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RESUMO 
 
Azospirillum brasilense é uma bactéria fixadora de nitrogênio de vida livre, capaz de 

associar-se a diversas gramíneas e cereais, promovendo crescimento vegetal e 

aumento de produção. A. brasilense apresenta dois genes que codificam proteínas 

do tipo PII: glnB e glnZ. As proteínas PII são proteínas homotriméricas transdutoras 

de sinais que sensoriam os níveis de nitrogênio, carbono e energia na célula e os 

transmitem para outras proteínas, especialmente para aquelas do sistema de 

regulação de nitrogênio, Ntr. A proteína GlnD promove a uridililação de GlnB em 

resposta a baixas concentrações de nitrogênio e o trímero de PII pode ser 

encontrado na forma mono-, di- ou totalmente uridililada. Proteínas PII também são 

capazes de ligar-se ao ATP, ADP e 2-oxoglutarato e de formar heterotrímeros, como 

entre as proteínas GlnB e GlnK de. E. coli. A expressão de glnB e glnZ em A. 

brasilense é induzida em condições favoráveis à fixação de nitrogênio e as proteínas 

codificadas por esses genes controlam a expressão e atividade da nitrogenase neste 

organismo. Estirpes mutantes glnB-  ou glnD- de A. brasilense não são capazes de 

fixar nitrogênio, mesmo quando nifA é expresso constitutivamente. Os resultados 

sugerem que NifA encontra-se inativa nestas estirpes e que GlnB-UMP é necessária 

para ativar NifA. Neste trabalho, a capacidade de GlnB de formar trímeros híbridos 

mono- ou di-uridililados foi avaliada. A proteína GlnB não foi capaz de formar 

trímeros parcialmente uridililados ou heretotrímeros com GlnZ ou GlnZ-UMP. Este 

resultado sugere que as proteínas PII de A. brasilense não interagem entre si para 

modular sua atividade. A capacidade de GlnB ligar-se ao 2-oxoglutarato, ATP, ADP 

e AMP também foi avaliada e os resultados sugerem que GlnB apresenta 3 sítios de 

ligação para 2-oxoglutarato com diferentes afinidades e cooperatividade negativa. 

GlnB também possui alta afinidade de ligação ao ATP e não foi capaz de ligar-se ao 

ADP ou ao AMP na presença de 2-oxoglutarato. Na ausência de 2-oxoglutarato 

houve um aumento da afinidade de ligação de ADP à GlnB. Proteínas mutantes 

GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F de A. brasilense não foram capazes de ativar a 

síntese da nitrogenase neste organismo, indicando que os resíduos mutagenizados 

são importantes para a atividade de GlnB. As proteínas mutantes foram purificadas 

por cromatografia de afinidade em heparina e a formação de trímeros, uridililação 

por GlnD e de ligação ao ATP e 2-oxoglutarato foi avaliada. As proteínas GlnBY51F 

e GlnBV100A, mas não GlnBL13P, apresentaram perfil de migração em gel nativo 



 
 

semelhante ao da proteína selvagem GlnB, indicando que o resíduo L13 é 

importante para a manutenção da estrutura trimérica de GlnB. As proteínas 

GlnBY51F e GlnBL13P não foram uridililadas por GlnD e GlnBV100A apresentou 

taxa de uridililação menor quando comparada à GlnB com somente 25% dos 

monômeros de GlnBV100A uridililados após 60 minutos de reação. A afinidade de  

GlnBV100A e GlnBY51F ao 2-oxoglutarato foi semelhante à da proteína selvagem. 

Porém a substituição V100A levou à queda de afinidade de ligação de ATP, 

sugerindo que o resíduo V100 é importante para a ligação de ATP à proteína GlnB 

de A. brasilense. Os resultados mostram que a substituição de um único resíduo na 

proteína GlnB de A. brasilense é suficiente para alterar sua atividade. 

 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
Azospirillum brasilense is a free-living nitrogen-fixing bacterium, which associates 

with several grasses and cereals and promotes beneficial effects on plant growth and 

crop yield. A. brasilense contains two genes coding for PII like proteins: glnB and 

glnZ. PII proteins are homotrimers which act as signal transducers sensing the 

nitrogen, carbon and energy status and relaying these signals to their targets, 

especially proteins involved in the general nitrogen regulatory (Ntr) system. The GlnD 

protein promotes PII uridylylation at low levels of nitrogen and the trimer of PII can be 

found in the mono-, di- or tri-uridylylated forms. PII proteins are also able to bind 

ATP, ADP and 2-oxoglutarate which signal the energy and carbon content in the cell 

and to form heterotrimer such as those between the GlnB and GlnK proteins of 

Escherichia coli. In A. brasilense the expression of glnB and glnZ are induced under 

nitrogen fixing conditions and the PII proteins control both the expression and the 

activity of the nitrogenase enzyme. glnB - or glnD- mutant strains of A. brasilense are 

not capable of fixing nitrogen even when nifA is expressed constitutively in these 

mutant. The result suggests that NifA was inactive in these strains and that GlnB-

UMP is required for NifA activity. In this work we showed that the GlnB protein of A. 

brasilense is not capable of forming partially uridylylated trimers or heterotrimers with 

GlnZ or GlnZ-UMP. GlnB has 3 binding sites to 2-oxoglutarate with different affinities 

and presenting negative cooperativity. GlnB has high affinity for ATP binding. GlnB 

was not able to bind neither ADP nor AMP in the presence of 2-oxoglutarate. In the 

absence of 2-oxoglutarate GlnB bound to ADP suggesting that 2-oxoglutarate 

modulates ADP binding. The mutant proteins GlnBL13P, GlnBV100A and GlnBY51F 

were not capable of activating NifA in A. brasilense, suggesting that the mutagenised 

residues are important for GlnB activity. All the mutated proteins were purified using 

a heparin column and their ability to form trimeric structures, of being uridylylated by 

GlnD and to bind ATP and 2-oxoglutarate were evaluated. The GlnBY51F and 

GlnBV100A, but not GlnBL13P, had the same electrophoretic profile on NATIVE-

PAGE as wild type GlnB, suggesting that the L13 residue is important to maintain 

GlnB trimeric structure. The GlnBY51F and GlnBL13P proteins were not capable of 

being uridylylated by GlnD and GlnBV100A had a decreased rate of uridylylation 

when compared to the wild type: only 25% of the GlnBV100A trimer were uridylylated 

after 60 minutes. The ability of GlnBY51F and GlnBV100A to bind ATP and 2-

oxoglutarate was evaluated and there was no significant difference of 2-oxoglutarate 



 
 

binding as compared to the wild type GlnB, but ATP binding was altered in 

GlnBV100A mutant, suggesting that the V100 residue is important for ATP binding at 

GlnB. Together the results show that a single substitution in GlnB can alter its 

activity. 

. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Azospirillum brasilense 

 

Azospirillum brasilense é uma bactéria diazotrófica Gram negativa, móvel, 

pertencente a classe α das Proteobactérias (YOUNG et al., 1992). O gênero 

Azospirillum é composto de 8 espécies que incluem A. brasilense, A. lipoferum 

(TARRAND et al., 1978), A. amazonense (MAGALHÃES et al., 1983), A. 

halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A. irakense (KHAMAS et al., 1989), A. 

largimobile (DEKHIL et al., 1997), A. dobereinerae (ECKERT et al., 2001) e A. 

oryzae (XIE e YOKOTA, 2005). As bactérias deste gênero são globalmente 

distribuídas, sendo encontradas na rizosfera e em associação às raízes, caule e 

folhas de uma ampla variedade de plantas (HARTMANN e BALDANI, 2006). 

Bactérias do gênero Azospirillum apresentam capacidade promotora de crescimento 

vegetal, tendo sido descrita a sua associação com diversas variedades vegetais de 

interesse econômico como gramíneas, girassol, arroz, tomateiro, tabaco, abacaxi, 

banana entre outras (BASHAN e HOLGUIN, 1997; WEBER et al., 1999; revisado por 

HARTMANN e BALDANI, 2006). Alguns estudos mostraram que a inoculação de 

sementes com Azospirillum favorecem o aumento no conteúdo de nitrogênio, 

fósforo, potássio e outros minerais nas plantas inoculadas, além de gerar um 

aumento de produtividade de até 30% (DÖBEREINER e PEDROSA, 1987; REDDY 

e LADHA, 2000; DIDONET et al., 2003). Diversos fatores têm sido associados ao 

efeito estimulatório promovido pela interação planta-bactéria (JAIN e PATRIQUIN, 

1984; BODDEY et al., 1986). Além da capacidade fixadora de nitrogênio de 

Azospirillum (DOBEREINER e DAY, 1976), esse microorganismo é capaz de 

produzir substâncias promotoras de crescimento vegetal, como fitormônios, auxinas, 

citocininas e giberelinas (BARBIERI et al., 1993; OKON et al., 1976; BASHAN et al., 

1989 e FAGES et al., 1994). Os fitormônios favorecem o aumento da capacidade de 

absorção de água e nutrientes das plantas inoculadas com Azospirillum, 

possivelmente um resultado de aumento do número e do tamanho de raízes laterais 

e dos pêlos absorventes das raízes (OKON et al., 1994; LIN et al., 1983; revisado 

por STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).  

Azospirillum spp apresenta um genoma complexo, contendo de cinco a sete 

megareplicons que variam de 0,65 a 2,6 Mpb. Estes replicons podem ser 
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considerados cromossomos, uma vez que vários mostraram sinal de hibridização 

com o gene rDNA 16S (MARTIN-DIDONET et al., 2000).   

Azospirillum spp é capaz de utilizar malato, lactato, succinato e piruvato como 

fontes de carbono. Algumas espécies ainda podem utilizar frutose e D-glucose com 

fontes de carbono (DÖBEREINER e PEDROSA, 1987). A incorporação do elemento 

nitrogênio às biomoléculas das bactérias envolve sua assimilação a partir de 

diversas fontes como glutamato, glutamina, íons amônio, nitrogênio atmosférico, 

íons nitrato (NO3 
-) ou íons nitrito (NO2 

-) (REITZER et al., 1996; revisado por 

ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK., 2001). A assimilação e incorporação de 

nitrogênio de alguma destas fontes, como o nitrogênio atmosférico,  envolve alto 

gasto energético sendo, portanto, altamente reguladas.  Uma das proteínas chave 

no controle da regulação do metabolismo de nitrogênio e carbono em 

Proteobactérias são as proteínas da família PII, que na sua maioria são 

denominadas GlnB e GlnZ/GlnK. 

 

1.1.1 As proteínas da família PII  

 

As proteínas da família PII são transdutoras de sinais amplamente 

distribuídas e conservadas, que atuam no controle de processos metabólicos 

centrais nas bactérias (ARCONDÉGUY et al., 2001; FORCHHAMMER et al., 2008). 

Genes codificadores de proteínas PII foram encontrados em todo o domínio bactéria, 

em arquea e em eucariotos fototróficos, como algas vermelhas e plantas (HSIEH et 

al., 1998; FORCHHAMMER et al., 2008). Na grande maioria dos organismos, exceto 

nas cianobactérias e plantas, foram encontrados dois ou mais genes codificadores 

de proteínas da família PII, denominados glnB, que codifica para GlnB e glnK (em A. 

brasilense denominado glnZ) que codifica para a proteína GlnK (ou  para sua 

ortóloga GlnZ) (DE ZAMAROCZY et al., 1993 e 1996).  

Em geral, a organização estrutural dos operons contendo os genes glnB e  

glnK é bastante conservada. Em todos os membros das α-Proteobactéria o gene 

glnB aparece a montante do gene glnA, que codifica para a glutamina sintetase. Em 

diversos organismos, exceto em A. brasilense e Rhodospirillum rubrum, o gene glnK 

encontra-se localizado a montante do gene amtB, que codifica para o transportador 

de membrana AmtB (ARCONDÉGUY et al, 2001; PERLOVA et al., 2003; DE 
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ZAMAROCZY et al., 1998). Em A. brasilense, o gene glnZ é monocistrônico (DE 

ZAMAROCZY et al., 1998). 

O gene glnB de A. brasilense é expresso a partir de dois promotores 

dependendo da disponibilidade de íons amônio. Na presença de altas concentrações 

de amônio glnB é expresso a partir de um promotor dependente do fator σ70, 

enquanto que sob condições limitantes de amônio glnB é expressa a partir de um 

promotor σ54 dependente do ativador NtrC (DE ZAMAROCZY et al., 1993). Nesta 

condição a expressão de glnB é cinco vezes maior do que na presença de excesso 

de amônio. A expressão do gene glnZ de A. brasilense também é dependente do 

fator σ54 e dependente do ativador de transcrição NtrC, portanto, regulado por 

amônio (item 1.1.2.4) (DE ZAMAROCZY et al., 1998; HUERGO et al., 2003). GlnB 

pode afetar sua própria expressão e a expressão de glnZ uma vez que participa da 

regulação da atividade de NtrB e, consequentemente, de NtrC (DE ZAMAROCZY et 

al., 1998; HUERGO et al., 2003).  

As proteínas PII de A. brasilense, GlnB e GlnZ apresentam 112 resíduos de 

aminoácidos e 81% de similaridade entre si (de ZAMAROCZY et al., 1996). A 

proteína GlnB apresenta uma massa molecular e pI teóricos de 12371,37 daltons e 

6,31, respectivamente, e GlnZ 12272,00 daltons e 6,30 (UniProtKB, 

http://www.uniprot.org/uniprot). Apesar da alta similaridade entre essas proteínas, 

uma é incapaz de substituir funcionalmente a outra. Vários estudos realizados 

mostraram que um mutante glnB-  (7628) de A. brasilense foi capaz de utilizar nitrato 

como fonte de nitrogênio, apresentou redução da taxa de captação de íons 

metilamônio, não apresentou atividade de redução de N2 (DE ZAMAROCZY et al., 

1998) e perdeu o controle pós-traducional da nitrogenase (KLASSEN et al., 2005). 

Por outro lado, um mutante glnZ – de A. brasilense (7611) foi capaz de fixar 

nitrogênio, apresentou um aumento de duas vezes no transporte de metilamônio (DE 

ZAMAROCZY et al., 1998) e deficiência na reativação da nitrogenase (switch-on), 

após adição de íons amônio às culturas desreprimidas (KLASSEN et al., 2001). 

Esses resultados mostram que uma característica comum entre as proteínas PII são 

as suas participações nos processos que requerem sensoriamento dos níveis de 

nitrogênio como: controle de sistemas de captação de fontes alternativas de 

nitrogênio, controle do transporte de amônio, controle do sistema de assimilação do 

amônio e controle transcricional e pós-traducional da nitrogenase.  
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A seguir, serão detalhadas algumas funções das proteínas PII. 

 

1.1.1.1 Estrutura das proteínas do tipo PII 

 

As proteínas do tipo PII apresentam uma sequência de 112 aminoácidos e 

12,4 KDa. Uma importante exceção são proteínas do tipo PII de arquea que 

apresentam nove resíduos a mais em sua estrutura primária (revisado por NINFA e 

ATKINSON, 2000).  

