnZ seja desuridililada. A expressão de GlnZ é aumentada em duas 

vezes na ausência de GlnB (DE ZAMAROCZY, 1998; Figura 36C), é possível que o 

aumento na expressão de GlnZ altere sua capacidade de ser desuridililada em 

resposta a adição de amônio ao meio.  
 

Figura 36– Expressão de GS, GlnB, GlnZ e desuridililação de GlnZ nos 
mutantes glnB  
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I – Extratos celulares totais preparados a partir de células cultivadas meio NFbHP glutamato 
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GS (A), 
GlnB (B) ou GlnZ (C). Linha 1, estirpe selvagem FP2. Linha 2, estirpe 7628 (glnB::km). 
Linha 3, estirpe LFH3 (mutante glnB não-polar). II – Extratos celulares totais preparados de 
células cultivadas meio NFbHP glutamato coletadas antes (-N) ou 20 minutos depois (+N) da 
adição de NH4Cl 20mM. As amostras foram submetidas a Native-PAGE seguido de “western 
blot” usando anticorpo para GlnZ. GlnZ-0UMP indica a proteína desuridililada e GlnZ-3UMP 
indica a proteína uridililada nas três subunidades. 
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Figura 37 – Adenililação e desadenililação de GS no mutante LFH3  
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Células de A. brasilense FP2 (selvagem) e LFH3 (mutante glnB não polar) foram cultivadas 
em meio NFbHP glutamato em condições de aeração que não permitem a expressão da 
enzima nitrogenase. As células foram submetidas a um choque de amônio (NH4Cl 200μM ) 
no tempo zero. Alíquotas foram coletadas, processadas e analisadas por “western blot” usando 
anticorpo para GS nos tempos indicados, conforme descrito em Material e Métodos. As setas 
indicam a forma livre (GS) ou adenililada (GS-AMP) da proteína GS. 
 

 O mutante LFH3 foi utilizado para avaliar o efeito da ausência da proteína 

GlnB sob a modificação pós-traducional das enzimas NifH e GS em resposta a 

adição de amônio. Na ausência da proteína GlnB, NifH não é expressa porque a 

proteína ativadora da transcrição dos genes nif (NifA) requer GlnB para sua atividade 

(DE ZAMAROCZY et al., 1993). Para estudar os possíveis efeitos da ausência da 

proteína GlnB sob a modificação pós-traducional da proteína NifH foi utilizado um 

plasmídeo (pEMS136) que expressa uma forma constitutivamente ativa da proteína 

NifA de Herbaspirillum seropedicae (SOUZA et al., 1999). 

A estirpe LFH3 (pEMS136) não apresentou modificação da proteína NifH 

após a adição de amônio às células (Figura 38A). A enzima GS foi modificada, 

porém o padrão de modificação foi diferente do apresentado pela estirpe selvagem 

(comparar Figuras 35B e 38B). A proteína GlnZ não foi desuridililada (Figura 38C) e 

também não apresentou ligação à fração de membrana após a adição de amônio 

nesta estirpe (Figura 38D). A introdução do plasmídeo pJC1 (expressa o gene glnB 

de A. brasilense) na estirpe LFH3 restaurou o perfil selvagem de modificação das 

enzimas NifH e GS (dados não mostrados). A estirpe selvagem FP2, contendo o 

plasmídeo pEMS136, apresentou modificação da proteína NifH após a adição de 

amônio (dados não mostrados). Estes dados corroboram as observações de que a 

proteína GlnB é necessária para a modificação pós-traducional da proteína NifH 

após a adição de amônio (KLASSEN et al., 2005). Porém, devido aos efeitos 
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pleiotrópicos apresentados pelo mutante glnB, fica impossível distinguir se este 

fenótipo ocorre devido a efeitos diretos ou indiretos da ausência da proteína GlnB 

sob as atividades de DraT e DraG. 

O mutante LFH3 apresentou um perfil selvagem de modificação da proteína 

NifH em resposta a anaerobiose (Figura 39), confirmando o não envolvimento de 

GlnB neste fenômeno, como previamente observado por KLASSEN e colaboradores 

(2005). 

 
Figura 38 – Perfil de modificação das proteínas NifH, GS e GlnZ após choque 
de amônio na estirpe mutante LFH3  
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A estirpe não polar glnB LFH3 (pEMS136), expressando a enzima nitrogenase, foi submetida 

igura 39 – Perfil de modificação da proteína NifH em resposta a anaerobiose  

.7 Efeitos da ausência da proteína GlnZ na modificação pós-traducional de 

alho anterior foi mostrado que a proteína GlnZ é necessária para a 

a um choque de amônio (NH4Cl 200 μM) no tempo zero.  As amostras foram coletadas, 
processadas e analisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram 
submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou GS 
(B). Extratos celulares totais foram submetidos a Native-PAGE seguido de “western blot” 
usando anticorpo para GlnZ (C). Extratos celulares totais, frações de citoplasma e membrana 
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GlnZ (D). 
As setas indicam as proteínas identificadas. NifH-ADPR indica a proteína NifH ADP-
ribosilada; GS-AMP indica a proteína GS adenililada, GlnZ-3UMP indica a proteína GlnZ 
uridililada nas três subunidades. 
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nas estirpes mutantes glnB, glnZ e amtB 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
As estirpes FP2 (selvagem), 7611 (glnZ), FAJ310 (amtB) e LFH3 (glnB), expressando a 
enzima nitrogenase, foram submetidas a um choque anaeróbico mantendo-se a cultura sem 
agitação por 10 minutos (-O2). As células foram retornadas a condição microaeróbica após 
este intervalo, pela agitação da cultura a 120rpm (+O2). As amostras foram coletadas, 
processadas e analisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram 
submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH. As setas 
indicam as formas livre (NifH) e ADP-ribosilada (NifH-ADPR) da proteína NifH.  
 
 

5
NifH, GS e GlnB 
 Em um trab

reativação da nitrogenase após um choque de amônio (KLASSEN et al., 2001). Para 

caracterizar mais detalhadamente este efeito, foram analisados os perfis de 

modificação pós-traducional das proteínas NifH, GS e GlnB no mutante 7611 (glnZ-) 

usando as mesmas condições estabelecidas para a estirpe selvagem (Figura 40). 
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Figura 40 – Perfil de modificação das proteínas NifH, GS e GlnB após choque 

 estirpe glnZ 7611, expressando a enzima nitrogenase, foi submetida a um choque de 
mônio (NH4Cl 200 μM) no tempo zero.  As amostras foram coletadas, processadas e 
nalisadas por “western blot” nos tempos indicados. Extratos celulares foram submetidos a 
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proteínas identificadas. NifH-ADPR indica a proteína NifH ADP-ribosilada; GS-AMP indica 
a proteína GS adenililada, GlnB-3UMP indica a proteína GlnB uridililada nas três 
subunidades. 
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A modificação da proteína NifH foi mais rápida e mais duradoura no mutante 

glnZ d  que o na estirpe selvagem (comparar Figuras 35A e 40A). A modificação da 

GS também foi alterada na ausência da proteína GlnZ, a adenililação e a 

desad

. O perfil de migração em eletroforese nativa da proteína 

GlnB d

 

5.8 Dependência da proteína AmtB para a ligação das proteínas PII à membrana 

enililação ocorreram mais lentamente no mutante (comparar Figuras 35B e 

40B). No mutante glnZ, a proteína GlnB foi desuridililada e reuridililada de forma 

muito semelhante à observada na estirpe selvagem (comparar Figuras 35C e 40C) 

porém, a ligação da proteína GlnB à fração de membrana foi drasticamente alterada 

em relação à estirpe selvagem (comparar Figuras 35E e 40D). Na ausência de GlnZ, 

GlnB foi encontrada associada à fração de membrana antes da adição de amônio; 5 

minutos após a adição de amônio, GlnB estava totalmente associada à fração de 

membrana, desaparecendo completamente do citoplasma. Após 20 minutos, uma 

grande fração de GlnB ainda permaneceu ligada à fração de membrana. Na 

ausência de GlnZ, a ligação de GlnB à membrana parece não depender 

necessariamente de sua desuridililação. Antes da adição de amônio ao meio, GlnB 

está totalmente uridililada e uma pequena fração se encontra ligada à membrana 

(Figuras 40C e 40D). Cinco minutos após o choque de amônio, GlnB está 

parcialmente desuridililada, porém encontra-se totalmente ligada à membrana 

(Figuras 40C e 40D). Estas observações sugerem que, quando GlnZ está ausente, 

GlnB tem maior afinidade para ligação à membrana citoplasmática.  