GlnB de E. coli foi a primeira das proteínas do tipo PII a ser cristalizada (CHEAH et 

al., 1994; CARR et al., 1996). As estruturas cristalográficas de diversas proteínas do 

tipo PII já foram resolvidas e todas elas são encontradas como homotrímeros de 

elevada semelhança estrutural (YILDZ et al., 2007). Os monômeros de PII contém 2 

α-hélices e 6 folhas β distribuídas em três motivos: a volta B, compreendendo os  

resíduos 81-92; a volta T, compreendendo os resíduos 46-51; e a volta C, na porção 

C-terminal da proteína (revisado por NINFA e ATKINSON, 2000). A estrutura do 

homotrímero se assemelha a um barril compacto de 30Å de altura, que apresenta 

um canal central, formado por 6 folhas β antiparalelas. Na interface entre os 

monômeros encontra-se uma fenda, sítio de ligação de moléculas efetoras, como 

ATP, MgATP, ADP e, possivelmente, 2-oxoglutarato (XU et al.,1998, 2001; BENELLI 

et al., 2002; YILDIZ et al., 2007). As voltas T são flexíveis e projetam-se para cima 

do barril. A ligação de efetores às proteínas PII pode promover alterações 

conformacionais na volta T, que favorecem a interação com proteínas alvo (JAGGI 

et al., 1996; CARR et al., 1996; JIANG et al 1997; XU et al., 1998). A volta T 

apresenta um resíduo altamente conservado, Tyr 51, que é uridililado em baixos 

níveis de amônio na grande maioria das proteínas PII, com exceção das proteínas 

PII de Streptomyces coelicolor e Corynebacterium glutamicum, onde esse resíduo 

pode ser adenililado, e da PII da cianobactéria Synecococcus sp, que pode ser 

fosforilada no resíduo de serina 49 (HESKETH et al., 2002; STROSSER et al., 2004; 

FORCHHAMMER e TANDEAU de MARSAC et al., 1994; JAGGI et al., 1996). A 

estrutura da proteína de GlnK de E. coli é apresentada na Figura 1. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 1. ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA PROTEÍNA GlnK DE 

do monômero de Gln
estrutura trimérica de GlnK de 
HTTP://www.pdb.org; XU 
rosa, verde e azul, e o ATP em 
FONTE: adaptado de F

ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA PROTEÍNA GlnK DE E. col
do monômero de GlnK de E. coli (XU et al., 1998). Vista lateral (b) e superior (c) da 
estrutura trimérica de GlnK de E.coli co-cristalizada com ATP (PDB: 2 
HTTP://www.pdb.org; XU et al., 1998). As subunidades de GlnK são apresentadas em 
rosa, verde e azul, e o ATP em amarelo. Os loops T, C e B são apresentados

adaptado de Forchhammer (2008).  
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E. coli. Modelo estrutural 
., 1998). Vista lateral (b) e superior (c) da 

cristalizada com ATP (PDB: 2 glnk; 
., 1998). As subunidades de GlnK são apresentadas em 

T, C e B são apresentados. 
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1.1.1.2  Uridililação das Proteínas PII 

 

A uridililação das proteínas PII é uma reação catalisada pela proteína GlnD e 

ocorre em um resíduo altamente conservado, Tyr51, em resposta à variação 

intracelular de amônio. A proteína GlnD é uma proteína bifuncional com atividade de 

uridililtransferase/enzima removedora de uridilil (UTase/UR), e é considerada um 

sensor dos níveis de nitrogênio intracelular, que é refletido pela relação glutamina/2-

oxoglutarato (revisado por MERRICK e EDWARDS, 1995). Em baixos níveis de 

amônio, quando a relação glutamina/2-oxoglutarato é baixa, a proteína PII é 

uridililada no resíduo tirosina 51. De forma contrária, altos níveis de amônio (alta 

relação glutamina/2-oxoglutarato) levam à desuridililação da proteína PII, também 

catalisada por GlnD (ENGLEMAN e FRANCIS, 1978). A uridililação/desuridililação 

de PII é dependente da presença de ATP e 2-oxoglutarato, sendo que a remoção do 

grupamento UMP é estimulada pela presença de glutamina (ENGLEMAN e 

FRANCIS, 1978). 

Genes codificadores de proteínas GlnD foram encontrados em diversos 

organismos e essa proteína parece ser essencial para a viabilidade celular, uma vez 

que ,freqüentemente, não foi possível a obtenção de formas viáveis destes mutantes 

em diversos organismos, como em K. pneumoniae e Corynebacterium glutamicum, a 

não ser que fossem inseridas mutações secundárias espontâneas (EDWARDS e 

MERRICK, 1995; JAKOBY et al., 1999; COLNAGHI et al., 2001). Em E.coli e 

Rhizobium tropici, glnD é monocistrônico e sua expressão é baixa e não regulada 

por íons amônio (KAMBEROV et al., 1994; KIM et al., 1998; O´CONNELL et al., 

1998). Em A. brasilense, glnD também parece ser monocistrônico e de expressão 

relativamente alta, mesmo na presença de amônio (VAN DOMMELEN et al., 2002). 

Embora não tenham sido encontrados sítios de ligação para NtrC a montante do 

gene glnD, a expressão de glnD aumenta na ausência de nitrogênio, sugerindo ser 

dependente do sistema regulação de nitrogênio (Ntr) em A. brasilense (VAN 

DOMMELEN et al., 2002). 

As proteínas GlnD apresentam atividade bem conservada, de modo que glnD 

de A. vinelandii é capaz de complementar um mutante glnD- de E. coli e K. 

aerogenes  e, da mesma maneira, glnD de E. coli foi capaz de complementar um 

mutante glnD- de A. vinelandii (CONTRERAS et al., 1991). Além disso, a proteína 

GlnD de E. coli purificada foi capaz de promover a uridililação e desuridililação in 
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vitro das proteínas GlnB e GlnK de H. seropedicae e GlnB e GlnZ de A. brasilense 

(BONATTO et al., 2008; ARAUJO et al., 2008).  

As proteínas do tipo PII, em geral, podem ser encontradas como trímeros 

livre, mono, di ou tri-uridililados (BONATTO et al., 2008; ARAUJO et al., 2008) e sua 

modificação covalente é importante para direcionar sua interação com proteínas 

alvo, como DraT, DraG, AmtB, NtrB e NifA (HUERGO et al., 2006, 2007 e 2009; 

VAN DOMMELLEN et al., 2002; ZHU et al., 2006). Alguns estudos indicam que o 

trímero de GlnB não precisa estar completamente uridililado para sinalizar os níveis 

de nitrogênio para suas proteínas alvo. Quando as proteínas GlnB não modificada, 

GlnB-UMP3 e um mutante GlnB contendo uma deleção da alça T (resíduos 47-53) 

foram misturadas, desnaturadas e renaturadas, foram encontrados trímeros híbridos 

mono, di e triuridililados entre essas proteínas (JIANG et al., 1997). A proteína 

trimérica contendo apenas uma alça T foi capaz de interagir com os alvos de GlnB, 

regulando a atividade de NtrB e de GlnE (ATase) (JIANG et al., 1997).  

A uridililação das proteínas GlnB e GlnZ de A. brasilense foi extensamente 

estudada (ARAÚJO et al., 2008). Quando as proteínas PII de A. brasilense são 

uridililadas por GlnD deste organismo, a uridililação de GlnZ é mais lenta quando 

comparada à GlnB e sempre é parcial, mesmo após uma hora de incubação na 

presença de 100 nmol/L de GlnD. Nas mesmas condições experimentais, a 

uridililação total de GlnB ocorreu após 30 minutos de reação  (ARAÚJO et al., 2008). 

Esse fenômeno também foi observado quando GlnZ foi uridililada pela proteína GlnD 

de E. coli purificada (ARAUJO et al., 2008). De forma semelhante, a proteína GlnK 

de E. coli também sofreu uridililação parcial com um máximo de 2,5 monômeros 

uridililados (ATKINSON e NINFA, 1999).  A proteína GlnB de H. seropedicae 

também é uridilada mais eficientemente do que GlnK, embora, diferentemente de E. 

coli e A. brasilense, sua uridililação seja total (BONATTO et al., 2007).  

Quatro bandas podem ser resolvidas em um gel de eletroforese nativo do 

produto de uridililação parcial da proteína PII. Estas bandas correspondem ao 

trímero livre, e as formas mono, di e tri-uridililadas. O acréscimo de um resíduo UMP, 

carregado, leva a um aumento de migração do trímero no gel nativo 

(FORCHHAMMER, 1994). Esse perfil foi evidenciado na uridililação de GlnZ. 

Entretanto, ele não foi observado na uridililação parcial de GlnB de A.brasilense. 

Nesta proteína somente foram evidenciadas a presença de duas bandas (HUERGO 

et al., 2006; ARAUJO et al., 2008). Os autores sugeriram, então, que a uridililação 
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de GlnB ocorreria de forma cooperativa, como em E. coli, de forma que a adição de 

um primeiro grupamento UMP levasse à rápida adição dos outros dois grupamentos, 

não podendo serem identificadas pelo método empregado as formas mono e di-

uridililadas (HUERGO et al., 2006; ARAUJO et al., 2008).  

Huergo e colaboradores (2006) mostraram que a adição de amônio às 

culturas de A. brasilense crescidas em condições de fixação de nitrogênio leva à 

rápida desuridililação das proteínas PII, GlnB e GlnZ. Esse processo ocorre de forma 

mais rápida para a proteína GlnZ, e a desuridililação de GlnB não foi completa. Após 

o consumo do amônio adicionado, as proteínas PII são novamente uridililadas. A 

desuridililação de GlnZ ocorreu 12 minutos após a adição de amônio (200 µmol/L) e 

foi completa após 20 minutos, enquanto que a desuridililação de GlnB se iniciou 15 

minutos após o consumo de amônio, mas não foi completa mesmo após 20 minutos. 

A diferença na taxa de uridililação e desuridililação entre as proteínas do tipo PII de 

A. brasilense pode ser importante para a função dessas proteínas.  

 

1.1.1.3 Ligação de moléculas efetoras às proteínas PII 

 

As proteínas PII são transdutoras de sinais de carbono, amônio e energia, 

que, na célula, correspondem à concentração de 2-oxoglutarato, glutamina e 

ATP/ADP, respectivamente (ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). Em altos 

níveis de amônio, a concentração de glutamina aumenta, enquanto que a 

concentração de 2-oxoglutarato diminui. Em baixos níveis de amônio o inverso 

ocorre: aumenta a concentração de 2-oxoglutarato, enquanto ocorre diminuição da 

concentração de glutamina (KUSTU et al., 1984; SENIOR et al., 1975). As 

interações das proteínas do tipo PII com suas moléculas alvo respondem e 

dependem da variação da concentração destes sinais (ARCONDÉGUY, JACK e 

MERRICK, 2001). 

A concentração de glutamina intracelular é sensoriada por GlnD que promove 

a uridililação de PII (KAMBEROV et al., 1995). Em baixos níveis de glutamina, a 

atividade transferásica de GlnD é acionada e PII é uridililada. Em altos níveis de 

glutamina, GlnD interage com este metabólito, ativando a remoção do grupamento 

UMP de PII. A uridililação de PII depende da presença ATP e 2-oxoglutarato em E. 

coli, A. brasilense e H. seropedicae, entre outros (KAMBEROV et al.,1995; ARAÚJO 

et al., 2008; BONATTO et al., 2007). 
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Ao contrário da glutamina, os sinais intracelulares de carbono são 

sensoriados diretamente pela ligação de 2-oxoglutarato à PII (KAMBEROVet al., 

1995). Embora a variação dos níveis intracelular de 2-oxoglutarato em resposta às 

variações de nitrogênio (faixa 0,1- 0,9 mmol/L) não chegue a influenciar a 

modificação covalente de PII por GlnD (SENIOR, 1975; KAMBEROV et al., 1995), a 

ligação deste efetor a PII modula a sua interação direta com proteínas alvo, como 

NtrB (JIANG et al., 1998). 

Em E. coli, a proteína PII apresenta 3 sítios de ligação para 2-oxoglutarato e 3 

sítios de ligação para ATP (JIANG e NINFA, 2007). A ligação destas moléculas à 

GlnB ocorre de maneira sinérgica. Três moléculas de ATP ligam-se fortemente à PII, 

embora sua afinidade seja reduzida em baixos níveis (50 µmol/L) de 2-oxoglutarato 

(Kd1=5 µmol/L, Kd2=53 µmol/L, Kd3= 1000 µmol/L), quando compara à sua ligação 

em altos níveis (2 mmol/L) deste composto (Kd1=0,36 µmol/L, Kd2=30 µmol/L, Kd3= 

300 µmol/L) (JIANG e NINFA, 2007). Estudos recentes mostraram que o ADP 

também é capaz de se ligar à PII e parece competir pelo mesmo sítio de ligação de 

ATP. Desta maneira, PII poderia atuar, também, monitorando os níveis energéticos 

na célula (JIANG e NINFA, 2007). Quando a ligação de 2-oxoglutarato à PII foi 

avaliada na presença de ATP, três sítios de ligação foram encontrados, com 

afinidades de Kd1=12 µmol/L, Kd2=120 µmol/L, Kd3= 5000 µmol/L, desta forma, 

quando uma primeira molécula de 2-oxoglutarato liga-se fortemente à GlnB, essa 

ligação promove uma forte cooperatividade negativa para a ligação de uma segunda 

molécula de 2-oxoglutarato (JIANG e NINFA, 2007). A ligação de 2-oxoglutarato 

promove alterações conformacionais em GlnB regulando sua interação com 

diferentes alvos celulares, como as proteínas ATase e NtrB (JIANG et al., 1998, 

1999, JIANG e NINFA, 2007). Baixos níveis de 2-oxoglutarato favorecem a interação 

GlnB-NtrB, independentemente da uridililação de GlnB (JIANG et al., 1998). 

Entretanto, quando GlnB encontra-se saturada com 2-oxoglutarato, ela é incapaz de 

interagir com NtrB, mostrando que o sinal de carbono também direciona a interação 

de PII com proteínas alvo (NINFA e ATKINSON, 2000).  

Glutamina, 2-oxoglutarato e GlnB também participam do controle da atividade 

de GS (glutamina sintetase) por adenililação em E. coli (JIANG et al., 1998c). A 

proteína GlnB não modificada ativa a transferência de um grupamento adenilil à GS, 

catalisada por ATase, inativando-a. De forma reversa, a presença de GlnB-UMP (em 

baixos níveis de glutamina) é necessária para estimular a atividade removedora de 
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adenilil da ATase, ativando GS (JIANG et al., 1998c). Além do controle pelo estado 

de uridililação de GlnB, a ligação de 2-oxoglutarato à GlnB impede a sua interação 

com a ATase, inibindo a sua atividade de adenilil transferase (JIANG et al., 1998c). 

A glutamina por si só, mesmo em baixas concentrações, promove a adenililação de 

GS, ligando-se diretamente na ATase e a presença de GlnB é necessária para 

prevenir esse efeito (JIANG et al., 1998c). Desta maneira ocorre a integração de 

sinais metabólicos, sendo que o efeito do carbono pode se sobrepor sobre o efeito 

do nitrogênio em determinadas situações (NINFA e ATKINSON, 2000).  

 

1.1.1.4  Formação de heterotrímeros entre as proteí nas PII 

 

A formação de heterotrímeros entre proteínas PII de E. coli, GlnB e GlnK, foi 

mostrada por Van Heeswijk e colaboradores (2000). Um extrato celular de uma 

cultura crescida em meio contendo baixos níveis de amônio foi submetido à 

eletroforese não desnaturante e análise por imunodetecção de proteínas PII. Foram 

identificadas a presença de bandas de migração intermediárias e distintas da 

migração das formas livres e uridililadas de GlnB ou GlnK, sugerindo a formação de 

trÍmeros híbridos GlnB-UMP/GlnK-UMP (VAN HEESWIJK et al., 2000).  

A formação de heterotrímeros também foi demonstrada in vitro utilizando um 

protocolo de desnaturação e renaturação de proteínas PII (VAN HEESWIJK et al., 

2000). Os resultados mostraram que a taxa de formação de homotrímeros ou 

heterotrímeros entre as proteínas GlnB e GlnK era equivalente e a formação de 

heterotrímeros não é dominante (VAN HEESWIJK et al., 2000). Isso se dá, 

provavelmente, devido à presença, em ambas as proteínas, dos resíduos críticos 

para a estabilização da estrutura trimérica: Val30, Lys34 e Glu32 (VAN HEESWIJK 

et al., 2000). 

A capacidade dos heterotrímeros, comparada ao homotrímero, em ativar a 

proteína GS foi avaliada in vitro (VAN HEESWIJK et al., 2000). A presença de GlnB-

UMP, mas não GlnK-UMP, foi capaz de estimular a deadenililação de GS-AMP, 

ativando-a. Os heterotrímeros GlnB-UMP/GlnK-UMP (nas proporções 1:1, 1:2 e 2:1) 

mantiveram a capacidade de estimular a deadenililação de GS-AMP, embora 

apresentassem menor eficiência comparado ao homotrímero GlnB-UMP. Esses 

resultados levaram os autores a sugerir que a formação de heterotrímeros é 
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necessária para um controle fino da atividade de proteínas alvo, tais como de GS e 

de NtrB (VAN HEESWIJK et al., 2000). 

 A formação de heterotrímeros também foi mostrada quando GlnB de 

Synechococcus foi expressa em E. coli. Esta proteína foi capaz de formar 

heterotrímeros tanto com GlnB, quanto com GlnK de E. coli, embora esses 

heterotrímeros não fossem ativos (FORCHAMMER, 1999). 

  

1.1.2 O metabolismo de Nitrogênio em bactérias 

 

O nitrogênio é elemento fundamental para a síntese de importantes 

biomoléculas, como proteínas e ácidos nucléicos. As bactérias desenvolveram 

mecanismos de utilização de diversas fontes de nitrogênio, como amônio, glutamina, 

glutamato, aminoácidos, NO3
- e NO2

-, além do dinitrogênio atmosférico (REITZER et 

al., 1996). Alguns destes compostos podem ser diretamente assimilados, como é o 

caso da glutamina e glutamato. Outros, como o NO3
-, NO2 e N2 devem ser 

primeiramente reduzidos para, então, serem assimilados (REITZER et al., 1996). A 

seguir, serão apresentados os sistemas de captação de amônio, assimilação de 

dinitrogênio atmosférico (fixação biológica do nitrogênio) e assimilação do amônio 

em bactérias, com foco em A. brasilense. 

 

1.1.2.1  Captação de Amônio 

 

Em condições de baixo nitrogênio, Azospirillum brasilense apresenta um 

sistema capaz de captar traços de íons amônio (NH4
+), de forma dependente de 

energia, e recaptar amônia (NH3) que vaza por difusão pela membrana, a partir do 

interior celular (HARTMANN e KLEINER, 1982). O transportador de amônio, AmtB, 

apresenta grande afinidade por amônio (Km=5 µmol/L) e também é capaz de 

transportar o seu análogo radioativo, metilamônio, embora com menor afinidade 

(Km= 50 µmol/L) (HARTMANN e KLEINER, 1982). 

A inativação de um gene amtB de A. brasilense levou à perda de sua 

capacidade de transportar metilamônio e à deficiência no crescimento em meio 

contendo baixos níveis de nitrogênio (VAN DOMMELEN et al., 1998). Embora o 

crescimento em baixos níveis de amônio fosse deficiente neste mutante, ele não foi 
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completamente inibido, o que levou aos autores a sugerir a presença de um 

segundo transportador de amônio neste organismo (VAN DOMMELEN et al., 1998).  

A proteína AmtB de E. coli apresenta 11 hélices transmembrana que formam 

um canal e uma porção C-terminal, voltada para o meio intracelular (THOMAS et al., 

2000; MARINI e ANDRE, 2000). Em A. brasilense, o modelo estrutural sugere que 

AmtB apresenta 12 hélices transmembranas (VAN DOMMELEN, et al., 1998).  

O gene amtB é monocistrônico e dependente do fator σ54 da RNA polimerase, 

e NtrC fosforilada (VAN DOMMELEN et al., 1998). Diferentemente do que ocorre em 

enterobactérias, o gene amtB de A. brasilense não é co-transcrito com gene de 

proteínas do tipo PII, embora tenha sido mostrado que mutantes glnZ- apresentam 

deficiência no transporte de metilamônio, indicando que esta proteína participa da 

regulação da atividade de AmtB (DE ZAMAROCZY et al., 1998). De fato, foi 

comprovado que tanto a proteína GlnB, quanto a proteína GlnZ de A. brasilense são 

capazes de ligar à membrana celular após choque de amônio, de maneira 

dependente de AmtB  (HUERGO et al., 2006). A ligação de GlnZ à AmtB envolve 

também o sequestro de DraG, proteína envolvida na regulação da atividade da 

nitrogenase por íons amônio (HUERGO et al., 2007). Esse sistema parece estar 

envolvido no controle pós-traducional da nitrogenase, que será visto no item 

1.1.2.4.3. 

O sequestro de proteínas do tipo PII em resposta às variações dos níveis de 

amônio foi primeiramente demonstrado em E. coli e A. vinelandii por Coutts e 

colaboradores (2002), e a ligação de GlnK à AmtB é importante para o controle da 

sua atividade (JAVELLE et al., 2004). Um mutante GlnKY51F, incapaz de ser 

uridililado, não foi capaz de se dissociar de AmtB quando em baixos níveis de 

amônio, sugerindo que a uridililação de GlnK é importante para direcionar a 

interação GlnK-AmtB (JAVELLE et al., 2004). Recentemente, a estrutura 

cristalográfica do complexo AmtB-GlnK foi determinada (CONROY et al., 2007; 

GRUSWITZ et al., 2007). GlnK é capaz de se ligar à AmtB na sua forma trimérica, 

bloqueando o canal de amônio (GRUSWITZ et al., 2007). A interação de GlnK com 

AmtB ocorre via alças T, de modo que quando GlnK encontra-se uridililada, ocorre 

um impedimento estérico para sua ligação à AmtB (GRUSWITZ et al., 2007). A 

interação de GlnK-AmtB também é regulada pelos níveis de 2-oxoglutarato e pela 

relação ATP/ADP, conforme descrito no item 1.1.2.4.3  (GRUSWITZ et al., 2007).  A 

ligação de proteínas PII com o transportador de amônio AmtB foi demonstrada em 
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outros organismos como em Corynebacterium glutamicum,  R. rubrum,  Bacillus 

subtilis,  R. capsulatus (BECKERS et al., 2005; ZHANG et al., 2006; HEINRICH et 

al., 2006, TREMBLAY et al., 2007).  

 

1.1.2.2 Fixação Biológica de Nitrogênio 

 

A fixação biológica do nitrogênio é o processo que permite a utilização direta 

de dinitrogênio atmosférico para a incorporação deste elemento às biomoléculas. O 

dinitrogênio constitui cerca de 80% do ar atmosférico. Apesar desta abundância, 

somente alguns procariotos, denominados diazotrofos, são capazes de utilizá-lo 

diretamente (POSTGATE, 1987).  

Azospirillum brasilense é capaz de fixar nitrogênio sob condições de 

microaerofilia e baixos níveis de nitrogênio (DÖBEREINER e DAY, 1976). Esse 

processo é catalisado pelo complexo da nitrogenase (EADY, 1986; POSTGATE, 

1982). 

 

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

 

O complexo da nitrogenase é composto por duas metaloproteínas: a 

dinitrogenase redutase (proteína Fe ou NifH), produto do gene nifH, e pela 

dinitrogenase, chamada proteína MoFe ou NifDK, produto dos genes nifDK 

(SCHRANK et al., 1987; FANI et al., 1989; DIXON e KAHN, 2004). A dinitrogenase 

redutase é um dímero γ2 que possui um núcleo 4Fe-4S ancorado entre as 

subunidades γ. Este núcleo faz a transferência de elétrons de um doador até a 

proteína FeMo, com gasto de 2 ATP por elétron transferido.  A proteína FeMo (ou 

NifDK) é um tetrâmero α2β2  que contém quatro centros metálicos: sendo 2 centros P 

(Fe8-S7) e 2 cofatores FeMo (MoFe7S9-homocitrato) (POSTGATE, 1987) (Figura 2, 

a). O mecanismo da redução de dinitrogênio pela nitrogenase foi elaborado baseado 

nos estudos da nitrogenase em Klebsiella pneumoniae e A. vinelandii (Figura 2, b). 

Após a ligação de duas moléculas de MgATP, NifH sofre uma mudança 

conformacional que altera o potencial de oxi-redução do núcleo [Fe4S4] e promove 

sua associação com a proteína NifDK (ASHBY e THORNELEY, 1987). A interação 

NifH-NifDK permite a transferência de um elétron de NifH para o cofator FeMo da 

proteína NifDK (LOWE et al., 1993) e a hidrólise das duas moléculas de MgATP 

nitrogenase 
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ligadas a NifH, com liberação de fosfato inorgânico. A proteína NifH oxidada e ligada 

a MgADP se dissocia de NifDK. O ciclo reinicia com a redução de NifH por um 

doador de elétrons (uma ferrodoxina ou flavodoxina) substituindo o MgADP 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). A Figura 2 (a) mostra a estrutura do complexo NifH-NifDK da nitrogenase de 

A. vinelandii, e a Figura 2 (b) apresenta o ciclo catalítico da nitrogenase. 

Devido à presença dos núcleos metálicos que funcionam como centros redox 

doadores de elétrons, as nitrogenases contendo ferro, molibdênio ou vanádio (no 

caso das nitrogenases alternativas presentes em Azotobacter vinelandii e 

Rhodobacter capsulatus) são extremamente sensíveis ao oxigênio (HOWARD e 

REES, 1996). O nível celular ótimo para que ocorra a fixação de nitrogênio está na 

faixa de 0,2 kPa de oxigênio dissolvido (revisado por HARTMANN e BALDANI, 

2006). Uma mudança na concentração de oxigênio dissolvido em torno de 2 kPa é 

capaz de promover rápida inibição da atividade da nitrogenase, a qual é restaurada 

quando as condições de microaerofilia são restabelecidas (revisado por HARTMANN 

e BALDANI, 2006). 

As nitrogenases apresentam baixa especificidade, podendo reduzir diversos 

compostos com dupla ou tripla ligação, como ácido cianídrico, ácido hidrazóico, 

óxido nitroso e acetileno. Essa capacidade é útil para a determinação de sua 

atividade (POSTGATE, 1987). 

A atividade e expressão da nitrogenase são extremamente reguladas pelos 

níveis de oxigênio e de amônio intracelulares. 
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FIGURA 2. ESTRUTURA E CICLO CATALÍTICO DA NITROGENASE EM A. brasilense. Estrutura do 
complexo da nitrogenase de A. vinelandii contendo as proteínas Fe (NifH) e FeMo (NifDK) 
(a). Ciclo de associação/dissociação da proteína Fe à proteína FeMo com conseqüente 
redução de suas subunidades (b). A proteína Fe é apresentada em azul e FeMo em rosa e 
laranja. FONTE: adaptado de Dixon e Kahn (2004).   
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1.1.2.3 Assimilação de amônio  

 

Dois caminhos são utilizados em bactérias para a assimilação do amônio 

captado, ou formado após redução do dinitrogênio atmosférico: via da glutamina 

sintetase/glutamato sintase (GS/GOGAT) (1) que ocorre em baixas concentrações 

de amônio e é a principal via de assimilação, e a via da glutamato desidrogenase 

(GDH) (2) que ocorre na presença de altos níveis de amônio (MERRICK e 

EDWARDS, 1995). A primeira via é aquela predominante em A. brasilense (OKON 

et al., 1976). As reações catalisadas pelo sistema GS/GOGAT consistem de duas 

reações, sendo a primeira catalisada por GS (1,a) e a segunda (1,b) por GOGAT , 

enquanto que a reação catalisada por GDH é apresentada em (2) (WESTBY et al., 

1987).  

 

(1) NH4
+ + L-glutamato + ATP → L-glutamina + ADP +Pi    (a) 

L-glutamina + α-oxoglutarato +NADPH → 2-L-glutamato + NADP+           (b) 

 
(2) NH4

+ + α-oxoglutarato + NAD(P)H ↔ glutamato + NADP+ 

 

 

A glutamato sintase é produto dos genes gltDB, enquanto que a glutamina 

sintetase é produto do gene glnA que faz parte do operon glnBglnA em A. brasilense 

(BOZOUKLIAN e ELMERICH, 1986; BOZOUKLIAN, FOGHER e ELMERICH, 1986; 

DE ZAMAROCZY, DELORME e ELMERICH, 1990).  

A expressão de glnA de A. brasilense pode ocorrer a partir do seu próprio 

promotor, regulado por nitrogênio, ou pode ser expressa a partir dos dois promotores 

de glnB, dependentes de σ70 ou σ54 (DE ZAMAROCZY et al., 1990 e 1993; HUERGO 

et al., 2003). Em vários organismos, incluindo E. coli, a glutamina sintetase é uma 

enzima dodecamérica, com dois anéis hexagonais sobrepostos. Cada monômero 

apresenta massa molecular de 55kDa (YAMASHITA et al., 1989). A atividade de GS 

pode ser controlada pós-traducionalmente de acordo com os níveis de nitrogênio 

fixado (SHAPIRO e STADTMAN, 1968). Em condições de excesso de nitrogênio, um 

grupamento adenilil é adicionado ao resíduo Tyr 397 dos monômeros de GS e sua 

atividade é inibida (SHAPIRO e STADTMAN, 1968). A inativação sequencial de cada 
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monômero permite um controle progressivo da atividade de GS, dependente das 

concentrações de amônio (SHAPIRO e STADTMAN, 1968). Em baixos níveis de 

nitrogênio ocorre remoção do grupamento AMP e a atividade de GS é restabelecida. 

A modificação da GS em E. coli é catalisada pela proteína ATase, ou GlnE, uma 

proteína monomérica de 115KDa, produto do gene glnE (STADMANN, 1990). Essa 

proteína apresenta uma atividade bifuncional transferásica/removedora de resíduos 

adenilil à GS, sendo que estas ocorrem em sítios catalíticos distintos (JAGGI et al., 

1997). A adição do grupamento adenilil envolve o gasto de ATP e a remoção deste 

grupamento envolve liberação de ADP (revisado por ARCONDÉGUY, JACK e 

MERRICK, 2001). Em E. coli as proteínas GlnB e GlnK atuam regulando a atividade 

de GS. Em baixos níveis de amônio GlnB-UMP interage com GlnE, promovendo a 

desadenililação de GS e sua ativação (JIANG, PELISKA, e NINFA, 1998c). Em altos 

níveis de amônio, portanto presença de glutamina, GlnB desuridililada estimula a 

atividade removedora de adenilil de GlnE, inativando GS (JIANG, PELISKA, e 

NINFA, 1998c). GlnK também é capaz de regular GS em E. coli, embora apresente 

menos eficiência quando comparada à GlnB, o que sugere que quando GlnB está 

presente in vivo, GlnK possa não exercer papel significativo na regulação da 

atividade de GS (ATKINSON e NINFA, 1999; VAN HEESWIJK et al., 1996). 

Em A. brasilense glnA parece ser essencial, uma vez que não foi possível a 

obtenção de formas viáveis de mutantes neste gene (BOUZOKLIAN e ELMERICH, 

1986). Neste organismo, as proteínas PII parecem não exercer controle sobre a 

atividade de GS e o gene que codifica para a enzima GlnE foi recentemente 

encontrado (DE ZAMAROCZY et al., 1990 e 1993, VAN DOMMELLEN et al., 2009).  

 

1.1.2.4 Sistema de regulação de nitrogênio (Ntr) 

 

Na grande maioria das proteobactérias e nas enterobactérias, a expressão 

dos genes que controlam a assimilação e catabolismo do nitrogênio são reguladas 

por um sistema regulatório central, denominado, sistema Ntr. Participam desse 

sistema as proteínas GlnD, GlnB, GlnK (ou GlnZ), NtrB e NtrC (STEENHOUDT e 

VANDERLEYDEN, 2000).  
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1.1.2.4.1 Regulação da atividade de NtrC 

 

O modelo de regulação pelo sistema Ntr mais conhecido é o das 

enterobactérias (ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). A ativação e a inibição 

da expressão dos genes dependentes do fator σ54 da RNA polimerase são reguladas 

pelo ativador transcricional NtrC (MORETT e SEGOVIA, 1993). Esta proteína faz 

parte de um sistema de dois componentes e sua atividade é regulada por 

fosforilação/defosforilação, catalisadas por NtrB. NtrC apresenta 3 domínios: o 

domínio C-terminal é o sítio de ligação ao DNA, um domínio central, relacionado 

com a ativação de transcrição por contato com σ54, e um domínio N-terminal 

regulatório que apresenta um resíduo Asp-54 altamente conservado em proteínas 

pertencentes às do sistema de dois componentes (STOCK, NINFA e STOCK, 1989; 

PARKINSON e KOFOID, 1992). Esse resíduo sofre fosforilação/defosforilação por 

NtrB dependendo dos níveis de nitrogênio. Em altos níveis de nitrogênio a proteína 

NtrC encontra-se na forma dimérica e livre, estado mantido pela atividade fosfatase 

de NtrB. Em baixos níveis de nitrogênio ocorre a fosforilação e ativação de NtrC, 

catalisada por NtrB (KEENER e KUSTU, 1988; VOLKMAN ET AL., 1995; WEISS et 

al.,1988). A fosforilação de NtrC favorece a sua oligomerização, ligação ao DNA e 

ativação da transcrição de genes dependentes de NtrC (KEENER e KUSTU, 1988; 

WEISS et al., 1992; WYMAN et al., 1997). Muitos promotores dependentes desta 

proteína apresentam múltiplos sítios de ligação de NtrC para facilitar sua 

olimerização, que é essencial para a ativação de transcrição dos genes dependentes 

de σ54
 (WYMAN et al., 1997).  