O mutante glnZ apresentou um perfil selvagem de modificação da proteína 

NifH idêntico em resposta a anaerobiose (Figura 39), confirmando dados anteriores 

(KLASSEN et al., 2001). 

 Em E. coli as proteínas GlnB e GlnK podem formar heterotrímeros in vivo 

quando as células são cultivadas em condições limitantes de nitrogênio (VAN 

HEESWIJK et al., 2000)

e A. brasilense foi similar nas estirpes selvagem (Figura 35C) e mutante glnZ 

(Figura 40C). Além disso, não foram observadas diferenças no perfil de migração da 

proteína GlnZ de A. brasilense, sob condições nativas, entre a estirpe selvagem 

(Figura 35D) e mutante glnB (Figura 38C).  Estes dados sugerem que as proteínas 

GlnB e GlnZ de A. brasilense não formam heterotrímeros in vivo.  
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citoplasmática de A. brasilense 
 A ligação genética em um operon dos genes glnK e amtB, quase que 

invariável entre os procariotos levou a hipótese de que as proteínas GlnK e AmtB 

teragem fisicamente (THOMAS et al., 2000a). Desde então tem sido mostrado que 

mos (COUTTS et al., 2002; DETSCH e STULKE, 

in

proteínas da família PII interagem com a fração de membrana de uma forma AmtB-

dependente em vários microrganis

2003; STROSSER et al., 2004). Em E. coli, GlnK interage diretamente com AmtB e 

que tal interação só ocorre quando GlnK esta totalmente desuridililada. A formação 

do complexo GlnK-AmtB tem como conseqüência o bloqueio da atividade da 

proteína  AmtB (COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2004). A. brasilense é uma 

das poucas exceções onde o gene amtB é expresso de forma monocistrônica não 

sendo expresso em um operon com um gene da família PII (VAN DOMMELEN et al, 

1998). Neste trabalho, foi examinado se a ligação à membrana das proteínas GlnB e 

GlnZ, induzida por amônio (Figuras 35E e 35F) era dependente da proteína AmtB. 

Os resultados indicam que as proteínas GlnB e GlnZ não se ligam à membrana após 

um choque de amônio no mutante amtB (Figura 41). 

  

Figura 41 – As proteínas GlnB e GlnZ se ligam à fração de membrana de forma 
dependente de AmtB após choque de amônio 

 

A. brasilense FP2 (selvagem) ou FAJ310 (amtB::km), expressando a enzima nitrogenase, 
foram coletados antes (-N) ou 20 minutos depois (+N) da adição de 20 mM NH4Cl. Extratos 
celulares totais, frações de citoplasma e membrana foram submetidos a SDS-PAGE seguido 
de “western blot” usando anticorpo para GlnZ (A) ou GlnB (B). As setas indicam as proteínas 
uridililadas (-UMP) ou desuridililadas. 
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O mutante amtB poderia, potencialmente, apresentar uma menor captação de 

amônio do meio externo em relação à estirpe selvagem, porém, trabalhos anteriores 

mostraram que este mutante apresenta a mesma taxa de captação de amônio 

bservada na estirpe (VAN DOMMEo LEN et al., 1998). Mesmo assim, foi utilizado um 

forte c

 

necessária para a ADP-ribosilação da proteína NifH induzida por amônio (YAKUNIN 

na NifH em A. 

ade da enzima nitrogenase no mutante FAJ310 não foi completamente 

inibida após a adição de amônio  (NH4Cl 20 mM), enquanto que na estirpe selvagem 

a atividade foi completamente inibida (Figura 43A). 

hoque de amônio (NH4Cl 20mM por 20 minutos) no experimento descrito na 

Figura 41 para garantir que o influxo de amônio nestas condições ocorra de forma 

independente de AmtB. Este choque de amônio levou a uma desuridililação de GlnB 

e GlnZ no mutante amtB semelhante à observada estirpe selvagem (Figura 41) 

comprovando que o influxo de amônio não é afetado na ausência da proteína AmtB. 

 

5.9 Modificação pós-traducional da proteína NifH e inativação da nitrogenase 
em resposta à adição de amônio na ausência da proteína AmtB 
 Em R. capsulatus e Azoarcus sp. a proteína canal para amônia AmtB é

e HALLENBECK, 2002; MARTIN e REINHOLD-HURECK, 2002). Para examinar se a 

proteína AmtB também está envolvida da modificação da proteí

brasilense, os mesmos experimentos conduzidos para a estirpe selvagem (Figura 

35) foram realizados usando uma estirpe mutante FAJ310(amtB::km). Nenhuma 

modificação da proteína NifH foi observada após a adição de NH4Cl 200 μM (Figura 

42A), entretanto, a introdução de um plasmídeo (pFAJ309) que expressa o gene 

amtB de A. brasilense no mutante FAJ310(amtB::km) restaurou o fenótipo selvagem 

de modificação da proteína NifH após a adição de amônio (dados não mostrados). A 

ausência da proteína AmtB não alterou a modificação da proteína GS após a adição 

de amônio e nem a desuridililação das proteínas GlnB e GlnZ (comparar Figuras 35B 

com 42B, 35C com 42C, 35D com 42D). Estes resultados indicam que a ausência da 

proteína AmtB não afeta substancialmente a captação de amônio nas condições 

utilizadas.   

Quando um choque de amônio mais intenso foi aplicado (NH4Cl 20 mM), 

bandas bem fracas referentes à proteína NifH ADP-ribosilada puderam ser 

observadas (Figura 43B). Como previsto pelo estado de modificação da proteína 

NifH, a ativid

 127



 

A modificação da proteína NifH induzida por anaerobiose foi semelhante nas 

estirpes FP2 (selvagem) e FAJ310 (amtB::km) (Figura 39), corroborando resultados 

anteriores os quais indicam que a modificação da proteína NifH induzida por amônio 

e por anaerobiose ocorre por diferentes vias de sinalização  (ZHANG et al., 1994). 

 

Figura 42 –  Perfil de modificação das proteínas NifH, GS, GlnB e GlnZ após 
choqu

 

sando anticorpo para GlnB (C) ou GlnZ (D). As setas indicam as proteínas identificadas. 
S-AMP indica a proteína GS adenililada, GlnB-3UMP e GlnZ-3UMP indicam as proteínas 

GlnB e GlnZ uridililada nas três subunidades, respectivamente 
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submetidas a um choque de amônio (NH4Cl 200 μM ) no tempo zero. Extratos celulares 
foram submetidos a SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou 
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Figura 43 – Perfil de desligamento e modificação da nitrogenase após choque 
de amônio na estirpe FAJ310 (amtB) 
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5.10 Localização celular da proteína DraG após um choque de amônio 

Os resultados descritos até então indicam que em A. brasilense, assim como 

em R. capsulatus e Azoarcus sp., a proteína AmtB é necessária para a modificação 

da proteína NifH induzida por amônio. Estes resultados suportam a idéia de que a 

proteína AmtB atua como um sensor de amônio extracelular. Porém ainda não está 

extrac

strados). Com a finalidade de aumentar os 

 

claro como a proteína AmtB pode transmitir a presença de amônio no meio 

elular e alterar a atividade das enzimas DraT e DraG, as quais controlam a 

ADP-ribosilação da proteína NifH. Trabalhos anteriores em R. rubrum sugerem que a 

ligação da proteína DraG à fração de membrana seria um elemento crítico na 

regulação da atividade desta enzima, com a ligação a membrana causando a 

inativação de DraG  (NOREN e NORDLUND, 1997). Esta hipótese foi sugerida uma 

vez que a enzima DraG de R. rubrum é sempre encontrada na fração de membrana 

em extratos celulares. 