A proteína NtrB apresenta 3 domínios: um domínio N-terminal de transdução de 

sinal, um domínio central de dimerização, e um domínio C-terminal com atividade de 

quinase (NINFA, 1996; PARKINSON e KOFOID, 1992). O controle das atividades de 

NtrB é feito pela proteína GlnB (PIOSZAK, JIANG e NINFA, 2000). Na presença de 

GlnB e ATP, ou seja, em altos níveis de amônio, a atividade de fosfatase de NtrB é 

ativada levando à remoção do grupamento fosfato de NtrC, inativando-a. Em baixos 

níveis de amônio GlnB-UMP não é capaz de interagir com NtrB que fosforila NtrC, 

ativando-a (revisado por ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). A proteína NtrC 

fosforilada ativa a transcrição de genes envolvidos na assimilação de fontes 
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alternativas de nitrogênio (revisado por ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). 

O modelo desta regulação é apresentado na Figura 3.  

 

 

 

 

 
 
FIGURA 3.  REGULAÇÃO DA ATIVIDADE DE NtrC EM RESPOSTA AOS NÍVEIS DE NITROGÊNIO. 

Em baixos níveis de nitrogênio a proteína GlnD promove a uridililação de GlnB. Nesta 
forma, GlnB-UMP é incapaz de interagir com NtrB, que assume sua atividade de 
quinase, fosforilando e ativando NtrC. De maneira reversa, em altos níveis de nitrogênio 
a proteína GlnB é desuridililada por GlnD e dessa forma é capaz de interagir com NtrB, 
ativando sua atividade de fosfatase que remove um grupamento fosfato de NtrC, 
inativando-a (revisado por ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). FONTE: A autora 
(2009). 

 

Outro par de proteínas regulatórias envolvidas com o metabolismo de 

nitrogênio e também pertencentes à família de sistema de dois componentes foi 

encontrado em A. brasilense: as proteínas NtrX/NtrY (MACHADO et al., 1995; 

ISHIDA et al., 2002). A proteína NtrX assemelha-se a NtrC, enquanto que NtrY 

assemelha-se à NtrB. Em A. brasilense os genes que codificam proteínas NtrXY 

estão localizados a jusante do operon que contém os genes ntrBC e não foi possível 

a obtenção de mutantes insercionais em ntrXY, o que sugere que eles são 

essenciais para a viabilidade celular neste organismo (VITORINO et al., 2001; 



Introdução   35 
 

ISHIDA et al., 2002). Essas proteínas foram capazes de substituir NtrB/NtrC na 

ativação da expressão de proteínas envolvidas na utilização de nitrato, mostrando 

que em algumas situações, NtrXY pode substituir NtrBC, mas sua participação no 

sistema regulatório de nitrogênio em A. brasilense ainda não foi esclarecida. Em 

Azorhizobium caulinodans, os genes ntrXY foram isolados e são co-transcritos a 

partir de um promotor dependente de NtrC (PAWLOWSKI et al., 1991). Neste 

organismo um mutante ntrC- ou ntrX- foram incapazes de ativar a expressão de nifA. 

Os resultados indicam que, em A. caulinodans, as proteínas do sistema NtrX/NtrY 

participam do metabolismo de nitrogênio (PAWLOWSKI et al., 1991).  

 

1.1.2.4.2 Regulação transcricional dos genes nif 

 

Em todas as bactérias Gram negativas fixadoras de nitrogênio, como A. 

brasilense, a expressão dos genes nif, responsáveis pela síntese da nitrogenase, é 

dependente do fator σ54
 da RNA polimerase e da proteína NifA, produto do gene nifA 

(STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000). Nestes organismos, os genes nif 

apresentam promotores do tipo -24/-12, reconhecidos pelo fator σ54 e, a montante 

destes, apresentam sequências ativadoras (UAS), que são sítios de ligação da 

proteína ativadora de transcrição NifA. Assim como NtrC, NifA apresenta 3 domínios 

característicos de proteínas ativadoras de transcrição dependentes de σ54: um 

domínio do tipo hélice-volta-hélice de ligação ao DNA; um domínio central de ligação 

do fator σ54 e ATP, e uma porção amino-terminal, menos conservada, que controla a 

atividade da proteína. Após a ligação da proteína NifA às regiões UAS, ocorre sua 

interação com a RNA polimerase e a hidrólise do ATP, favorecendo a formação do 

complexo aberto e início da transcrição (DIXON e KAHN, 2004). 

A expressão e atividade de NifA são reguladas tanto em resposta aos níveis 

de nitrogênio, quanto à concentração de oxigênio intracelular. Em diversos 

organismos, como Klebsiella pneumoniae, H. seropedicae e Rhodobacter 

capsulatus, a expressão de nifA é dependente de NtrC (HOLTEL e MERRICK, 1989; 

MONTEIRO et al., 1999; FOSTER-HARNTNETT e KRANZ, 1992). Em A. brasilense, 

entretanto, a expressão de nifA é independente de NtrC e o amônio e oxigênio 

atuam sinergicamente inibindo sua expressão (FADEL-PICHETH et al., 1999). 

A deleção do domínio N-terminal de NifA em A. brasilense e H. seropedicae 

mostrou que ele não é fundamental para a sua atividade, mas que exerce papel 
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regulatório (ARSENE et al., 1996; MONTEIRO et al., 1999). Um mutante glnB- de A. 

brasilense foi incapaz de fixar nitrogênio, sugerindo o envolvimento desta proteína 

no controle de atividade de NifA. Além disso, o fenótipo Nif- de um mutante glnD-, 

incapaz de promover a uridililação de GlnB em baixos níveis de amônio, sugeriu que 

GlnB-UMP é necessário para o controle de NifA (VAN DOMMELEN et al., 2002). Um 

mecanismo de regulação da atividade de NifA por GlnB foi proposto por Arsene e 

colaboradores (1996). Neste modelo, NifA encontraria-se inativa na presença de 

íons amônio, tendo o seu domínio N-terminal interagindo e inativando os domínios 

central e C-terminal. Na ausência de íons amônio, a proteína GlnB interagiria com a 

porção N-terminal impedindo a interação deste domínio sobre as porções central e 

C-terminal, permitindo sua ligação ao DNA e ativação da transcrição (ARSENE et 

al., 1996). Um esquema mostrando a cascata regulatória do sistema Ntr em A. 

brasilense é apresentado na Figura 4. 

O controle da atividade de NifA por oxigênio parece ocorrer devido à presença 

de 4 resíduos de cisteína conservados nas proteínas NifA de A. brasilense assim 

como em outras proteobacterias diazotróficas, como H. seropedicae e 

Bradyrhizobium japonicum (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000; DIXON e 

KAHN, 2004).  
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FIGURA 4. SISTEMA Ntr DE A. brasilense. Organização estrutural dos genes envolvidos no 
metabolismo do nitrogênio. As vias de captação de amônio (via transportadores 
de membrana), assimilação de amônio (via GS), sensoriamento dos níveis 
intracelulares de nitrogênio (sistema PII/GlnD), vias ativadoras de transcrição de 
genes envolvidos na assimilação de nitrogênio (sistema NtrBC e ativação de 
NifA), além do controle da atividade da nitrogenase (via DraT/DraG) são 
apresentados. Os pontos de interrogação indicam dados não experimentais que 
possivelmente se assemelham àqueles obtidos para outros organismos, cujas 
vias já foram descritas. FONTE: Huergo (2006). 
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1.1.2.4.3 Regulação pós-traducional da atividade de nitrogenase 

 

Além da regulação transcricional dos genes nif em A. brasilense o aumento 

da concentração de íons amônio causa a rápida inativação da atividade da 

nitrogenase em decorrência da ADP-ribosilação de NifH (ZHANG et al., 1993). Após 

consumo dos íons amônio, a atividade da enzima é restaurada pela remoção de um 

grupamento ADP-ribosil (ZHANG et al., 1993). Esse fenômeno de desligamento e 

religamento da nitrogenase é uma resposta rápida às variações intracelulares de 

amônio e foi descrito em diversos organismos além de A. brasilense, como em R. 

rubrum (LOWERY et al., 1986), R. capsulatus (MASEPOHL, KREY e KLIPP, 1993), 

A lipoferum (ZHANG et al., 1997) e Azotobacter chroococcum (MUNOZ- CENTENO 

et al., 1996). O grupamento ADP-ribosil é ligado ao resíduo Arg101 de uma das 

subunidades de NifH (proteína Fe) (SCHINDELIN et al., 1997). Na forma modificada, 

esta proteína é incapaz de interagir com NifDK (proteína FeMo), impedindo a 

transferência de elétrons e redução do substrato (SCHINDELIN et al., 1997). Esse 

processo é catalisado pela proteína dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase 

(DraT, produto do gene draT), enquanto que a reativação da nitrogenase é 

catalisada pela dinitrogenase redutase glicohidrolase (DraG, produto do gene draG) 

(revisado por HALBLEID e LUDDEN, 2000). Os genes draT e draG de A. brasilense 

estão localizados a montante dos genes nifHDK e são constitutivamente expressos 

(FU et al., 1989; ZHANG et al., 1993).  

A nitrogenase também sofre modificação pós-traducional em resposta à 

limitação de energia, anaerobiose, ou queda de luminosidade nos organismos 

fotossintetizantes, como R. rubrum (HARTMANN et al., 1986; LOWERY et al., 1986; 

MARTIN e REINHOLD-HUREK, 2002). Todos esses mecanismos parecem envolver 

a modificação covalente mediada pelo sistema DraT/DraG (ZHANG et al., 1993; 

MERRICK e EDWARDS, 1995). Em A. brasilense, a mutagênese do resíduo Arg101 

da proteína Fe sugeriu a presença de um segundo mecanismo de controle pós-

traducional da nitrogenase, uma vez que esse mutante ainda foi capaz de sofrer 

desligamento parcial desta enzima após adição de íons amônio (ZHANG et al., 

1996). Esse efeito também foi observado em um mutante drat - de A. brasilense que 

foi incapaz de promover a modificação covalente da nitrogenase em resposta à 

adição de íons amônio (ZHANG et al., 1996).  
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O modelo de regulação da atividade de DraT e DraG foi proposto por ZHANG 

e colaboradores (1997) e sugere que DraT encontra-se inativa em condições 

favoráveis à fixação de nitrogênio, enquanto que DraG encontra-se ativa. Nestas 

condições NifH (proteína Fe) encontra-se não modificada e ativa (ZHANG et al., 

1997). Quando um estímulo negativo é adicionado (adição de íons amônio, 

anaerobiose ou mudança de luminosidade) DraT é imediatamente ativada, enquanto 

que DraG torna-se inativa, levando à modificação covalente de NifH e sua 

inativação. Após remoção do estímulo negativo, DraT torna-se inativa e DraG é 

reativada, levando à remoção do grupamento ADP-ribosil e reativação da 

nitrogenase (ZHANG et al., 1997). A Figura 5 mostra o perfil da inativação/reativação 

da nitrogenase em resposta a um estímulo negativo. Em condições favoráveis à 

fixação de nitrogênio, onde NifH encontra-se não modificada, a atividade de 

nitrogenase é de 100% (Figura 5,A). Após a adição do estímulo negativo, NifH é 

rapidamente inativada, levando à queda da atividade (B,C). Durante a presença 

deste estímulo, NifH encontra-se inativa (C). Após consumo ou remoção do estímulo 

negativo, DraT é inativada, DraG ativada e o grupamento ADP-ribosil removido de 

NifH, restaurando sua atividade (D). 

Klassen e colaboradores (2001)sugeriram que em A. brasilense as proteínas 

PII participam do controle pós-traducional da nitrogenase. Um mutante glnZ- de A. 

brasilense estirpe 7611 apresentou deficiência no religamento da nitrogenase após 

consumo dos íons amônio, sugerindo que GlnZ poderia atuar controlando a 

atividade de DraG (KLASSEN et al., 2001). Posteriormente, foi mostrado que um 

mutante glnB- de A. brasilense apresentava deficiência de desligamento da 

nitrogenase, o que sugeriu que GlnB participasse da regulação da atividade de DraT 

(Klassen et al., 2005). Huergo e colaboradores (2006) mostraram, então, que as 

proteínas GlnB e GlnZ atuam interagindo diretamente com as proteínas DraT e 

DraG, respectivamente (HUERGO et al., 2006), e que, além do estado de uridililação 

das proteínas PII, a formação do complexo DraG-GlnZ e DraT-GlnB dependem dos 

níveis intracelulares de carbono e energia: 2-oxoglutarato, ATP e ADP (HUERGO et 

al., 2009). A interação DraT-GlnB é dependente do estado de uridililação de GlnB, 

enquanto que a formação com complexo DraG-GlnZ independe da modificação 

covalente de GlnZ, sugerindo que a interação DraT-GlnB ocorra via alça T, enquanto 

que a interação DraG-GlnZ ocorra em outro sítio de GlnZ (HUERGO et al., 2009). 
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Ambos os complexos são mais estáveis na presença de ADP, baixo 2-oxoglutarato e 

quando as proteínas PII estão desuridililadas (HUERGO et al., 2009).  

IGURA 5: REGULAÇÃO PÓS TRADUCIONAL DA ATIVIDADE DA 

NITROGENASE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 5. REGULAÇÃO PÓS-TRADUCIONAL DA ATIVIDADE DA NITROGENASE. 
Inativação/reativação da nitrogenase em função do tempo. O estímulo negativo é 
adicionado em A (indicado por uma seta) quando a atividade da nitrogenase cai próximo 
a zero (B e C). Durante permanência do estímulo negativo, a nitrogenase encontra-se 
inativa (C). Após consumo ou remoção do estímulo a atividade de nitrogenase é 
restaurada (D). II) Modelo regulação pós-traducional da nitrogenase, catalisada por 
DraT/DraG. Em altos níveis de amônio ou anaerobiose, DraT é ativada e inativa, por 
modificação covalente, NifH. Em baixos níveis de amônio ou presença de microaerofilia, 
DraT é inativada, DraG ativada e NifH reativada. FONTE: adaptado de Nordlund (2000).
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A demonstração de que após o choque de amônio em A. brasilense ocorre 

um sequestro de GlnZ e DraG dependente de AmtB e que esse complexo é desfeito 

após consumo dos íons amônio e responde às concentrações de carbono e níveis 

de energia, permitiram propor um modelo de regulação da atividade da nitrogenase 

em A. brasilense (Figura 6, HUERGO et al., 2009). Em condições de fixação de 

nitrogênio, os níveis intracelulares de glutamina são baixos e os de 2-oxoglutarato 

altos (Figura 6). Nessas condições, GlnB e GlnZ encontram-se uridililadas, 

localizadas no citoplasma e possivelmente ligadas ao ATP e 2-oxoglutarato. DraT 

encontra-se inativa e DraG, presente no citoplasma, encontra-se ativa. A proteína Fe 

encontra-se não modificada, permanecendo ativa e, portanto, a relação ATP/ADP é 

alta. Nestas condições as proteínas do tipo PII apresentam fraca interação com as 

proteínas DraT e DraG. Após o choque de amônio, ocorre diminuição da 

concentração de 2-oxoglutarato e um aumento da concentração de glutamina que, 

consequentemente, leva à desuridililação das proteínas PII, catalisada por GlnD. A 

relação ATP/ADP diminui devido, provavelmente, ao fluxo de amônio catalisado pela 

enzima GS (glutamina sintetase). O aumento da concentração de ADP e sua ligação 

às proteínas PII favorece as formações dos complexos DraT-GlnB, DraG-GlnZ e 

AmtB-GlnZ-DraG. Nestas condições, DraT encontra-se na forma ativa e promove a 

adição do grupamento ADP-ribosil à NifH, inativando-a.   
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FIGURA 6.   MODELO DE REGULAÇÃO PÓS-TRADUCIONAL DA NITROGENASE EM A. 
brasilense. Após o choque de amônio as concentrações de 2-oxoglutarato (2-OG) e ATP 
diminuem, enquanto que as concentrações de ADP e glutamina aumentam. Nestas 
condições, ocorre o sequestro das proteínas GlnZ/DraG por AmtB e ativação de DraT 
por contato com GlnB, e NifH é inativada por ADP-ribosilação. Em condições de fixação 
de nitrogênio, quando as concentrações de glutamina e ADP encontram-se baixas e as 
de ATP e 2-oxoglutarato altas, as proteínas PII são uridililadas e encontram-se no 
citoplasma. DraT inativa e DraG ativa, removendo o grupamento ADP-ribosil e 
reativando a nitrogenase. FONTE: adaptado de Huergo et al. (2009).   
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A proteína GlnB apresenta papel central no controle do sistema regulatório de 

nitrogênio. Apesar da alta identidade na sequência primária das proteínas GlnB e 

GlnZ, uma é incapaz de substituir a outra, sendo que resíduos específicos devem 

ser determinantes para a especificidade funcional destas proteínas. Estudos com 

mutantes glnB em diversos organismos vem colaborando para a caracterização da 

função de seu produto. Recentemente foi demonstrado que formas variantes de 

GlnB de R. rubrum apresentavam alterações de interação com proteínas alvo em 

resposta às variações intracelulares de nitrogênio, sugerindo que alguns resíduos 

de PII são essenciais para sua atividade. Da mesma forma, proteínas mutantes 

GlnBL13P e GlnBV100A derivadas da proteína GlnB de A. brasilense não foram 

capazes de complementar o fenótipo Nif- de uma estirpe mutante glnB- de A. 