 Com a finalidade de verificar se a enzima DraG poderia ser regulada por 

ligação à membrana, a localização celular de DraG foi avaliada em diferentes 

condições de disponibilidade de nitrogênio. As enzimas DraT e DraG são expressas 

em baixos níveis (SAARI et al., 1984), portanto não foi possível a detecção destas 

enzimas por “western blot” (dados não mo

níveis de expressão destas enzimas, foi usado o plasmídeo (pLHDraThisGMP), que 

expressa uma versão da enzima DraT com uma cauda de 6 histidinas na região N-

terminal (His-DraT) e a enzima DraG nativa, ambas sob controle do promotor 

induzível ptac. O plasmídeo pLHThisGMP foi introduzido na estirpe UB2 (draT::km, 

mutação polar em draG) de A. brasilense. Para evitar a potencial titulação de 

reguladores das enzimas DraT e DraG o promotor ptac não foi induzido uma vez que 

His-DraT e DraG puderam ser detectadas nestas condição. Com a adição de NH4Cl 

200 μM, a estirpe UB2(pLHThisGMP) apresentou um padrão de modificação pós-

traducional das proteínas NifH, GS, GlnB e GlnZ semelhante ao observado na 

estirpe selvagem (comparar Figura 35 de A a D com Figura 44 de A a D).   
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Figura 44 – Perfil de modificação das proteínas NifH, GS, GlnB e GlnZ após 
choque de amônio na estirpe UB2 (pLHdraThisGMP) 
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de “western blot” usando anticorpo para NifH (A) ou GS (B). Extratos celulares totais foram 
submetidos a Native-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GlnB (C) ou 
GlnZ (D). Extratos celulares totais, frações de citoplasma ou membrana foram submetidos a 
SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GlnB (E), GlnZ (F), DraT (G) 
ou DraG (H). As setas indicam as proteínas identificadas. NifH-ADPR indica a proteína NifH 
ADP-ribosilada; GS-AMP indica a proteína GS adenililada; GlnB-3UMP e GlnZ-3UMP 
indicam a proteína GlnB ou GlnZ, respectivamente, uridililada nas três subunidades. 
 

Frações de citoplasma e membrana foram monitoradas para a presença das 

proteínas GlnB, GlnZ, DraT e DraG por “western blot” antes e depois de um choque 

de amônio. O padrão de ligação à membrana das proteínas GlnB e GlnZ foi 

semelhante ao observado com a estirpe selvagem (comparar Figuras 35E e 35F 

com Figuras 44E e 44F). A enzima DraT foi encontrada nas frações de membrana e 

citoplasma, porém a quantidade relativa do sinal para DraT nas diferentes frações 

não sofreu alteração de acordo com os níveis de nitrogênio na célula  (Figura 44G). 

Por outro lado, a enzima DraG foi substancialmente associada à fração de 

membrana 5 minutos após a adição de amônio ao meio, retornando para o 

citoplasma após 20 minutos (Figura 44H). A distribuição relativa de DraG entre as 

frações de citoplasma e membrana (baseado em dois experimentos independentes) 

foi de 88:12, 26:74 e 73:28 para os tempos 0, 5 e 20 minutos respectivamente. 

Como DraG está superexpressa nas condições experimentais utilizadas, o fato de 

que DraG não ter sido encontrada totalmente associada à fração de membrana após 

5 minutos pode ser devido à titulação do possível receptor para DraG presente na 

membrana, ou devido à dissociação parcial de DraG da fração de membrana 

durante o processamento da amostra. É provável que, em células selvagens, DraG 

seja totalmente ligada a membrana após um choque de amônio in vivo. 
A ligação de DraG à membrana está claramente relacionada com o perfil de 

modificação da proteína NifH. Nos tempos 0 e 20 minutos, quando NifH não está 

odificada (condições onde DraG está ativa), DraG encontra-se predominantemente m

no citoplasma. No tempo 5 minutos após o choque de amônio, condição onde NifH 

está completamente modificada (condição onde DraG está inativa), DraG está 

predominantemente associada à fração de membrana.  Como a proteína NifH só 

está presente na fração de citoplasma (Figura 35G), é possível que a ligação da 

enzima DraG à membrana afete sua atividade apenas pela simples separação física 

do seu substrato, a proteína NifH ADP-ribosilada. 
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.11 Localização celular da enzima DraG na ausência das proteínas5  AmtB, 
GlnB 

B e glnZ foi 

idêntic

 

 

 

 

e GlnZ 
 O que leva a enzima DraG a se associar à membrana citoplasmática após o 

choque de amônio? A ligação à membrana das proteínas GlnB, GlnZ e DraG é 

claramente sincronizada (Figuras 44E, 44F e 44H) sugerindo que a ligação de DraG 

à membrana possa ser mediada pelas proteínas GlnB e GlnZ através de interações 

proteína-proteína. Como o canal para amônia AmtB é necessário para a associação 

à membrana das proteínas GlnB e GlnZ, foi verificado se a ligação de DraG também 

seria dependente de AmtB.  Nenhum sinal para DraG foi observado na fração de 

membrana após a adição de amônio na estirpe FAJ310(amtB::km) (Figura 45A), 

enquanto que o padrão de distribuição da proteína DraT foi idêntico ao observado na 

Figura 44G (dados não mostrados). A dependência da proteína AmtB para a ligação 

de DraG à membrana após o choque de amônio é consistente com a ausência de 

modificação da proteína NifH no mutante amtB (Figura 42A). Neste mutante a 

enzima DraG permaneceria no citoplasma impedindo sua inativação após a adição 

de amônio às células. 

A dependência das proteínas GlnB e GlnZ na associação das enzimas DraT e 

DraG com a membrana foi analisada utilizando os mutantes LFH3 (glnB) e 7611 

(glnZ). O padrão de distribuição celular de DraT nos mutantes gln

o ao mostrado na Figura 44G (dados não mostrados). Não foi detectada 

associação de DraG à fração de membrana em nenhum dos mutantes após a adição 

de amônio ao meio (Figuras 45B e 45C).  
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Figura 45 – A ligação de DraG à membrana requer AmtB, GlnB e GlnZ. 
 

 

 

Células de A. brasilense FAJ310 (amtB::km) (A), LFH3 (mutante glnB não-polar) (B) ou 
7611 (glnZ::Ω) (C) contendo o plasmídeo pLHThisGMP, expressando a enzima nitrogenase, 
foram submetidas a um choque de amônio (NH4Cl 200 μM ) no tempo zero. As amostras 
foram coletadas, processadas em frações de citoplasma e membrana e analisadas por “western 
blot” nos tempos indicado
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nitrogenase foram coletadas antes ou 5 

minutos depois da adição de NH4Cl 200μM. As células foram imediatamente 

resfriadas em nitrogênio liquido e extratos celulares obtidos. Para evitar a potencial 

titulação de reguladores de DraG, o promotor ptac não foi induzido durante os 

experimentos. Sob estas condições, a regulação pós-traducional da proteína NifH foi 

semelhante à observada na estirpe selvagem (Figura 46A).  

 

 

 

 

5.12 Interação da enzima DraG com as proteínas PII  
 Possíveis interações entre as proteínas GlnB ou GlnZ com a enzima DraG 

foram determinadas por experimentos de “pull – down”. Células de A. brasilense 

UB4 (draG::km) (controle negativo) e UB4 contendo o plasmídeo pLHdraGhisMP 

(expressa His-DraG) desreprimidas para 
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Figura 46 – Co-eluição das proteínas His-DraG e GlnZ na estirpe UB4 
(pLHGhisMP) 
 

élulas A. brasilense UB4 
) (controle) e UB4(pLHGhisMP) expressando His-DraG, foram coletadas antes (-
inutos depois (+N) da adição de NH4Cl 200 μM . Extratos celulares totais foram 

cubados com His MagTM agarose beads por 10 minutos, os “beads” foram lavados 
xtensivamente e as proteínas adsorvidas foram eluídas com imidazol 500mM. As amostras 
ram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para  DraG (B), 
lnZ (C) ou GlnB (D).  

Os extratos celulares foram incubados com “beads” de agarose His-MagTM. 

s “beads” foram lavados extensivamente e as proteínas ligadas foram eluídas com 

  

 

Painel I -  Células de A. brasilense UB4(pLHGhisMP) expressando His-DraG foram 
submetidas a um choque de amônio (NH4Cl 200 μM ) no tempo zero. As amostras foram 
coletadas e analisadas por  SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para NifH 
(A). NifH-ADPR indica a proteína ADP-ribosilada. Painel II - C
(draG::km
N) ou 5 m
in
e
fo
G
 

  

O

Extrato celular total
Controle

GlnB 

GlnZ

His-DraG

His-DraG
Eluato

Controle His-DraG

-N      +N      –N     +N      –N     +N      –N       +N 

B

C

D

NifH

NifH - ADPR
0        5      20

Minutos após NH4Cl 

A

I

II

 135



 

tampão contendo imidazol  500 mM. A presença das proteínas DraG, GlnZ e GlnB 

omo esperado, o sinal para a proteína His-DraG só estava presente 

na eluato do extrato de células contendo o plasmídeo que expressa a His-DraG 

(Figura 46B). A proteína GlnZ foi detectada no eluato do extrato de células que 

expressam a proteína His-DraG, mas apenas quando as células foram coletadas 

antes do choque de amônio (Figura 46C). Nenhum sinal para a proteína GlnB foi 

detectado nas frações de eluição (Figura 46D) sugerindo que DraG não interage 

com GlnB in vivo. 

Os resultados apresentados na Figura 46B indicam que o sinal da proteína 

DraG reduziu drasticamente no eluato quando as células foram coletadas depois do 

choque de amônio (comparar eluato, His-DraG –N e +N). Este fenômeno foi 

reproduzido em outros experimentos independentes. A proteína DraG é seqüestrada 

para a fração de membrana de forma dependente de AmtB após a adição de amônio 

às células (item 5.10). A proteína His-DraG apresentou o mesmo comportamento, 

sendo quase que totalmente seqüestrada para a fração de membrana 5 minutos 

após a adição de amônio 200 μM (dados não mostrados). Uma possível explicação 

para a redução no sinal para a His-DraG no eluato após a adição de amônio as 

células (Figura 46B) seria de que a forma His-DraG ligada à fração de membrana é, 

de alguma forma, menos acessível à ligação com os “beads” His-MagTM.  

Com a finalidade de impedir a ligação da proteína His-DraG à membrana e, 

nseqüentemente, aumentar a quantidade de His-DraG disponível para ligação aos 

beads” após a adição de amônio às células, o mesmo experimento descrito 

ram coletadas antes ou depois do choque de amônio (Figura 47B), indicando que 

no extrato original e no eluato foi analisada por “western blot” usando anticorpos 

específicos.  C

co

“

anteriormente foi repetido utilizando uma estirpe mutante amtB. Para este 

experimento foi utilizada a estirpe A. brasilense FAJ310(amtB::km) como controle 

negativo, e a estirpe FAJ310 contendo o plasmídeo pLHdraGhisMP. Na estirpe 

mutante amtB,  o sinal para His-DraG no eluato foi semelhante nas duas condições 

(Figura 47A, comparar eluato, His-DraG –N e +N). Novamente, nenhum sinal para a 

proteína GlnB foi observado no eluato (Figura 47C). A presença da proteína GlnZ foi 

detectada no eluato dos extratos contendo a proteína His-DraG quando as células 

fo

a proteína DraG interage com a proteína GlnZ in vivo e que a interação não é 

regulada pelos níveis de nitrogênio na célula. A análise do estado de uridililação da 
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proteína GlnZ nos extratos celulares indica que a proteína GlnZ estava totalmente 

uridililada quando as células foram coletadas em condições de fixação de nitrogênio, 

e totalmente desuridililada após o choque de amônio (Figura 47D), sugerindo que 

DraG interage com GlnZ independentemente do estado de uridililação de GlnZ. 

Entretanto, o sinal referente a GlnZ no eluato foi 3X mais intenso após a adição de 

amônio (comparar Figura 47B elutato His-DraG, –N e +N), indicando que interação 

entre DraG e GlnZ é maximizada quando GlnZ está totalmente desuridililada. 
 

Figura 47 – Co-eluição das proteínas His-DraG e GlnZ na estirpe FAJ310 
(pLHGhisMP) 

Extrato celular total
Controle

GlnB 

GlnZ

His-DraG

His- DraG Controle His- DraG

-N      +N      –N     +N      –N     +N      –N       +N 

Eluato

GlnZ – 0UMP

A

B

C

D
GlnZ -3UMP 
 

Células de A. brasilense FAJ310 (amtB::km) (controle) e FAJ310(pLHGhisMP) expressando 
a proteína His-DraG foram coletadas antes (-N) ou 5 minutos depois (+N) da adição de 
NH4Cl 200 μM. Extratos celulares totais foram incubados com His MagTM agarose beads, os 
“beads” foram lavados extensivamente e as proteínas adsorvidas foram eluídas com imidazol 
500 mM. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando 
anticorpo para DraG (A), GlnZ (B) e GlnB (C). Extratos celulares totais foram analisados por 
native-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para GlnZ (D). GlnZ-0UMP e 
GlnZ-3UMP indica a proteína desuridililada e uridililada, respectivamente. 
 

5.13 Interação da enzima DraT com as proteínas PII  
Para investigar possíveis interações entre DraT e GlnB e/ou GlnZ, foram 

preparados extratos celulares de células fixando nitrogênio. As células foram 
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coletadas antes ou 5 minutos depois da adição de NH4Cl 200μM. As estirpes usadas 

foram A. brasilense UB2 (draT::km) como controle negativo, e UB2 contendo o 

plasmídeo pLHdraThisGMP, que expressa His-DraT e DraG nativa sob controle do 

promotor ptac. Para evitar a potencial titulação de reguladores de DraG o promotor 

ptac não foi induzido durante os experimentos. Sob estas condições, a regulação 

pós-traducional da proteína NifH foi semelhante à observada na estirpe selvagem 

(Figura 48A).  
Os extratos celulares foram incubados com “beads” de agarose His-MagTM

, os 

o imidazol  500 mM. A presença das proteínas DraT, GlnZ e GlnB no 

extrato original e no eluato foi analisada por “western blot” usando anticorpos 

específicos.  Como esperado, o sinal para a proteína His-DraT só estava presente 

na eluato do extrato de células contendo o plasmídeo que expressa a His-DraT 

(Figura 48B). Nenhum sinal para a proteína GlnZ foi detectado nas frações de 

eluição (Figura 48C) sugerindo que a proteína DraT não interage com GlnZ in vivo. A 

proteína GlnB foi detectada no eluato do extrato de células que expressam a 

proteína His-DraT, mas apenas quando as células foram coletadas após do choque 

de amônio (Figura 48D).  

A análise do estado de uridililação da proteína GlnB nos extratos celulares 

indica que a proteína GlnB estava totalmente uridililada quando as células foram 

coletadas em condições de fixação de nitrogênio, e quase totalmente desuridililada 

após o choque de amônio (Figura 48E), sugerindo que DraT interage apenas com a 

rma desuridililada da proteína GlnB in vivo.  

 

Figura

“beads” foram lavados extensivamente e as proteínas ligadas foram eluídas com 

tampão contend

fo

Um trabalho anterior levantou a hipótese de que a proteína DraT poderia 

interagir fisicamente com DraG em R. rubrum (GRUNWALD et al., 1995). Não foi 

detectado nenhum sinal para DraG no eluato de células expressando a proteína His-

DraT (dados não mostrados), indicando que DraT não interage com DraG em A. 

brasilense. Entretanto, é possível que tal interação ocorra in vivo mas seja perdida 

durante o processamento da amostra. 

 

 48 – DraT interage com a forma desuridililada de GlnB in vivo.  
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NifH

NifH - ADPR
0         5        20

Minutos após NH4Cl

A

I

Extrato celular total
Controle

GlnB 

GlnZ

His-DraT

His-DraT
Eluato

Controle His-DraT

-N      +N      –N     +N      –N     +N      –N        +N 

B

C

GlnB – 0UMP 

D

II

E

 

Painel I -  Células de A. brasilense UB2(pLHThisGMP) expressando His-DraT foram 
submetidas a um choque de amônio (NH4Cl 200μM ) no tempo zero. As amostras foram 
coletadas nos tempos indicados e analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” 
usando anticorpo para NifH (A). NifH-ADPR i
II – Cé

a, respectivamente. 
 