brasilense, sugerindo que estas formas mutantes são incapazes de ativar a proteína 

NifA (INABA, 2005). Os resultados sugeriram que estes resíduos são essenciais 

para a atividade de GlnB. Um dos resíduos sabidamente importante para a atividade 

de GlnB é o resíduo tirosina 51, alvo de uridililação em resposta à variação 

intracelular dos níveis de nitrogênio. Estudos com mutantes glnD-, incapazes de 

uridililar proteínas do tipo PII, sugeriram que a forma uridililada de GlnB é a 

responsável pela ativação de NifA (VAN DOMMELENN et al., 2002). Neste trabalho 

foi obtido um gene mutante glnBY51F de A. brasilense, que foi incapaz de 

completmentar o fenótipo Nif negativo do mutante glnB. Paralelamente, as proteínas 

GlnB selvagem e mutantes GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F foram purificadas e 

caracterizadas em ensaios de uridililação e de ligação de efetores para verificar a 

importância destes resíduos na atividade de GlnB. Um melhor entendimento da 

função destes resíduos deverá contribuir para a compreensão da sinalização dos 

níveis de amônio, carbono e energia por GlnB em A. brasilense.   
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3. OBJETIVOS 

 

3.1.  Objetivo geral 

 

Determinar o efeito da mutagênese de resíduos de aminoácidos da proteína 

GlnB de A. brasilense sobre sua atividade. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

• Construir um mutante glnBY51F de A. brasilense 

 

• Determinar o efeito da mutação GlnBY51F na ativação de NifA em A. 

brasilense 

 

• Determinar a formação de heterotrímeros entre proteínas PII não 

modificadas e uridililadas 

 

• Purificar as proteínas GlnB selvagem e mutantes GlnBL13P, GlnBV100A e 

GlnBY51F. 

 

• Construir o modelo estrutural teórico das proteínas GlnB selvagem e 

mutantes GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F. 

 

• Determinar o perfil de uridililação das proteínas GlnB mutantes pela proteína 

GlnD de A. brasilense. 

 

• Determinar as constantes de dissociação de 2-oxoglutarato, ATP, ADP e 

AMP da proteína GlnB de A. brasilense por microcalorimetria 

 

• Determinar ligação de 2-oxoglutarato e ATP das proteínas mutantes 

GlnBY51F e GlnBV100A de A.brasilense.
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Bactérias  

 

As estirpes de A. brasilense utilizadas foram: FP2 (estirpe selvagem, Sp7 Nif+ 

Nalr Smr), 2812 (mutante glnB- glnZ-; de ZAMAROCZY,1996) e LFH3 (mutante glnB; 

HUERGO et al., 2006). 

As estirpes de Escherichia coli utilizadas neste trabalho foram S17.1 (RP4-2 

Tc::Mu Km::Tn7 Tra recA; SIMON et al., 1983), DH10B (Smr
, F

’ [proAB+ lacZ∆M15]; 

SAMBROOK et al., 1989) e BL21 (λDE3) E. coli B F– dcm ompT hsdS(rB
– mB

–) gal 

λ(DE3) (STRATAGENE). 

 

4.2 Plasmídeos  

Os plasmídeos utilizados neste trabalho são apresentados na Tabela 1.  

TABELA 1- LISTA DE PLASMÍDEOS 

 

Plasmídeo  Propriedade  Referência  
pTZ18R Ampr, vetor multifuncional de clonagem e sequenciamento, 

plac. 
MEAD et al., 
1986 

pTZ19R Ampr, vetor multifuncional de clonagem e sequenciamento, 
plac. 

MEAD et al., 
1986 

pUC18 Ampr,  vetor multifuncional de clonagem e sequenciamento, 
plac 

INVITROGEN 

pLAFR3.18 Tcr, derivado do vetor pLAFR3, contendo o sítio de 
policlonagem do vetor pTZ18R 

MACHADO et 
al., 1995. 

pET29a(+) Kmr, vetor de expressão, promotor T7 NOVAGEN 
pJI8 Ampr, glnB-His de A. brasilense em pTZ18R XbaI/HindIII, plac INABA, 2005 
pJI6 Ampr , glnBL13-P-His de A. brasilense em pTZ18R  

KpnI/HindIII, plac 
INABA, 2005 

pJI9 Ampr , glnBV100-A-His de A. brasilense em pTZ18R 
KpnI/HindIII, plac 

INABA, 2005 

pJIB51 Ampr , glnBY51F-His de A. brasilense em pUC18 KpnI/SacI, 
plac 

Este trabalho 

pJI52 Ampr,  glnBY51F-His de A. brasilense em pUC19 KpnI/SacI, 
plac 

Este trabalho 

pLH25 Kmr,  glnB de A. brasilense em pET29a(+) NdeI/BamHI, 
promotor T7. 

HUERGO, 2006 

pJI8.2 Tcr, glnB-His de A. brasilense em pLAFR3.18 XbaI/HindIII, plac Este trabalho 
pJI3.51 Tcr, glnBY51F-His de A. brasilense em pLAFR3.18 

XbaI/HindIII, plac 
Este trabalho 

pJI2.6 Kmr, glnBL13-P de A. brasilense em pET29a(+)  NdeI/BamHI, 
promotor T7 

Este trabalho 

pJI2.9 Kmr glnBV100-A de A. brasilense em pET29a(+) NdeI/BamHI, 
promotor T7 

Este trabalho 

pJIB53 Kmr glnBY51-F de A. brasilense em pET29a(+) NdeI/BamHI, 
promotor T7 

Este trabalho 
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4.3 Meios de Cultura e Condições de Cultivo  

 

As estirpes de Azospirillum brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFbHP 

lactato (MACHADO et al., 1991). A fonte de nitrogênio foi NH4Cl (20 mmol/l) ou 

glutamato (5 mmol/L) (MACHADO et al.,1991). As soluções de fosfato e cloreto de 

amônio foram autoclavadas separadamente e adicionadas ao meio no momento de 

uso. O pH do meio de cultura foi de 6,8. 

 As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio líquido LB, SOB ou SOC 

(SAMBROOK et al., 1989), sob agitação constante de 130 rpm à 37°C.  

As composições dos meios de cultura utilizados são apresentadas abaixo: 

 

MEIO LB (SAMBROOK et al., 1989)  

 

Componentes   g/L  

Triptona    10  

Extrato de levedura   5  

Cloreto de sódio   10 

   

O pH foi ajustado para 7,5 com uma solução de NaOH 2 mol/L. Para 

obtenção do meio sólido ágar na concentração de 15 g/L foi adicionado ao meio 

líquido. O meio sólido foi denominado LA.  

 

MEIO SOB (SAMBROOK et al., 1989)  

 

Componentes   g/L  

Triptona    20  

Extrato de levedura   5  

Cloreto de sódio   0,584  

Cloreto de potássio   0,186  

  

Para obtenção do meio SOC foram acrescidos 3,6 g/L glucose, 0,94 g/L 

MgCl2 e 1,2 g/L MgSO4 ao meio SOB. O pH dos meios de cultura foram corrigidos 

para pH 7,0 com uma solução de NaOH 2 mol/L. 
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MEIO NFbHP (MACHADO et al., 1991) 

 

Componentes   g/L  

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 

FeSO4.7 H2O    2,0.10-2 

Lactato de sódio  5,0  

Biotina     1,0.10-4 

Na2MoO4.2 H2O   2,0.10-3 

MnSO4. H2O    2,35.10-3 

H3BO3     2,8.10-3 

CuSO4.5 H2O    8,0.10-5 

ZnSO4.7 H2O    2,4.10-4 

 

As soluções de fosfato e cloreto de amônio foram autoclavadas 

separadamente e adicionadas ao meio no momento do uso.Para preparo do meio 

NFbHP sólido foi adicionado ao meio 15 g/L de ágar bacteriológico ao meio líquido.  

 Estoques das culturas de E. coli e A. brasilense foram mantidos em 

suspensão de glicerol 50% à -20°C.  

  

 

4.4 Antibióticos 

 

Os antibióticos utilizados foram preparados conforme SAMBROOK et al. 

(1989) e os estoques mantidos a -20°C. As concentra ções de preparo, bem como as 

utilizadas para cada microrganismo estão apresentadas na tabela 2. 
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TABELA 2 – ANTIBIÓTICOS 

 

Antibióticos  Abreviatura  Solução estoque  
(mg/mL) 

Concentração final 
(µg/mL) 

 
Ampicilina  Amp 250 250 

Canamicina  Km 100 50ª,100b 

Estreptomicina  Sm 80 80ª,b 

Cloranfenicol  Cm 30 30a 

Tetraciclina  Tc 10 10a,b 

Ácido 
Nalidíxico 

Nal 10 5b 

a: E. coli; b: A. brasilense 

  

As soluções de antibióticos foram preparadas em água MiliQ autoclavada, e 

foram esterilizadas por filtração em filtro Millipore HAWP 0,22 µm. A solução estoque 

de tetraciclina foi preparada com etanol 50% e estocada sob abrigo da luz. A 

solução de ácido nalidíxico foi preparada em uma solução de NaOH 0,2 mol/L. 

 

 

4.5  Reagentes  

 

Glicerol, o-nitrofenil β-D-galactopiranosídeo (ONPG), Tris base, SDS, 

persulfato de amônio, TEMED e os antibióticos foram adquiridos da Sigma Chemical 

Company. Os géis de poliacrilamida foram preparados usando uma solução de 

acrilamida 40% (relação acrilamida:bis-acrilamida 29:1) da Amresco. Extrato de 

levedura, triptona e ágar bacteriológico foram adquiridos da Merck, Oxoid. Agar e 

agarose foram adquiridos da Invitrogen (Life-Technologies). EDTA, NaCl, NaOH, 

etanol, metanol, ácido acético, isopropanol, clorofórmio e álcool isoamílico foram 

adquiridos da Merck. As enzimas modificadoras de DNA e RNAse foram adquiridas 

da G. E. Health Care, Invitrogen, Fermentas ou New England Biolabs. Os gases 

nitrogênio, hidrogênio, acetileno, ar comprimido e etileno padrão (100 ppm) foram 

adquiridos de White Martins S.A. Os demais reagentes utilizados foram obtidos de 

diversos fornecedores, sendo eles todos para biologia molecular.  
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4.6 Técnicas de Biologia Molecular  

 

As reações de purificação de DNA total e plasmidial, digestão com 

endonucleases de restrição, reação de ligação, eletroforese em gel de agarose, 

transformação bacteriana, preparo da solução de RNAse, preparo das soluções de 

fenol, clorofórmio:álcool isoamílico e fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) 

foram  feitas conforme SAMBROOK et al. (1989) ou conforme recomendação do 

fabricante. 

 

4.7 Sequenciamento de DNA  

 

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminação de 

cadeia utilizando dideoxirribonucleotídeos marcados com fluorescência, como 

terminadores de cadeia (SANGER et al., 1977). Uma mistura de reação continha 

cerca de 200 a 500 ng de DNA dupla fita, 1 pmol dos oligonucleotídeos que anelam 

às sequências dos vetores (reverso e universal para o vetor pTZ18R, pUC18 e 

pLAFR3.18 ou T7 para o vetor pET29a(+) e 4 µL de mistura para seqüenciamento 

ET mix (GE Healthcare). Os fragmentos foram amplificados utilizando um ciclo de 

96ºC durante 20 segundos, seguido de 30 ciclos a 60ºC, durante 1,5 minuto. O 

produto da reação foi precipitado utilizando 6,7 µL de acetato de amônio 7,5 mol/L e 

68 µL de etanol absoluto. O precipitado lavado com 450 µL de etanol 70% e seco a 

vácuo. A mostra foi desnaturada por 2 minutos a uma temperatura de 96°C e 

submetida à eletroforese em sequenciador automático ABI377 (Applied Biosystems). 

 

4.8 Determinação da Concentração de Proteínas 

 

As concentrações de proteínas foram determinadas segundo o método de 

Bradford et al. (1976). Albumina bovina foi utilizada como padrão.  

 

4.9 Mutagênese sítio dirigida do gene glnB  de A. brasilense 

 

Para a obtenção de um mutante glnB contendo a substituição tirosina 51 por 

fenilalanina (GlnBY51F) foram construídos oligonucleotídeos específicos que anelam 

no gene glnB, sobrepondo-se em aproximadamente 20 pares de base a região alvo 
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de mutação. Nessa região foi modificado o códon de tradução do resíduo tirosina 51 

(Y51) para fenilalanina (F51). O oligonucleotídeo construído apresenta a sequência: 

 

pglnBY51F  5’ G  GAA  GTC  GAC  CAC  AAA  CTC  C 3’ 

 

A adenina que substituiu a timina presente nesta posição é apresentada em 

sublinhado.  

O plasmídeo pJI8 que contém o gene glnB de A. brasilense fusionado a uma 

cauda de histidina (0,5-1,0 µg) foi utilizado como molde em um sistema de reação 

(25 µL) contendo tampão de PCR (10 mmol/L Tris-HCl pH 8,3, 50 mmol/L de KCl), 

1,5 mmol/L de MgCl2, 0,2 mmol/L de dNTP, 10 pmol de primer reverso e mutagênico 

e 1,5 U de Taq DNA polimerase. A reação de amplificação consistiu de um ciclo a 

95º C- 5min, seguido de 30 ciclos a 94°C- 30 seg, 5 7°C- 30 seg e 72°C- 2:30 min e 

um ciclo de 72°C- 10 min  O produto dessa reação fo i digerido com as enzimas 

KpnI/SalI (Figura 7, B). 

 Uma segunda reação de amplificação foi realizada utilizando como molde o 

plasmídeo pJI8, em um sistema idêntico ao anterior, utilizando 10 pmol de primer 

universal e 10 pmol primer reverso, os quais flanqueiam o inserto do vetor pTZ18R, 

para a amplificação o gene glnB de A. brasilense. O produto desta reação foi 

digerido com as enzimas SalI/SacI (Figura 7, A). Ao vetor pUC18 digerido com 

KpnI/SacI foram ligados o produto da primeira reação de amplificação digerido com 

KpnI/SalI e o fragmento SalI/SacI do produto de amplificação da segunda reação. O 

produto desta ligação foi transformado em E. coli DH10B e os clones obtidos foram 

sequenciados para confirmar a presença da mutação. Foi obtido um clone contendo 

a alteração de interesse que passou a se chamar pJIB51. A Figura 7 apresenta um 

esquema da estratégia utilizada para obtenção deste clone. 