 
 

 

ndica a proteína NifH ADP-ribosilada. Painel 
lulas de A. brasilense UB2 (draT::km) (controle) e UB2(pLHThisGMP) expressando 

His-DraT, foram coletadas antes (-N) ou 5 minutos depois (+N) da adição de NH4Cl 200 μM. 
Extratos celulares totais foram incubados com His MagTM agarose beads, os “beads” foram 
lavados extensivamente e as proteínas adsorvidas foram eluídas com imidazol 500mM. As 
amostras foram analisadas por SDS-PAGE seguido de “western blot” usando anticorpo para 
DraT (B), GlnZ (C) ou GlnB (D). Extratos celulares totais foram analisados por native-PAGE 
seguido de “western blot” usando anticorpo para GlnB (E). GlnB-0UMP e GlnB-3UMP 
indicam a proteína desuridililada e uridililad

6 DISCUSSÃO   
 

GlnB – 3UMP
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6.1 Papel da proteína NtrC na expressão do gene glnB de A. brasilense 
Estudos com fusões traducionais glnB-lacZ em mutantes ntrB e ntrC 

indicavam que a proteína NtrC não estaria envolvida na regulação dos promotores 

glnB em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Entretanto, outros resultados 

sugeriam que a proteína NtrC regula diretamente a expressão de glnB (HUERGO, 

2002). Para confirmar a participação da proteína NtrC na regulação da expressão de 

glnB foram obtidos dois mutantes insercionais ntrC::km. Utilizando fusões 

traducionais e transcricionais glnB-lacZ, a expressão de glnB foi monitorada nestes 

mutantes e na estirpe selvagem na presença ou ausência de amônio. A expressão 

do gene glnB foi aumentada cerca de 8X em resposta à limitação de nitrogênio na 

estirpe selvagem (Tabela 7), confirmando dados anteriores (DE ZAMAROCZY et al, 

1993). Porém, ao contrário do observado por DE ZAMAROCZY e colaboradores 

(1993), a expressão do gene glnB foi alterada nas estirpes ntrC em relação à estirpe 

selvagem FP2 (Tabela 7). A atividade do promotor glnB permaneceu em um nível 

relativamente alto e perdeu a regulação por amônio na ausência de NtrC. Fusões 

glnB-lacZ nas quais o promotor  glnBp2 - σN foi mutagenizado (-24 GG/AA) foram 

obtidas. A expressão do promotor glnBp2 - σN mutagenizado foi muito similar à 

expressão do promotor selvagem na estirpe LHNTRC3 (ntrC) (Figura 17), indicando 

que a expressão de glnB observada no mutante ntrC ocorre apenas a partir do 

romotor  glnBp1 - σ70.  

es ntrC de A. brasilense  

stão de acordo com o modelo proposto de regulação para a expressão de glnB. A 

a g tamina sintetase (GS) em mutantes ntrC é cerca de 40% da 

bservada na estirpe selvagem em condições limitantes de nitrogênio (ZHANG et al., 

p

Os dados obtidos levaram à conclusão que a proteína NtrC regula a 

expressão dos promotores glnB ativando o promotor σN - glnBp2 e reprimindo o 

promotor σ70 - glnBp1 uma vez que este se sobrepõe a dois possíveis sítios para 

ligação de NtrC (Figura 20). Este mesmo tipo de regulação foi observada na região 

promotora do gene glnB em R. capsulatus e B. japonicum (FOSTER-HARTNETT e 

KRANZ, 1994; MARTIN et al., 1989) e do operon glnAntrBC em E. coli (DIXON, 

1984), além disso, a proteína NtrC participa na regulação da expressão de glnB em 

todos os membros das α-proteobactérias  já estudados. 

Outros dados fisiológicos observados em mutant 
e

atividade total d lu

o
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1994; ISHIDA, 2002). A GS é expressa predominantemente a partir dos promotores 

glnB e

 FP9 o gene ntrC da estirpe FP9 (FP9-ntrC) foi isolado, 

clonad

 ligação de ATP (Walker A) 

RNA polimerase (WEISS et al., 1991). A capacidade da proteína FP9-NtrC de se 

m condições de limitação de nitrogênio (DE ZAMAROCZY et al., 1990), sendo 

assim, a redução da GS total deve estar diretamente relacionada com a redução na 

expressão de glnB observada nos mutantes ntrC nestas condições (redução de 

aproximadamente 50%, Tabela 7, comparar estirpe selvagem com mutantes ntrC, 

fusões glnB-lacZ  condição –NH4).  
 

6.2 Determinação das bases moleculares para o fenótipo das estirpes FP8 e 
FP9 de A. brasilense 

O estudo da regulação da fixação de nitrogênio em A. brasilense foi iniciado 

com o isolamento de mutantes incapazes de fixar nitrogênio (Nif-). PEDROSA e 

YATES (1984) isolaram dois mutantes químicos (FP8 e FP9) os quais apresentaram 

deficiência de crescimento em nitrato e fenótipo Nif-. Estes fenótipos foram 

complementados com o gene ntrC de K. pneumoniae, sugerindo que a mutação nas 

estirpes FP8 e FP9 ocorrera no gene ntrC. Entretanto, mutantes ntrC insercionais 

obtidos por LIANG et al (1993) e MACHADO et al. (1995) são capazes de fixar de 

nitrogênio. O fenótipo Nif- no mutante FP9 é decorrente da baixa expressão de glnB 

(DE ZAMAROCZY et al., 1993). 

Com a finalidade de esclarecer as bases moleculares para o fenótipo 

apresentado pela FP8 e

o e seqüenciado. Os fenótipos observados após a introdução do gene FP9-

ntrC nas estirpes FP2 (selvagem) e LHNTRC5 (ntrC-) indica que o produto do gene 

ntrC da estirpe FP9 é a causa do fenótipo Nif- e Nar- neste mutante, excluindo a 

possibilidade de que os fenótipos observados na estirpe FP9 sejam ocasionados por 

múltiplas mutações em diferentes pontos do genoma. O sequenciamento do gene 

ntrC das estirpes FP9 e FP8 revelou a presença de uma única troca de base em 

cada estirpe em relação ao ntrC selvagem. A seqüência de aminoácidos deduzida 

indica substituições das glicinas 238 e 240 no sítio para

das proteínas FP8-NtrC e FP9-NtrC, respectivamente (Figura 22). Mutações no 

motivo Walker A na proteína NtrC de S. typhimurium geram proteínas com 

característica repressora NtrC(rep), ou seja, são capazes de se ligar a sítios UAS no 

DNA mas não tem capacidade de ativar transcrição de genes dependentes de σN- 
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ligar ao DNA foi confirmada pela redução na expressão do operon nifR3ntrBC 

observada na presença de FP9-NtrC (Tabela 8) e a incapacidade de ativar 

transcrição foi verificada pela incapacidade de complementar o fenótipo Nar- do 

mutante LHNTRC5 (ntrC) (Figura 18). Estes dados indicam que as estirpes FP8 e 

FP9 codificam para formas NtrC(rep). 

A presença de formas NtrC(rep) explica o fenótipo Nif- observados nas 

stirpes FP8 e FP9. As proteínas FP8-NtrC e FP9-NtrC seriam incapazes de ativar a 

queio do promotor glnBp1 – σ70 (Figura 20). Estes dados 

corrob

antes da adição de amônio ao meio. Por outro lado, 

a sup

e

transcrição do promotor glnBp2 – σN, porém se ligariam aos sítios UAS no DNA, 

levando assim ao blo

oram a conclusão de que a proteína NtrC regula a expressão dos promotores 

glnB (item 6.1) 

 

6.3 Efeito da superexpressão de His-DraT, His-DraG e His-DraT + DraG sobre o 
desligamento-religamento da nitrogenase 
 A superexpressão de His-DraT e His-DraG resultou em regulação anormal de 

ambas as enzimas, uma vez que o perfil de modificação da proteína NifH foi alterado 

em relação à estirpe selvagem (Figura 32). A superexpressão de His-DraT resultou 

em modificação de NifH mesmo 

erexpressão de His-DraG impediu a modificação completa de NifH após a 

adição de NH4Cl 1mM. Em células superexpressando as duas enzimas 

simultaneamente (His-DraT e DraG nativa), a regulação da nitrogenase foi 

semelhante à observada na estirpe selvagem, porém, a proteína NifH se apresentou 

parcialmente modificada antes da adição de amônio ao meio (Figura 32, tabela).  