 

SalI 
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FIGURA 7: ESTRATÉGIA DE CONSTRUÇÃO DO MUTANTE glnBY51F DE A. 

brasilense 

 

 

 

FIGURA 7: ESTRATÉGIA DE CONSTRUÇÃO DO MUTANTE glnBY51F DE A. brasilense.O 
plasmídeo pJI8 foi utilizado como molde para duas reações de PCR: a primeira para 
amplificação do fragmento mutagenizado (B) e a segunda para amplificação do gene 
glnB de A. brasilense (A). Os oligonucleotídeos utilizados em cada reação são 
representados por setas. O oligonucleotídeo mutagênico contém a substituição que 
confere a troca do códon Y51-F que é representada no esquema por um “X”.O produto 
da reação “A” foi digerido com KpnI/SalI e o produto de amplificação “B” foi digerido com 
SalI/SacI. Os fragmentos foram ligados ao vetor pUC18  digerido com as mesmas 
enzimas. FONTE: A autora (2009), adaptado de 
http://www.genscript.com/site2/document.   
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4.10 Subclonagem dos genes glnB e glnBY51F no vetor pLAFR3.18 

 

Para a expressão das proteínas GlnB e GlnBY51F em A. brasilense os genes 

glnB-His e glnBY51-F-His foram isolados dos plasmídeos pJI8 e pJIB51, 

respectivamente, utilizando as enzimas XbaI/HindIII e ligados ao vetor pLAFR3.18 

digerido com as mesmas enzimas. As colônias obtidas após transformação das 

reações de ligação em E. coli DH10B tiveram seu DNA isolado e a clonagem foi 

confirmada por amplificação dos insertos, utilizando os oligonucleotídeos universal e 

reverso, que anelam à sequência do vetor, e análise em gel de agarose 1%. Foram 

obtidos os plasmídeos denominados pJI8.2 e pJI3.51, que expressam as proteínas 

GlnB-6His e GlnBY51F-6His. O sequenciamento dos insertos permitiu confirmar as 

clonagens em fase de leitura corretas. 

 

4.11 Subclonagem dos genes glnB, glnBL13P, glnBV100A e glnBY51F no 

vetor pET29a(+) 

 

Para a clonagem dos genes glnB, glnBL13P, glnBV100A e glnBY51F no vetor 

pET29a(+) os plasmídeos pJI8, pJI6, pJI9 e pJIB51 foram digeridos com as enzimas 

NdeI/BamHI e o produto da clivagem foi ligado ao vetor pET29a(+) digerido com as 

mesmas enzimas. Esse vetor permite a superexpressão das proteínas sa partir de 

promotor do bacteriófago T7 (Novagem). As reações de ligação foram transformadas 

em E. coli DH10B e plaqueadas em meio LA contendo 50 µg/mL de canamicina 

(Km50). Os plasmídeos recombinantes foram isolados e seus perfis de restrição 

determinados. Foram obtidos 3 clones de interesse: pJI2.6 (pET29a(+) contendo o 

gene glnBL13-P), pJI2.9 (pET29a(+) contendo o gene glnBV100-A) e pJIB53 

(pET29a(+) contendo o gene glnBY51F), cuja integridade de sequência foi 

confirmada por sequenciamento dos insertos. 

 

4.12 Conjugação bacteriana 

 

Os plasmídeos pJI8 e pJIB3.51 foram transformados em E. coli S17.1 que 

apresenta os genes tra de transferência bacteriana. As culturas foram crescidas em 

meio LB (2,5mL) Tc10, a 37ºC e 120 rpm por 18h. Após esse período, 30 µL das 

culturas foram inoculados em 2,5 mL de LB sem antibiótico, a 37ºC, durante 4h. 
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Paralelamente, as culturas de A. brasilense estirpe LFH3 foram crescidas por 18h a 

30ºC em meio NFbH contendo 50 mmol/L de fosfato e 20 mmol/L de amônio 

(NFbHPN) sem antibiótico. Após esse período, 100 µL da cultura de A. brasilense 

foram colocados em uma placa contendo uma mistura NFbHPN/LA (1:1) e a ela 

foram misturados 10 µL da cultura de E. coli. As placas foram incubadas à 30ºC, 

durante 24 h. Após esse período, a massa de células foi removida e ressuspensa 

em 1 mL de meio líquido NFbHP e 100 µL dessa suspensão foram plaqueados em 

meio NFbHPN contendo os antibióticos adequados. As placas foram incubadas 

novamente a 30ºC e as colônias obtidas coletadas. 

 

4.13 Determinação da atividade de nitrogenase em A. brasilense 

 

Para a determinação da atividade de nitrogenase em A. brasilense as estirpes 

foram crescidas em meio NFbHP contendo 4 mmol/L NH4Cl ou 5 mmol/L de 

glutamato e 1% de LB, a 30ºC e 120 rpm. Após cerca de 18h, foram injetados 

acetileno (10% do volume de fase gasosa) nos frascos de cultura fechados com 

rolhas de borracha e a formação de etileno foi monitorada por cromatografia gasosa 

em cromatógrafo Varian Star 3400 equipado com coluna Porapak N e um detector 

de ionização de chama. O gás de arraste foi nitrogênio superseco (20 mL/min) e as 

temperaturas da coluna e do detector foram 110ºC e 200ºC, respectivamente 

(DILKWORTH, 1966; SHOLLHORN e BURRIS, 1967; PEDROSA e YATES, 1984). 

 

4.14 Eletroforese de proteínas sob condição desnatu rante (SDS-PAGE)  

 

 As separações eletroforéticas de proteínas sob condições desnaturantes 

foram realizadas conforme descrito por LAEMMLI (1970).  

 Para separação eletroforética das proteínas para ensaios de imunodetecção 

33 µL das culturas de A. brasilense foram coletadas e misturadas com 17 µL de 

tampão de amostra (2% SDS; 10% glicerol; 0,01% azul de bromofenol; 0,0625 

mol/L Tris.HCl pH 6,8 e 5% β-mercaptoetanol). Para separação eletroforética de 

proteínas de extratos celulares, os mesmos tiveram sua concentração determinada 

por Bradford e cerca de 5 µg de proteína foram misturados ao tampão de amostra. 

As amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida, em um sistema vertical, 

seguindo as recomendações do fabricante (Biorad). As corridas foram realizadas a 
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180 V em tampão de corrida (3 g/L Tris-base, 14 g/L glicina, 1 g/L SDS), por 1 a 2 

horas e corados com Coomassie blue ou utilizados para ensaios de imunodetecção. 

Para a visualização das proteínas GlnB selvagem e mutantes e NifH de A. 

brasilense  foram utilizados géis de poliacrilamida 12,5%.  

 

4.15 Imunodetecção das proteínas GlnB selvagem e mu tantes, NifA e NifH de 

A. brasilense 

 

Para a imunodetecção das proteínas GlnB e NifH de A. brasilense as 

proteínas foram separadas em géis de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) e 

transferidas para membranas Hybond-P ECL (GE Healthcare) utilizando um sistema 

de transferência semi-seco (Pharmacia LKB-Multiphor II).  

Sobre uma placa do anodo do sistema foram depositadas duas camadas de 

papel 3M, embebidas em tampão A1 (Tris.HCl 0,3 mol/L pH 10, metanol 20%) e uma 

camada de papel-filtro em tampão A2 (Tris.HCl 25 mmol/L pH 10, metanol 20%). 

Uma membrana Hybond-P foi depositada acima e, sobre a mesma, o gel de SDS-

PAGE, seguido de 3 camadas de papel 3M embebidas em tampão C (Tris.HCl 25 

mmol/L pH 10, ácido capróico 40  mmol/L, metanol 20%). O sistema foi fechado pela 

placa do cátodo e a transferência foi realizada a 80 mA por 1 hora. Para avaliar a 

eficiência do processo, foi utilizado um marcador de proteína pré-corado (New 

England Biolabs). Após a transferência, a membrana foi incubada com uma solução 

de leite em pó desnatado 5% em TBS-T (2,42 g/L Tris pH 7,6; 8 g/L NaCl; 1 mL/L 

Tween 20) por 1 hora, sob temperatura ambiente. Após esse período, a membrana 

foi novamente lavada com TBS-T e incubada por uma hora com uma solução de 

leite 1% em TBS-T, contendo o anticorpo primário anti-GlnB (1:5000) (gentilmente 

cedido por Dra. Luíza Maria Araújo-UFPR) ou anti-NifH (1:5000) (gentilmente cedido 

por Dr. Luciano F. Huergo-UFPR). As membranas foram lavadas por 15 minutos 

com TBS-T, seguido de 3 lavagens adicionais, por 5 minutos cada. Em seguida, as 

membranas foram incubadas com 15 mL de solução contendo o anticorpo 

secundário (anti IgG de coelho conjugado com peroxidase – GE Healthcare) na 

diluição de 1:5000, à temperatura ambiente, por 1 hora. Novamente foram realizadas 

lavagens (3 vezes, durante 5 minutos) e as membranas foram reveladas utilizando o 

sistema ECL (GE Healthcare) conforme recomendado pelo fabricante.  

 



Materiais e Métodos    55 
 

4.16 Superexpressão e purificação das proteínas Gln B, GlnBV100-A, 

GlnBL13-P e GlnBY51F de A. brasilense  

 

Para a superexpressão e purificação das proteínas GlnB selvagem e mutantes foi 

utilizada inicialmente a metodologia descrita por Araújo e colaboradores (2008). 

Novos testes de indução e metodologia de purificação foram realizados com o 

intuito de melhorar o rendimento e pureza das preparações. 

Para a metodologia descrita por Araújo (protocolo 1), as culturas de E. coli estirpe 

BL21 (λDE3) contendo os plasmídeos pLH25, pJI2.6, pJI2.9 e pJI53 foram 

crescidas em 5 mL de meio LB e canamicina  durante 16h e então, inoculadas em 

800 mL de LB contendo canamicina, crescidas em agitador a 37°C até D.O 600  0,5. 

A expressão protéica foi induzida por IPTG (0,5 mmol/L), por 4h. As células foram 

coletadas por centrifugação e ressuspensas em tampão contendo 50 mmol/L Tris–

HCl pH 7,5, 100 mmol/L KCl, 1 mmol/L EDTA, e 20% de glicerol, rompidas por 

sonicação (15 pulsos de 15 segundos) e os restos celulares removidos por 

centrifugação a 30.000 X g por 30 minutos. As frações solúveis das preparações 

foram aplicadas em uma coluna Hi-Trap heparina de 5mL (GE Healthcare) 

acoplada em aparelho AKTA e equilibrada com tampão A (50 mmol/L Tris HCl pH 

7.5, 100 mmol/L KCl e 1 mmol/L EDTA) e eluídas por um gradiente linear de KCl 

0,1-1,0 mol/L.  

 

4.16.1  Teste de indução de expressão das proteínas  GlnB de A. brasilense 

 
 Com o intuito de melhorar o rendimento das preparações das proteínas do 

tipo PII, foram realizados testes de indução da proteína GlnB sob as temperaturas 

de 20, 30 e 37ºC. Para isso, 30 µL das culturas de E. coli BL21 (λDE3) contendo o 

plasmídeo pLH25 foram inoculadas em três frascos contendo 10 mL de meio LB e 

30 mmol/L de NH4Cl. No frasco 1 foram adicionados 0,5 mmol/L de IPTG e a 

indução ocorreu a 20°C, durante 16h. Os frascos 2 e  3 foram mantidos a 30 e 37°C, 

respectivamente, até atingirem D.O.600 0,5, quando foram adicionados 0,5 mmol/L 

de IPTG e induzidas por 3h. As culturas foram centrifugadas e as células lisadas 

por sonicação (5 ciclos de 15 segundos). As proteínas do extrato celular foram 

separadas por eletroforese em gel desnaturante 12,5%. 
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4.16.2 Teste de eficiência de tratamento térmico pa ra a purificação de GlnB  

  

A eficiência do tratamento térmico como etapa de pré-purificação da proteína 

GlnB foi testada. Três mililitros de uma cultura de E. coli  BL21 (λDE3) contendo o 

plasmídeo pLH25 induzida durante 3h com 0,5 mmol/L de IPTG a 37ºC, foram 

centrifugados e as células ressuspensas em 400 µL de tampão de sonicação (50 

mmol/L Tris.HCl pH7,5, 50 mmol/L KCl e 20% de glicerol). As células foram lisadas 

por sonicação (5 pulsos de 15 segundos, com intervalos de 30 segundos) e o extrato 

celular foi dividido em 4 tubos. O tubo foi inoculado em banho-maria a 80ºC, durante 

3 minutos. O tubo 2 foi inoculado sob a mesma temperatura durante 5 minutos e os 

tubos 3 e 4 foram inoculados a 100ºC durante 3 e 5 minutos, respectivamente. As 

amostras foram centrifugadas por 5 minutos e o sobrenadante foi aplicado em gel 

SDS-PAGE 12,5% e em gel não desnaturante e corados com Coomassie blue. 

 

4.16.3 Purificação de GlnB selvagem e mutantes de A. brasilense (protocolo 2)  

 

 As culturas de E. coli BL21 (λDE3)  contendo os plasmídeos pLH25, pJI2.6, 

pJI2.9 e pJIB53 foram crescidas em 10mL de meio LB a 37ºC durante 8h e 

inoculadas em 1000 mL de meio LB contendo canamicina (50 µg/mL), 30 mmol/L 

de NH4Cl e 0,5 mmol/L IPTG. As culturas foram mantidas sob agitação (240 rpm) e 

20ºC, durante 18h. As células foram mantidas em gelo por pelo menos 30 minutos e 

coletadas por centrifugação a 30.000 X g, durante 5 minutos. A massa celular 

obtida foi ressuspensa em 20 mL de tampão de lise (50 mmol/L Tris.HCl pH7,5, 50 

mmol/L KCl e 20% de glicerol), lisadas por prensa francesa (3 vezes) e submetidas 

a tratamento térmico a 80°C, durante 3 minutos. Ao extrato celular foi adicionado 

um inibidor de protease livre de EDTA (1 pastilha: 50 mL extrato, Roche) e então 

clarificado por centrifugação a 30.000 X g, durante 30 minutos. O sobrenadante foi 

aplicado em uma coluna heparina Hi-Trap (GE Healthcare) equilibrada com 10 

volumes de coluna de tampão A (50 mmol/L Tris HCl pH 7,5, 50 mmol/L KCl) em 

aparelho AKTA (GE Healthcare) e fluxo de 1mL/min. A coluna foi lavada com 5 a 10 

volume de coluna de solução 0,1 mol/L de KCl. No início de eluição das proteínas 

GlnB selvagem e mutantes (cerca de 0,3 mol/L KCl), o gradiente foi mantido 

constante, até que toda a proteína fosse eluída, quando então a concentração de 

KCl aumentou gradativamente até 0,6 mol/L, em um total de 10 volumes de coluna. 
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Foram coletas 50 alíquotas de 1 mL das frações eluídas e 5µL de cada foram 

aplicados em gel desnaurante e corados com Coomassie Blue. As frações de maior 

pureza foram agrupadas, suas concentrações determinadas e armazenadas a         

-80ºC. 

 As proteínas GlnB, GlnK e GlnB-UMP de H. seropedicae e GlnB de A. 

brasilense utilizadas como controle de migração nos experimentos de migração em 

gel nativo (item 4.18) foram gentilmente cedidos por Dra. Ana Cláudia Bonatto-UFPR 

e Dr. Luciano F. Huergo- UFPR. As proteínas GlnZ e GlnZ-UMP utilizadas nos 

experimentos de formação de heterotrímeros (item 4.21) foram gentilmente cedidas 

por Luciano F. Huergo. A proteína GlnK de E. coli purificada utilizada como controle 

de migração nos géis de eletroforese desnaturante (item 4.14) foi gentilmente cedida 

por Jeremy Thornton- John Innes Centre, Reino Unido. 