 O efeito da superexpressão de DraT e DraG sob a regulação da nitrogenase 

já havia sido estudado em R. rubrum. GRUNWALD e colaboradores (1995), 

construíram plasmídeos capazes de superexpressar DraT e DraG a partir do 

promotor nifH. Ao contrário do observado em A. brasilense, nenhuma modificação de 

NifH foi observada antes da adição do estímulo negativo em células 

superexpressando DraT. Uma possível explicação para esta diferença seria de que 

os níveis de expressão de DraT em A. brasilense foram maiores do que em R. 

rubrum, com isso, um possível regulador negativo (ou atividade de DraG) não seria 

capaz de bloquear o excesso de DraT. A superexpressão de DraG em R. rubrum 

resultou em ausência total de ADP-ribosilação de NifH em resposta a adição de 
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amônio ao meio, este resultado é similar aos dados deste trabalho, porém, uma 

modificação parcial de NifH foi observada em A. brasilense (Figura 32).  

A superexpressão simultânea de ambas as enzimas DraT e DraG em A. 

brasilense restaura a regulação normal da nitrogenase, o mesmo ocorre em R. 

rubrum. Foi sugerido que um balanço de concentração de DraT e DraG seria 

neces

unda hipótese em A. brasilense: (1) A. brasilense superexpressando 

DraT apresenta ADP-ribosilação apenas parcial de NifH, sugerindo que DraT está 

almente modificada. (2) A. brasilense 

rte 

sário para a regulação da atividade destas enzimas possivelmente devido a 

interações diretas entre DraT e DraG em R. rubrum (GRUNWALD et al., 1995). 

Outra possível explicação seria que as enzimas DraT e DraG superexpressas são 

parcialmente reguladas, criando um ciclo fútil de modificação de NifH e gerando um 

fenótipo selvagem de desligamento/religamento da nitrogenase. Várias evidências 

favorecem a seg

ativa antes da adição de amônio. Se a superexpressão de DraT inibisse diretamente 

a atividade de DraG, NifH deveria estar tot

superexpressando DraG apresentou ADP-ribosilação parcial da nitrogenase após 

adição de amônio as células, sugerindo que DraT está sendo normalmente regulada 

nestas condições, se a superexpressão de DraG inibisse DraT, o processo de ADP-

ribosilação de NifH seria totalmente interrompido. (3) Modificação  parcial da NifH foi 

observada em células superexpressando DraT e DraG antes da adição de amônio. A 

hipótese proposta é que ambas as enzimas estariam ativas antes da adição de 

amônio ocasionando um ciclo fútil de modificação de NifH. A modificação parcial 

observada provavelmente se deve ao fato de que DraT deve estar sendo expressa 

em níveis mais elevados que DraG uma vez que DraT está sob controle do sítio fo

de início de tradução do vetor pET28a, ao passo que DraG está sob controle do 

próprio sítio de início de tradução. (4) Interações entre DraT e DraG não foram 

observadas em experimentos de co-precipitação (item 5.13). 
 O fato da superexpressão de DraG resultar em desligamento parcial da 

nitrogenase sugere a titulação de um regulador negativo nestas condições, 

possivelmente da proteína GlnZ, uma vez que a proteína GlnZ foi sugerida como 

regulador de DraG (KLASSEN et al., 2001). A superexpressão de DraT resulta em 

ADP-ribosilação parcial constitutiva de NifH sugerindo também a titulação de um 

regulador negativo.  
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6.4 Papel das proteínas GlnB, GlnZ e AmtB na regulação de DraT e DraG 
Apesar de vários trabalhos anteriores terem concluído que as proteínas da 

família

ão do complexo AmtB-

cas referentes à proteína NifH-ADP-ribosilada puderam ser 

bservadas (Figura 43). Este resultado sugere que na ausência da proteína AmtB, 

 PII e AmtB estão envolvidas na regulação de DraT e DraG em diversos 

organismos, até então não havia nenhum estudo indicando como tal regulação 

poderia ocorrer. Com a finalidade de esclarecer este ponto, foram estabelecidas as 

condições experimentais para acessar os ciclos de modificação pós-traducional das 

proteínas NifH, GS, GlnB e GlnZ em A. brasilense em resposta a um choque de 

amônio. Os resultados aqui descritos mostram que a modificação pós-traducional 

destas proteínas e a ligação de GlnB e GlnZ à membrana estão sincronizados 

(Figura 35). Mutantes cromossomais glnB e glnZ de A. brasilense apresentaram uma 

modificação pós-traducional da proteína NifH, em resposta a amônio, diferente da 

observada na estirpe selvagem, porém, outras respostas induzidas por amônio como 

a adenililação da enzima GS e a ligação à membrana da proteína da família PII 

também foi drasticamente alterada (Figuras 38 e 40). Devido aos efeitos 

pleiotrópicos apresentados pelos mutantes glnB e glnZ fica impossível distinguir se a 

alteração no perfil de modificação da proteína NifH é decorrente de efeitos diretos ou 

indiretos da ausência das proteínas PII.

Como previamente reportado em R. capsulatus e Azoarcus sp., foi concluído 

que a proteína AmtB também é necessária para a modificação da proteína NifH 

induzida por amônio em A. brasilense (Figura 42). A ausência da proteína AmtB não 

alterou o perfil de modificação das proteínas GS, GlnB e GlnZ indicando que, nas 

condições experimentais utilizadas, a captação de amônio não é significativamente 

alterada na ausência da proteína AmtB (Figura 42). Em E. coli a atividade da 

proteína AmtB somente é necessária quando a concentração de amônio no meio 

externo é menor do que  50 μM, além disso, em concentrações mais elevadas de 

amônio, a atividade da proteína AmtB é inibida pela formaç

GlnK (JAVELLE et al., 2004). Sendo assim, é bem provável que, nas condições 

utilizadas neste trabalho (choque de amônio  200μM em A. brasilense), o amônio 

entre nas células por vias de transporte alternativas, como por exemplo, simples 

difusão através da membrana. 

Quando o mutante amtB foi submetido a um forte choque de amônio (NH4Cl 

20 mM), bandas fra

o
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DraT está sendo normalmente ativada em resposta a amônio e que a modificação 

parcia

de forma indireta devido a interações com as 

proteín

s proteína-proteína. Sendo assim, foi investigada a 

formaç

l da proteína NifH observada seja resultado da incapacidade de desligar DraG 

após o choque de amônio, levando a um ciclo fútil de ADP-ribosilação da proteína 

NifH. Esta hipótese está de acordo com dados já publicados, a ausência do ativador 

transcricional NtrC impede a modificação da proteína NifH após a adição de amônio 

(ZHANG et al., 1994). Como a expressão do gene amtB depende da proteína NtrC 

(VAN DOMMELEN et al., 1998), é bem provável que o fenótipo do mutante ntrC seja 

devido à ausência da proteína AmtB. É importante notar que no mutante ntrC DraG 

não está sujeita a regulação, uma vez que um duplo mutante ntrC draG é capaz de 

modificar NifH em resposta a adição de amônio, indicando que DraT é normalmente 

regulada (ZHANG et al., 1994).  

Os resultados descritos neste trabalho mostram claramente que as proteínas 

GlnB, GlnZ e DraG associam-se reversivelmente e de forma AmtB-dependente com 

a fração de membrana após a adição de amônio às células (Figuras 35 e 41). A 

dependência da proteína AmtB na associação de DraG à membrana após o choque 

de amônio poderia ocorrer por interação direta entre AmtB e DraG. Alternativamente, 

DraG poderia se ligar à proteína AmtB 

as da família PII, GlnB e/ou GlnZ, em um complexo de 3 proteínas. Os 

resultados obtidos mostraram que a ligação de DraG à membrana só ocorre na 

presença de GlnB ou GlnZ (Figura 45). Estas observações permitem sugerir que a 

proteína AmtB esteja funcionando como ponto de acoragem para o complexo DraG-

PII na membrana citoplasmática.  

Devido aos vários efeitos pleiotrópicos apresentados pelos mutantes glnB e 

glnZ é impossível distinguir se o diferente padrão de modificação de NifH e ligação 

de DraG à membrana (Figuras 38 e 40), seja causado por efeitos diretos ou indiretos 

das respectivas mutações. Além disso, os ensaios empregados não permitem 

distinguir se os fenótipos observados refletem alterações na atividade de DraT, DraG 

ou ambas.  

As proteínas da família PII tipicamente regulam a atividades de outras 

proteínas através de interaçõe

ão de possíveis complexos entre as proteínas PII (GlnB e GlnZ) com as 

enzimas DraT e DraG. A formação de tais complexos foi verificada através da 
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técnica de co-precipitacão (“pull-down”) utilizando-se versões das enzimas DraT e 

DraG com uma cauda de 6 histidinas na região N-terminal (His-DraT e His-DraG). 

Os resultados obtidos indicam que a enzima DraG liga-se especificamente à 

proteína GlnZ in vivo e que a formação do complexo independe do estado de 

uridililação de GlnZ (Figura 47). Este resultado sugere que a ligação de DraG à 

membrana de forma dependente da proteína AmtB seja mediada pela proteína GlnZ 

devido à formação de um complexo ternário DraG/GlnZ/AmtB. Este é o primeiro 

trabalho que indica que uma proteína da família Amt pode não só mediar a 

associação de uma proteína da família PII à fração de membrana, mas também 

formar complexos ternários envolvendo proteínas PII e seus alvos, neste caso DraG.  

Os fenótipos apresentados pelos mutantes glnB e glnZ foram diferentes, a 

proteín

ção GlnB-DraG mais fraca e mais susceptível a 

dissoc

s de “pull-down” apenas quando a proteína DraG é superexpressa 

(dados

a GlnZ não é desuridililada e não se associa à fração de membrana no 

mutante glnB, porém, a proteína GlnB é desuridililada e se associa à fração de 

membrana no mutante glnZ (Figuras 38 e 40). Estes dados direcionam para a 

formação de um modelo no qual a forma desuridililada da proteína GlnZ seria 

necessária para a ligação de DraG à membrana, por interação entre a forma 

desuridililada de GlnZ e DraG. Este modelo é consistente com a ausência de 

modificação da proteína NifH no mutante glnB (Figura 38), uma vez que DraG 

permaneceria no citoplasma e ficaria ativa após o choque de amônio. Na ausência 

de GlnZ, a forma desuridililada da proteína GlnB poderia ser capaz carrear DraG 

para a membrana após a adição de amônio. Esta interação ocorreria somente na 

ausência de GlnZ, sendo a intera

iação durante a preparação das frações celulares. Este modelo explica a 

modificação da proteína NifH observada no mutante glnZ, onde DraG se ligaria à 

membrana após o choque de amônio, porém, devido à menor afinidade do complexo 

GlnB-DraG, DraG não seria detectada na fração de membrana no mutante glnZ 

(Figura 45). De fato, interações entre DraG-GlnB foram observadas em 

experimento

 não mostrados), indicando que tais interações são fracas. Esta situação é 

comparável a interações entre as proteínas PII, GlnK e GlnB, com AmtB em E. coli. 

Neste caso, a proteína GlnK liga-se à fração de membrana de forma dependente de 

AmtB em resposta a um choque de amônio, entretanto, GlnB, a qual tem menor 
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afinidade por AmtB, pode ser encontrada na fração de membrana quando GlnK está 

ausente (JAVELLE et al., 2004; A. DURAND, comunicação pessoal).  

Os resultados descritos até então, sugerem que a enzima DraG seja regulada 

negativamente, de acordo com os níveis de amônio extracelular, pela ligação à 

membrana de forma dependente de GlnZ e AmtB. Estudos recentes em R. rubrum 

indicam que a enzima DraG se liga à fração de membrana de forma dependente das 

proteínas GlnJ e AmtB, estes autores também propõe que DraG seja negativamente 

regulada através da interação com à membrana (WANG et al., 2005). 

Mudanças na localização celular de proteínas foram recentemente descritas 

como um mecanismo importante no controle de diversos processos metabólicos em 

bactér

uridililada devido à titulação da enzima uridililtransferase (GlnD), NifH encontra-se 

ias (SHAPIRO e LOSICK, 2000). A proteína PutA repressora de transcrição do 

operon de utilização de prolina em S. typhimurium (put), encontra-se ligada à 

membrana de acordo com a concentração de prolina intracelular (MURO-PASTOR 

et al., 1997). Em E. coli, na presença de glucose, a proteína repressora MLc liga-se 

ao transportador de glucose PtsG permitindo a desrepressão dos promotores 

regulados por Mlc (TANAKA et al., 2000). Em K. pneumoniae, a proteína repressora 

da transcrição dos genes nif, NifL está associada à membrana sob condições de 

fixação de nitrogênio permitindo a atividade da proteína NifA. Quando as condições 

se tornam desfavoráveis para a fixação de nitrogênio, NifL retorna para o citoplasma 

inibindo a atividade de NifA (KLOPPROGGE et al., 2002). 
Uma outra questão seria como a enzima DraT é ativada com o aumento nos 

níveis de amônio no meio externo. A enzima DraT interage com a proteína GlnB in 

vivo apenas quando as células são submetidas a um choque de amônio (Figura 48). 

Nestas condições, a proteína GlnB está quase que completamente desuridililada, 

sugerindo que em A. brasilense o estado de uridililação de GlnB controla a formação 

do complexo GlnB/DraT.  É importante notar que tal complexo só é formado quando 

os níveis de amônio no meio externo aumentam, condição em que DraT é ativada. 

Sendo assim, é bem provável que a formação do complexo GlnB/DraT resulte na 

ativação de DraT. Esta hipótese é corroborada por estudos genéticos os quais 

indicam que a proteína GlnB é necessária para a ADP-ribosilação da proteína NifH 

induzida por amônio em A. brasilense (KLASSEN et al., 2005) (Figura 38A). Além 

disso, quando a proteína GlnB é superexpressa, e conseqüentemente não é 
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parcialmente modificada mesmo em condições de limitação de nitrogênio (HUERGO 

et al., 2005). Estas observações em A. brasilense são consistentes com trabalhos 

em ou

re a presença 

de um

m a hipótese de que uma 

peque

tros organismos. Em R. rubrum, a expressão de uma forma de GlnB 

constitutivamente desuridililada (GlnB Y51F) leva a modificação completa de NifH 

em condições de fixação de nitrogênio quando DraG não está presente (ZHANG et 

al., 2000). Em R. capsulatus e R. rubrum,  DraT interage com GlnB em um sistema 

de dois híbridos de levedura (PAWLOSKI et al., 2003; ZHU et al., 2006).  

 A enzima DraT está sempre ativa quando purificada, o que suge

 regulador negativo. Os dados deste trabalho confirmam esta hipótese uma 

vez que DraT encontra-se constitutivamente ativa quando superexpressa (item 

5.4.2). Por outro lado, os dados discutidos no parágrafo anterior indicam que DraT 

seria regulada positivamente por interação com GlnB desuridililada. O seguinte 

modelo  poderia integrar as diferentes linhas (Figura 49). É possível que DraT co-

exista em duas conformações distintas, uma ativa e outra inativa. Sob condições de 

fixação de nitrogênio o equilíbrio estaria direcionado para a forma inativa; após a 

adição de amônio, a proteína GlnB desuridililada deslocaria o equilíbrio para a forma 

ativa (Figura 49). Se este modelo for correto, a superexpressão de DraT certamente 

aumentaria a fração da enzima ativa levando a modificação  parcial de NifH antes da 

adição de amônio. A atividade de DraT poderia ser detectada com a enzima 

purificada, como observado. Os seguintes dados suporta

na fração de DraT encontra-se ativa em condições de fixação de nitrogênio: 1) 

A atividade inicial da nitrogenase no mutante draG é cerca de 50% menor que a 

observada na estirpe selvagem (ZHANG et al., 1992); 2) A estirpe draG- apresenta 

bandas bem fracas de NifH-ADP-ribosilada antes da adição de amônio (ZHANG et 

al., 1993).  
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Figura 49 – Modelo proposto para o controle da atividade de DraT 
 
 

A) Condições de fixação de nitrogênio

DRAT
DRAT
DRAT

Ativa Inativa

DRAT
DRAT
DRAT

Ativa Inativa

B) Adição do estímulo negativo

GlnB

X

 

 

De acordo com o modelo, DraT estaria em equilíbrio em duas conformações distintas, uma 
ativa e outra inativa. Em condições de fixação de nitrogênio (A) o equilíbrio estaria 
direcionado para a forma inativa. (B) após a adição de amônio, a proteína GlnB desuridililada 
se ligaria à enzima DraT favorecendo a conformações ativa. Um fator desconhecido (X) 
poderia também deslocar o equilíbrio de DraT para a conformação ativa em resposta a 
anaerobiose. 