 

4.17 Ensaios de uridililação das proteínas GlnB, Gl nBV100-A, GlnBL13-P e 

GlnBY51F de A. brasilense 

 

Os ensaios de uridililação in vitro foram realizados em um sistema contendo 

10 µmol/L de proteínas GlnB selvagem ou mutantes, 1 mmol/L ATP, 1 mmol/L UTP, 

2 mmol/L 2-oxoglutarato, e  0,1 ou 0,2 µmol/L de GlnD, em tampão contendo 100 

mmol/L Tris–HCl pH 7,5, 100 mmol/L NaCl e 25 mmol/L MgCl2. As amostras foram 

coletadas nos tempos 0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos e a reação parada após adição 

de 25 mmol/L EDTA e 5 µL de tampão de amostra para corrida em gel nativo. Os 

produtos foram analisados por eletroforese em gel nativo e por espectrometria de 

massa Maldi-Tof (Bruker Daltonics). 

 

4.18 Eletroforese sob condições nativas  

 

As amostras a serem analisadas foram misturadas em 5 µL de tampão de 

amostra (6,5 mmol/L Tris.HCl pH 6,8, 10 % glicerol e 0,01% de azul de bromofenol) 

e separadas por eletroforese não desnaturante conforme descrito por Forchhammer 

e Tandeau de Marsac (1994). O gel empilhador continha 2,5% acrilamida (solução 

estoque 10% de acrilamida e 2,5% de bis-acrilamida), 62,5 mM Tris-H3PO4 pH 6,9, 

0,031% Nonidet P-40, 0,1% persulfato de amônio e 0,1% TEMED. O gel separador 

continha 9% de acrilamida (relação acrilamida:bis-acrilamida de 29:1), 450 mM Tris-
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HCl pH 8,9, 0,025% Nonidet P-40, 0,1% persulfato de amônio e 0,1%. TEMED. As 

corridas foram realizadas a 100 V por 3 a 4 horas em tampão de corrida Tris (5 

mmol/L), glicina (38,4 mmol/L) e coradas com Coomassie blue. A análise 

densitométrica das bandas obtidas foi realizada pelo programa Labwork (UVP). 

 

4.19 Espectrometria de massa MALDI-TOF 

 

Para a análise espectrométrica de massa por MALDI-TOF foi utilizado o 

protocolo descrito por Chaves e colaboradores (2007).  

Para a análise da uridililação das proteínas GlnB selvagem e mutantes 1 µL 

das amostras submetidas à reação de uridililação foram coletadas nos tempos 0, 30 

e 60 minutos, misturadas a 9 µL de uma solução saturada de ácido sinapínico, 

adicionados à placa para MALDI e submetidos às análises em espectrômetro 

Autoflex (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) utilizando modo linear positivo, 20 kV 

de aceleração e massa de aquisição de 5-20 kDa.  

Para determinação da massa de peptídeos trípticos, as proteínas a serem 

analisadas após separação por SDS-PAGE foram retiradas do gel e o corante 

removido pela adição de 30 µL de solução 75 mmol/L de bicarbonato de amônio e 

40% de etanol. A solução foi agitada em vórtex e deixada em repouso por 10 

minutos e o procedimento repetido até remoção completa do corante. Em seguida, a 

banda foi coberta com acetonitrila 100% e incubada por 5 minutos por duas vezes e 

o sistema seco por centrifugação a vácuo. As amostras foram digeridas com tripsina 

(10 µg/mL) (12h a 37°C) em solução contendo 50 mmol /L de bicarbonato de amônio 

pH 8,0. Os peptídeos foram extraídos com uma solução de acetonitrila 50% e TFA 

5% (30 µL) em banho sônico por 10 minutos. A solução sobrenadante foi coletada e 

o procedimento repetido por mais 3 vezes. As amostras foram evaporadas a vácuo e 

dissolvidas em 2 µL de solução de TFA 0,1%. Dois microlitros da amostra foram 

misturados a 1 µL de matriz (5 mg HCCA/mL de solução acetonitrila 5% e TFA 1/1), 

depositados em uma placa de MALDI e submetidos às análises espectrométrica 

utilizando modo refletivo positivo, 20 kV de aceleração e faixa de massa de 

aquisição de 800-3200 Da.  

Os espectros de massa foram analisados através do programa FlexAnalysis 

2.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany), utilizando a relação sinal/ruído de 30 e 

pelo programa Mascot. 
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4.20 Modelagem in silico das proteínas GlnB, GlnBL13P, GlnBV100A e 

GlnBY51F de A. brasilense 

 

As estruturas das proteínas GlnB de A. brasilense selvagem e mutantes 

foram modeladas utilizando os programas 3Djigsaw (Bates et al., 2001; 

http://www.bmm.icnet.uk/~3djigsaw/) e o programa RASMol (http://rasmol.org). 

 

4.21 Ensaio de desnaturação/renaturação de GlnB e G lnZ de A. brasilense 

 

As proteínas GlnB, GlnB-UMP3, GlnZ e GlnZ-UMP3 (5 µg total) foram 

misturadas em tampão Tris.HCl pH 7,5 (100 mmol/L), KCl (100 mmol/L) e  MgCl2
 (25 

mmol/L). Quando indicado, as proteínas foram desnaturadas por fervura durante 5 

minutos e mantidas no gelo até serem aplicadas em gel nativo (item 4.18). 

 

4.22 Determinação das constantes de dissociação das  proteínas PII e os 

efetores 2-oxoglutarato, ATP, ADP e AMP  

 

 A determinação das constantes de dissociação de efetores ATP, ADP, AMP e 

2-oxoglutarato à proteína GlnB foi realizada por microcalorimetria. Para isso, a 

proteína GlnB selvagem ou mutantes de A. brasilense foram tituladas com seus 

efetores a 28°C em um microcalorímetro VP-ITC (Micr ocal Inc.) As proteínas GlnB 

purificadas (50-120 µmol/L) foram dialisadas durante 12h, a 4°C, em tampão 50 

mmol/L Tris.HCl pH 7,5, 50 mmol/L KCl, 5 mmol/L MgCl2 na ausência e presença de 

5 mM de 2-oxoglutarato (para a titulação de ATP, ADP ou AMP), ou 5 mM de ATP 

(para a titulação de 2-oxoglutarato). Os tampões foram filtrados antes do uso. Após 

esse período, a concentração da proteína foi determinada pelo método de Bradford 

(1976).  

A determinação da concentração da solução titulante foi obtida através da 

fórmula:  

   Mi = 1400.M.n (1.2 +6/c1/2)/(vi.ni); 

 

Onde:   Mi= concentração do ligante na solução titulante (mmol/L) 

  1400= (µL) volume da célula de reação 
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M= concentração de GlnB (mmol/L) a ser aplicada na célula de reação (entre 

50-150 µmol/L). 

  n = sítios de ligação do ligante à molécula (3) 

  c=  relação entre titulante ligado/titulante livre (100) 

 vi= volume de injeção (5 µL) 

 ni= número de injeções (20) 

 

As soluções titulantes foram preparadas no mesmo tampão em que a 

proteína foi dialisada para a análise e tiveram seu pH corrigido utilizando uma 

solução super saturada de KOH preparada também na solução tampão. Todas as 

soluções foram filtradas antes do uso. As titulações das proteínas PII ocorreram em 

uma rotação de 300 rpm e foram realizadas utilizando uma seringa de injeção de 

capacidade para 247µL. A variação de calor gerada pela diluição do ligante em 

tampão foi considerada como linha de base dos experimentos e foi obtida pela 

titulação do tampão na ausência da proteína. 

A análise dos resultados e a remoção das linhas de base de cada 

experimento foram realizadas pelo programa Origin 5.0 (Microcal). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Efeito da mutação GlnBY51-F na ativação da prot eína NifA 

 

Em A. brasilense a atividade da proteína NifA é controlada por GlnB, dado 

que em um mutante glnB- de A. brasilense nifA é transcrito, porém nifH não é 

expresso (DE ZAMAROCZY et al.,1993; ARSENE et al., 1996). Aparentemente, a 

forma responsável pela ativação de NifA é a forma GlnB-UMP (VAN DOMMELLEN 

et al., 2002). Esta hipótese foi baseada no fato de que mutantes glnD-, incapazes de 

uridililar a proteína GlnB, são incapazes de fixar nitrogênio. Logo, NifA estaria inativa 

na ausência de GlnB-UMP, sendo, assim, incapaz de ativar a transcrição dos genes 

nif (ARSENE et al., 1996; VAN DOMMELLEN et al., 2002). 

Para verificar se somente a forma uridililada de GlnB é capaz de ativar NifA, 

um mutante glnBY51-F de A. brasilense foi construído por PCR mutagênica, 

utilizando o plasmídeo pJI8 (que contém o gene glnB de A. brasilense fusionado à 

seis resíduos de histidina na porção N-terminal) como molde (item 4.9). O fragmento 

contendo a mutação de interesse foi clonado no vetor pUC18, gerando o plasmídeo 

pJIB51, e sequenciado. Somente o resíduo de interesse foi mutagenizado. Em 

seguida, os genes glnB e glnBY51F fusionados à seis resíduos de histidina GlnB-

His6 foram subclonados em um vetor de ampla faixa hospedeira, pLAFR3.18, estável 

em A. brasilense (item 4.10). A confirmação da clonagem foi feita utilizando uma 

reação de PCR com os oligonucleotideos reverso e universal e células das colônias 

transconjugantes obtidas. Os clones obtidos tiveram seus insertos sequenciados e 

foram denominados pJI8.2 e pJI3.51, respectivamente.  

Os plasmídeos pJI8.2 e pJI3.51 foram transformados em E. coli estirpe S17.1, 

que possui os genes tra e transferidos para A. brasilense estirpe LFH3 (mutante 

glnB-) por conjugação. A atividade de nitrogenase dos transconjugantes obtidos foi 

então determinada (item 4.13). A Figura 8 mostra as atividades específicas da 

nitrogenase das estirpes FP2 (selvagem), LFH3 (mutante glnB-), LFH3 contendo os 

plasmídeos pJI8.2, (que expressa GlnB-His6), e pJI3.51 (que expressa GlnBY51F-

His6), A estirpe FP2 apresentou uma atividade de nitrogenase de 36 nmol de C2H4. 

min-1. mg-1. O mutante LFH3 foi incapaz de fixar nitrogênio, conforme descrito por 

Huergo (2006). O fenótipo desta estirpe foi complementado quando o plasmídeo 

pJI8.2, que expressa GlnBHis6 foi introduzido. Por outro lado, o plasmideo pJI3.51 
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não foi capaz de restaurar o fenótipo Nif – desta estirpe, sugerindo que a forma 

uridililada de GlnB (GlnB-UMP) é a forma requerida para a ativação de NifA e 

expressão da nitrogenase em A. brasilense.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

FIGURA 8: ATIVIDADE DE NITROGENASE DE A. brasilense ESTIRPES FP2 E LFH3 
EXPRESSANDO AS PROTEÍNAS GlnB E GlnBY51F. Atividade de nitrogenase em A. 
brasilense estirpes FP2, LFH3 (mutante glnB-), LFH3 pJI8.2 (GlnB-His6, plac) e LFH3 
pJIB53 (GlnBY51F-His6, plac). As culturas de A. brasilense foram crescidas em meio 
NFbHP líquido contendo 5 mmol/L de glutamato. Após 18h de crescimento a 30°C, foi 
injetado acetileno às culturas e a formação de etileno monitorada por cromatografia 
gasosa. FONTE: A autora (2009). 

 

A expressão das proteínas GlnB-His6 e GlnBY51F-His6 nas estirpes 

transconjugantes foi confirmada por imunodetecção. Amostras das culturas dos 

transconjugantes foram coletadas após determinação da atividade de nitrogenase e 

submetidas à eletroforese de proteínas (SDS-PAGE), seguida de imunodetecção 

utilizando anticorpos policlonais anti-GlnB. A Figura 9 mostra na linha 1 uma banda 

referente à proteína GlnB purificada (50 ng). A linha 2 indica a presença de uma 

banda de migração eletroforética correspondente à GlnB expressa na estirpe 
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selvagem (FP2). Como esperado, não foi detectada nenhuma banda relativa à GlnB 

na estirpe LFH3 (linha 3). Na linha 4 foi evidenciada uma banda de migração 

retardada comparada a proteína GlnB selvagem, que corresponde à proteína GlnB 

fusionada à 6 resíduos de histidina, expressa a partir do plasmídeo pJI8.2 no 

mutante LFH3. Uma banda de mesma migração eletroforética aparece na linha 5 e 

corresponde à GlnBY51F-His6 expressa na estirpe LFH3 a partir do plasmídeo 

pJI3.51. Uma segunda banda de maior migração eletroforética pode ser identificada 

e possivelmente corresponde à proteína GlnZ, cuja expressão ocorre em baixos 

níveis na presença de amônio e pode apresentar reação cruzada com o anticorpo 

policlonal anti-GlnB. O resultado indica que a proteína GlnBY51F-His6 é expressa na 

estirpe LFH3, no entanto não é capaz de complementar seu fenótipo Nif-. 

Além de controlar a atividade NifA, a proteína GlnB não modificada de A. 

brasilense interage com a enzima DraT, que promove ADP-ribosilação e inativação 

de NifH (KLASSEN et al., 2005; HUERGO et al., 2009). Como GlnBY51F é incapaz 

de ser uridililado em baixos níveis de amônio, esta proteína passou a sinalizar 

permanentemente alto níveis de íons amônio, e NifH poderia estar expressa, porém 

inativa por ADP-ribosilação. Para verificar se NifH foi expresso, mas ADP-ribosilado 

na estirpe LFH3 contendo o plasmídeo pJI3.51 (expressando GlnBY51F) as células 

das culturas testadas para nitrogenase foram coletadas, lisadas, e as proteínas 

separadas por eletroforese. As proteínas foram então transferidas para uma 

membrana e incubadas com anticorpo anti-NifH de A. brasilense. A Figura 9 mostra 

a presença de NifH em culturas desreprimidas nas estirpes FP2 (linha 2) e LFH3 

contendo o plasmídeo pJIB8.2 (GlnB-His6) (linha 4). Não foi observada expressão de 

nifH nas estirpes LFH3 (linha 3) ou no transconjugante LFH3 expressando a proteína 

GlnBY51F (linha 5). Esses resultados mostram que a ausência de atividade da 

nitrogenase é decorrente da ausência de expressão de genes nif e indica que NifA 

não é ativada pela proteina GlnBY51F e que a uridililação de GlnB é essencial para 

a ativação da proteína NifA em A. brasilense. 
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FIGURA 9.  EXPRESSÃO DE GlnB-His6, GlnBY51F-His6 e NifH  EM A. brasilense Cinco 
microgramas de proteínas de extratos celulares de transconjugantes de A. brasilense 
contendo os plasmídeos pJI8.2 e pJI3.51 , crescidos em condições de fixação de 
nitrogênio, foram separadas por SDS-PAGE e submetidas à imunodetecção utilizando 
um anticorpo primário anti-GlnB ou anti-NifH de A. brasilense. Linha1: proteína GlnB 
purificada (50 ng); linha 2: FP2; linha3: LFH3 (mutante glnB-); linha 4: LFH3 pJI8.2 (GlnB-
His6, plac); linha 5: LFH3 pJIB53 (GlnBY51F-His6, plac). As formas fusionada à cauda de 
histidina (a) ou selvagem (b) de GlnB são indicadas por setas. FONTE: A autora (2009). 

 

 

Em R. rubrum, uma estirpe mutante expressando GlnBY51F (UR659) 

apresenta 10-20 % da atividade de nitrogenase da estirpe selvagem, indicando que 

a uridililação favorece, mas não é essencial para a ativação da proteína NifA neste 

organismo (ZHANG et al., 2000). De fato, a expressão de nifA de R. rubrum a partir 

de um plasmídeo com alto número de cópias no mutante UR659, permitiu uma 

atividade da nitrogenase neste mutante semelhante à obtida na estirpe selvagem. 

Esse efeito não foi observado no mutante glnB- (UR717), indicando que GlnB é 

necessária para a ativação de NifA e que, embora a presença de GlnBY51F seja 

favorável para a ativação de NifA, GlnB não modificada é capaz de ativar a proteína 

NifA deste organismo (ZHANG et al., 2000). O efeito de GlnB no controle pós-

traducional da nitrogenase via DraT/DraG também foi avaliado no mutante UR659. A 

adição de 10 mmol/L de amônio levou à inativação da proteína NifH mais rápida 

nesta estirpe do que na estirpe selvagem e ambas as estirpes foram capazes de 

recuperar totalmente a atividade inicial da nitrogenase após o consumo de amônio. 