 

A enzima DraT foi encontrada parcialmente associada à membrana, este 

adrão não foi alterado após a adição de amônio (Figura 44G) e na ausência de 

lnB, GlnZ e AmtB (dados não mostrados), sugerindo que a ligação à membrana 

ão exerça um papel fisiológico. É possível que a presença da cauda de histidinas 

nha alterado a solubilidade da enzima DraT fazendo com que His-DraT seja 

ncontrada associada à membrana. De fato, os resultados descritos no item 5.4.1, 

dicam que His-DraT é bastante insolúvel quando expressa em E. coli. 

p

G

n

te

e

in
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Os resultados apresentados indicam que DraT interage fisicamente com a 

a à fração de 

embrana de forma AmtB dependente (Figura 41). Os dados experimentais indicam 

que ambas as interações GlnB-DraT e GlnB-AmtB, só ocorrem quando GlnB 

encontra-se desuridililada. É bem possível que DraT e AmtB se liguem a mesma 

face da proteína GlnB (provavelmente no loop-T). Sendo assim, a ligação de GlnB a 

DraT excluiria a ligação de GlnB a AmtB e vice-versa, impedindo a formação de um 

complexo ternário. Esta hipótese é consistente com a ausência de ligação de DraT a 

membrana após um choque de amônio.  

A relevância fisiológica da ligação de uma fração da proteína GlnB à fração de 

membrana após um choque de amônio (Figura 41) permanece desconhecida. Este 

evento não tem nenhuma significância aparente para o processo de controle pós-

traducional da nitrogenase. Além de DraT, a proteína GlnB possui dois outros alvos 

conhecidos em A. brasilense, NifA e NtrB, mas é bem provável que a proteína GlnB 

participe no controle de outras proteínas e enzimas em interações ainda não 

identificadas. Sendo assim, a ligação da proteína GlnB à membrana após um 

choque de amônio poderia produzir 2 efeitos: 1) Reduzir os níveis de GlnB 

desuridililada no citoplasma após um choque de amônio. Esta resposta poderia ser 

importante para o sistema NtrC por exemplo, prevenindo a terminação da transcrição 

de genes NtrC dependentes em resposta a variações pequenas e transitórias nos 

ados experimentais obtidos durante a realização deste trabalho 

permit

s níveis de 

amônio extracelular aumentam, a atividade da enzima GS aumenta os níveis de 

forma desuridililada de GlnB (Figura 48) e que GlnB desuridililada se lig

m

níveis de amônio no meio extracelular. 2) Permitir o seqüestro de proteínas 

complexadas com GlnB desuridililada para a fração de membrana. A ligação de 

algum alvo da proteína GlnB a fração de membrana poderia atuar como um possível 

mecanismo regulatório, como exemplificado pelo caso GlnZ/DraG.  

s dO

iram a proposição de um modelo que explica o papel das proteínas PII (GlnB e 

GlnZ) e AmtB na regulação das enzimas DraT e DraG em resposta a flutuações nos 

níveis de amônio extracelular (Figura 50). Em condições de fixação de nitrogênio, as 

proteínas PII, GlnB e GlnZ, estão totalmente uridililadas e se localizam no 

citoplasma. DraG está no citoplasma em um complexo com a forma uridililada de 

GlnZ. Nestas condições DraG está ativa e DraT está inativa, conseqüentemente NifH 

não está modificada permitindo atividade da nitrogenase. Quando o
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glutam

 DraG à membrana cause a inativação de 

DraG.

 

ina intracelular, causando a desuridililação das proteínas GlnB e GlnZ pela 

enzima GlnD. A forma desuridililada de GlnB associa-se com a enzima DraT 

ativando DraT e causando a ADP-ribosilação de NifH e inativando a nitrogenase. Ao 

mesmo tempo, a desuridililação de GlnZ faz com que o complexo  DraG/GlnZ 

complexo se associe com a proteína de membrana AmtB. A ligação à membrana de 

DraG separa fisicamente a enzima de seu substrato (a forma ADP-ribosilada de 

NifH), inibindo o processo de remoção do grupo ADP-ribose. A simples separação 

física poderia ser suficiente para prevenir que DraG atue sobre NifH-ADP-ribosilada, 

mas também é possível que a ligação de

 Componentes similares como DraT, DraG, AmtB e duas ou mais proteínas da 

família PII estão presentes em vários diazotrofos que exibem controle da nitrogenase 

por ADP-ribosilação da NifH, é bem possível que o modelo descrito neste trabalho 

(Figura 50) possa também ser aplicado em tais organismos.  

 Neste trabalho não foi investigado se DraG também se associa a membrana 

durante a modificação de NifH induzida por anaerobiose. A enzima DraG é 

encontrada na fração de membrana durante preparações celulares em larga escala, 

condições onde as células são submetidas à anaerobiose durante a preparação e 

em que a proteína NifH é encontrada modificada (LJUNGSTROM et al., 1989). 

Portanto, é bem provável que a proteína DraG também seja regulada negativamente 

por associação com a membrana durante o desligamento da nitrogenase induzido 

por anaerobiose. Neste caso, a via de ligação à membrana não envolveria as 

proteínas GlnB, GlnZ e AmtB uma vez que os respectivos mutantes apresentam um 

perfil de modificação da proteína NifH semelhante ao observado na estirpe selvagem 

frente à anaerobiose (Figura 39). 
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Figura 50 – Modelo para regulação das atividades das enzimas DraT e DraG em 
resposta a adição de amônio em A. brasilense. 
 

 
(A) Em condições de fixação de nitrogênio as proteínas PII, GlnB e GlnZ, estão 
completamente uridililadas e localiza

A - Condições de fixação de nitrogênio B – Choque de amônio

AtivaGlnZ

m-se no citoplasma, DraG também está no citoplasma 
m um complexo com a forma uridililada de GlnZ. Nestas condições, DraG está ativa e DraT 
stá inativa, portanto, NifH não está modificada permitindo a fixação biológica de nitrogênio. 

) O aumento nos níveis de amônio extracelular faz com que GlnB e GlnZ sejam 
esuridililadas. A forma desuridililada de GlnB liga-se à enzima DraT, ativando-a. NifH é 
ntão modificada e a atividade da enzima nitrogenase é desligada. Ao mesmo tempo, a 
esuridililação de GlnZ faz com que o complexo DraG/GlnZ se associe a proteína de 
embrana AmtB. A ligação de DraG à membrana potencialmente separa a enzima DraG de 
u substrato citoplasmático NifH ADP-ribosilada inibindo a remoção do grupo ADP-ribose. 
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7. CONCLUSÕES 
 

 

1. A expressão do gene glnB de A. brasilense é regulada pela proteína NtrC, 

sendo que a proteína NtrC atua como repressora do promotor glnBp1 - σ70 e 

como ativadora do promotor glnBp2 - σN. 

 

2. A troca dos resíduos G238E e G240D na proteína NtrC de A. brasilense gera 

formas repressoras da proteína NtrC capazes de ligar ao DNA mas incapazes de 

ativar transcrição de promotores σ
N. Estas mutações explicam as bases 

moleculares para os fenótipos Nif- e Nar- observados nas estirpes FP8 e FP9. 

 

3. A ADP-ribosilação da proteína NifH em resposta a amônio é alterada quando 

as enzimas DraG e DraT são superexpressas separadamente, porém a 

regulação normal é re-estabelecida quando DraT e DraG são superexpressas 

simultaneamente.   

 

4. As proteínas GlnB e GlnZ se ligam à fração de membrana de forma reversível 

e AmtB-dependente após um choque de amônio. 

 

5. A proteína AmtB é necessária para a ADP-ribosilação da proteína NifH em 

resposta a adição de amônio, mas não para a modificação induzida por 

sugerindo que a interação DraT/GlnB resulte na ativação de DraT após um 

choque de amônio.  

 

 

anaerobiose. 

 

6. A atividade da enzima DraG é controlada possivelmente por ligação reversível 

à membrana induzida por amônio de forma dependente de AmtB e GlnZ através 

de um complexo ternário DraG/GlnZ/AmtB. 

 

7. A enzima DraT interage fisicamente com a forma desuridililada de GlnB 
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