O resultado indica que apesar de DraT apresentar alteração de atividade neste 

mutante, a atividade de nitrogenase pode ser restabelecida independentemente da 

uridililação de GlnB após o consumo de amônio (ZHANG et al., 2000).  

Os resultados do presente trabalho não permitiram descartar um efeito direto 

de GlnBY51F sobre a atividade de DraT. Nas condições testadas, a falta de 

b 

a 
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atividade de NifA inibe a síntese de NifH, impedindo que se avalie o efeito direto de 

GlnBY51F sobre DraT. A proteína DraT é capaz de ligar-se tanto à GlnB quanto à 

GlnB-UMP in vitro, embora com diferentes afinidades e resposta à presença de ATP, 

ADP e 2-oxoglutarato (HUERGO et al., 2009). Os resultados obtidos por Huergo e 

colaboradores (2009) sugerem que a interação GlnB/DraT ocorra via alça-T. Embora 

a uridililação de GlnB seja importante para sua interação com DraT, é possível que 

in vivo a proteína GlnBY51F seja ainda capaz de sinalizar os níveis de ATP, ADP e 

2-oxoglutarato para o sistema DraT/DraG.   

  

5.2 Superexpressão e purificação das proteínas GlnB , GlnBL13-P, 

GlnBV100A e GlnBY51-F 

 

Previamente (INABA, 2005) foram construídos plasmídeos contendo o gene 

glnB de A. brasilense contendo mutações pontuais através de PCR mutagênica, 

empregando baixas concentrações de dNTP e manganês. Os plasmídeos obtidos 

codificam para as proteínas GlnBL13P e  GlnBV100A (INABA, 2005). Assim como 

GlnBY51F, estas proteínas também foram incapazes de restaurar o fenótipo Nif- de 

uma estirpe mutante glnB - de A. brasilense. Os resultados sugeriram que a 

substituição de um único resíduo é suficiente para produzir uma proteína GlnB 

inativa e que os resíduos L13, V100 e Y51 são essenciais. As proteínas do tipo PII 

apresentam resíduos altamente conservados e os resíduos substituídos nestas 

proteínas mutantes encontram-se nessas regiões. A Figura 10 apresenta o 

alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas PII de diversos organismos 

com as proteínas mutantes GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

FIGURA 10. ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DE PROTEÍNAS DO TIPO PII
proteínas GlnB (AbGlnB), GlnZ (AbGlnZ), GlnBL13P (Ab GlnBL13P), GlnBY51F 
(AbGlnBY51F) e GlnBV100A (AbGlnBV100A) de 
sequências de aminoácidos das proteínas GlnB e GlnK de 
(Hs) e R. rubrum
autora (2009). 

 

 

Na tentativa de caracterizar 

pJIB51 (contendo o gene 

pJI9 (contendo os gene 

subclonados no vetor de expressão pET29a(+).  Os clones foram sequenciados e 

denominados pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53

A expressão das proteínas mutantes pelas construções obtidas foi avaliada. 

Para isso, os plasmídeos pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53 foram transformados em 

estirpe BL21 (λDE3) e a expressão protéica induzida com IPTG (0,5 mmol/L) durante 

4h, a 37ºC. A Figura 11 apresenta o perfil de migração das proteínas induzidas em 

gel desnaturante corado com Coomassie blue. Bandas de tamanhos próximos a 15 

KDa foram visualizadas e corr

GlnBY51F superexpressas. 
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ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DE PROTEÍNAS DO TIPO PII
proteínas GlnB (AbGlnB), GlnZ (AbGlnZ), GlnBL13P (Ab GlnBL13P), GlnBY51F 
(AbGlnBY51F) e GlnBV100A (AbGlnBV100A) de A. brasilense foram alinhadas com as 

de aminoácidos das proteínas GlnB e GlnK de E. coli
R. rubrum (Rr). Os asteriscos representam resíduos conservados.

Na tentativa de caracterizar in vitro o efeito das mutações obtidas, os clones 

(contendo o gene glnBY51-F-His), pJI6 (contendo o gene 

pJI9 (contendo os gene glnBV100-A-His) foram digeridos 

subclonados no vetor de expressão pET29a(+).  Os clones foram sequenciados e 

denominados pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53.  

A expressão das proteínas mutantes pelas construções obtidas foi avaliada. 

Para isso, os plasmídeos pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53 foram transformados em 

DE3) e a expressão protéica induzida com IPTG (0,5 mmol/L) durante 

4h, a 37ºC. A Figura 11 apresenta o perfil de migração das proteínas induzidas em 

gel desnaturante corado com Coomassie blue. Bandas de tamanhos próximos a 15 

KDa foram visualizadas e correspondem às proteínas GlnBL13P, GlnBV100A e 

GlnBY51F superexpressas.  
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ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DE PROTEÍNAS DO TIPO PII. As 
proteínas GlnB (AbGlnB), GlnZ (AbGlnZ), GlnBL13P (Ab GlnBL13P), GlnBY51F 

foram alinhadas com as 
E. coli (Ec), H. seropedicae 

(Rr). Os asteriscos representam resíduos conservados. FONTE: A 

o efeito das mutações obtidas, os clones 

(contendo o gene glnBL13-P-His) e 

His) foram digeridos NdeI e HindIII e 

subclonados no vetor de expressão pET29a(+).  Os clones foram sequenciados e 

A expressão das proteínas mutantes pelas construções obtidas foi avaliada. 

Para isso, os plasmídeos pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53 foram transformados em E. coli 

DE3) e a expressão protéica induzida com IPTG (0,5 mmol/L) durante 

4h, a 37ºC. A Figura 11 apresenta o perfil de migração das proteínas induzidas em 

gel desnaturante corado com Coomassie blue. Bandas de tamanhos próximos a 15 

espondem às proteínas GlnBL13P, GlnBV100A e 
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FIGURA 11. ELETROFORESE DOS EXTRATOS PROTÉICOS DE E. coli BL21 λDE3 
EXPRESSANDO AS PROTEÍNAS GlnBV100A, GlnBY51F E GlnBL13P. Culturas de E. 
coli BL21 λDE3 contendo os plasmídeos pJI2.6, pJI2.9 e pJIB53 induzidas com 0,5 
mmol/L de IPTG, durante 4h a 37°C foram misturadas ao tampão de amostra, fervidas 
por 1 min, centrifugadas e aplicados (10 µL) em gel SDS-PAGE 12,5%. MM: marcador 
de massa molecular (GE Healthcare); Ext: E.coli BL21 λDE3 (Ec) contendo o plasmídeo 
pJI2.9, crescido na ausência de IPTG (controle negativo); 1: Extrato de Ec contendo o 
plasmídeo pJI2.9; 2: Extrato de Ec contendo o plasmídeo pJI2.6; 3: Extrato de Ec  
contendo o plasmídeo pJIB53. As proteínas superexpressas são indicadas por uma seta. 
FONTE: A autora (2009). 

 

 

Para a purificação das proteínas GlnB selvagem e mutantes utilizamos 

inicialmente um protocolo descrito por Araújo e colaboradores (2008), denominado 

protocolo 1. As células induzidas foram lisadas por sonicação e aplicadas em coluna 

Hitrap-heparina de 5 mL acoplado a um sistema de purificação de proteínas AKTA 

(GE Healthcare). As amostras foram eluídas com um gradiente de KCl em um total 

de 10 volumes de coluna. A proteína GlnB selvagem foi eluída com 383 mmol/L de 

KCl, enquanto que as proteínas GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F foram eluídas 

com 304, 259 e 364 mmol/L de KCl, respectivamente. A Figura 12 apresenta o perfil 

de migração eletroforética das frações eluídas. As frações foram agrupadas e 

dialisadas conforme indicado. Com a metodologia empregada obtivemos GlnBY51F 

purificada nas concentrações de 0,28 µg/µL (fração A) e 4,11 µg/µL (fração B) 
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(Figura 14) e um rendimento total de 13,2 mg. A proteína GlnB purificada tinha 

concentração de 6,80 µg/µL (Figura 13) e um rendimento total de 20,4 mg, enquanto 

que a concentração de GlnBL13P foi 2,6 µg/µL (fração A) e 3,66 µg/µL (fração B) 

(Figura 16) e um rendimento total de 17,5 mg. GlnBV100A também foi purificada e 

as concentrações das frações A, B e C foram 0,78 µg/µL e 3,66 µg/µL e 0,46 µg/µL, 

respectivamente (Figura 15) tendo sido obtido um rendimento total de 43,6 mg. 

Estas proteínas foram utilizadas para ensaios de uridililação e posterior análise por 

espectrometria de massa.  
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FIGURA 12. PERFIL ELETROFORÉTICO (SDS-PAGE) DAS FRAÇÕES ELUÍDAS DURANTE 

PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS GlnBY51F, GlnBV100A, GlnBL13P E GlnB DE A. 
brasilense. Cinco microlitros das frações eluídas com um gradiente de KCl da coluna 
Hitrap-heparina foram submetidas à eletroforese em condições desnaturantes (12,5%) e 
coradas com Coomassie Blue. MM- marcador de massa molecular (KDa) (GE 
Healthcare); E- extrato bruto da cultura. I: Proteínas não ligantes à coluna, L: fração de 
lavagem da coluna. As frações foram agrupadas em A, B, C, conforme indicado e 
dialisadas. As setas indicam as proteína GlnB selvagem e mutantes. FONTE: A autora 
(2009). 
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FIGURA 13. PERFIL ELETROFORÉTICO DA PROTEÍNA GlnB PURIFICADA DE A. brasilense. 

Eletroforese SDS-PAGE (12,5%) das amostras eluídas em coluna Hitrap-heparina e 
dialisadas por 12h em tampão (Tris.HCl 50 mmol/L pH7,5, KCl 100 mmol/L e glicerol 20 
%). O gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica a proteína GlnB. A concentração 
total de proteínas aplicada foi 8, 4, 2 e 1 µg. MM: marcador de massa molecular (GE 
Healthcare). FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 14. PERFIL ELETROFORÉTICO DE FRAÇÕES AGRUPADAS E DIALISADAS 

DA PROTEÍNA GlnBY51-F DE A. brasilense. Eletroforese SDS-PAGE (12,5%)  das 
amostras eluídas em coluna Hitrap-heparina e dialisadas por 12h em tampão Tris.HCl 50 
mmol/L pH 7,5, KCl 100 mmol/L e glicerol 20 %. O gel foi corado com Coomassie Blue. A 
concentração total de proteína aplicada são apresentadas. A proteína GlnBY51F é 
indicada por uma seta. MM: marcador de massa molecular (GE Healthcare). FONTE: A 
autora (2009).   
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FIGURA 15. PERFIL ELETROFORÉTICO DE FRAÇÕES DIALISADAS OBTIDAS A PARTIR 

DA PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA GlnBV100A DE A. brasilense. Eletroforese 
SDS-PAGE (12,5%)  das amostras eluídas em coluna Hitrap-heparina e dialisadas por 
12h em tampão (Tris.HCl 50 mmol/L pH 7,5, KCl 100 mmol/L e glicerol 20 %). O gel foi 
corado com Coomassie Blue. A seta indica a proteína GlnBV100A. A concentração total 
de proteínas aplicada é apresentada. MM: marcador de massa molecular (GE 
Healthcare). FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 16: PERFIL ELETROFORÉTICO (SDS-PAGE) DE FRAÇÕES AGRUPADAS E 

DIALISADAS DA PROTEÍNA GlnBL13P DE A. brasilense. Eletroforese SDS-PAGE 
(12,5%) das amostras eluídas em coluna Hitrap-heparina e dialisadas em tampão 
(Tris.HCl 50 mmol/LpH 7,5, KCl 100 mmol/L e glicerol 20 %) O gel foi corado com 
Coomassie Blue. A seta indica a proteína GlnBL13P. MM: marcador de massa molecular 
(GE Healthcare). A concentração total de proteína aplicada foi de 4, 2, 1 e 0,5 µg. 
FONTE: A autora (2009). 
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Embora o método de purificação descrito por Araújo (2008) permita a 

purificação de GlnB em uma única etapa, nas nossas condições não obtivemos um 

elevado grau de pureza nas preparações obtidas. Na tentativa de aumentar a pureza 

das preparações das proteínas GlnB selvagem e mutantes, testamos diferentes 

condições para a indução de GlnB (diferentes temperaturas e tempos de indução). 

Além disso, avaliamos o uso de um tratamento térmico no extrato celular de E. coli 

induzido como etapa de pré-purificação. O objetivo do tratamento térmico foi 

promover a desnaturação protéica para a remoção de proteínas termosensíveis. 

Dessa forma, as proteínas desnaturadas puderam ser removidas por centrifugação. 

Para determinar as condições de tratamento térmico, culturas de E.coli BL21 λDE3 

contendo os plasmídeo pLH25 (que contém o gene glnB de A. brasilense) foram 

induzidas com IPTG 0,5 mmol/L em três temperaturas diferentes: (1) 20ºC, durante 

16h, (2) 30ºC ou (3) 37ºC, durante 3h. A Figura 17 apresenta o perfil eletroforético 

dos extratos celulares obtidos. Na linha 2 encontra-se o extrato celular de uma 

cultura não induzida e, nas linhas 3, 4 e 5, os extratos celulares obtidos por indução 

a 20, 30 e 37ºC, respectivamente. O rendimento de GlnB foi semelhante nas 

diferentes condições testadas. Estabelecemos que a indução de glnB seria realizada 

a 20ºC, durante 16h, para que o processamento e a purificação da amostra 

ocorressem no mesmo dia. Para determinar as condições do tratamento térmico a 

ser empregado, alíquotas das culturas de E. coli induzidas a 37ºC foram submetidas 

à tratamento térmico a 80ºC durante 3 ou 5 minutos ou 100ºC durante 3 ou 5 

minutos, seguido de centrifugação. Dez microlitros do sobrenadante foram aplicados 

em gel desnaturante (Figura 17). Os tratamentos térmicos a 80 ou 100ºC nos 

diferentes tempos não apresentaram diferenças substanciais de eficiência, de modo 

que optamos pelo tratamento mais brando (80ºC durante 3 minutos), como etapa de 

pré-purificação. 
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FIGURA 17. TESTE DE INDUÇÃO DE EXPRESSÃO DE GlnB E EFICIÊNCIA DO TRATAMENTO 
TÉRMICO NA ETAPA DE PRÉ-PURIFICAÇÃO DE GlnB. E.coli BL21 (λDE3) 
contendo o plasmídeo pLH25. (A) Os extratos celulares foram preparados após 
crescimento em meio LB contendo canamicina 50 µg/mL sem adição de IPTG (2) ou 
pela indução de 0,5 mmol/L de IPTG, durante 16h e 20°C (3), 3h e 30 ºC (4), 3h e 
37ºC (5). Dez microlitros da cultura foram misturados à 17µl de tampão de corrida, 
fervidos por 1 min, centrifugados e aplicados (10 µL) em gel SDS-PAGE 12,5%. (B) 
Um extrato celular da cultura induzida com 0,5 mmol/L de IPTG 3h a 37ºC foi lisado 
por sonicação e tratado à 80ºC por 3 minutos (6), 80ºC por 5 minutos (7), 100ºC por 3 
minutos (8), 100ºC por 5 minutos (9). Na linha 1 encontra-se como controle a proteína 
GlnK de E.coli purificada (5 µg, 12,2 KDa). FONTE: A autora (2009). 
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Para evitar que ocorressem perdas de GlnB durante a injeção do extrato 

celular na coluna de heparina, a concentração de sal no tampão de purificação foi 

reduzida de 100 para 50 mmol/L de KCl e substituímos o EDTA pelo uso de um 

coquetel inibidor de protease livre de EDTA (Roche). A expressão das proteínas foi 

induzida por 0,5 mmol/L de IPTG durante 16h, na presença de 30 mmol/L de NH4Cl 

e as células mantidas em gelo durante 1h após esse período. A cultura foi 

centrifugada e as células lisadas em prensa francesa (3 vezes) e submetidas ao 

tratamento térmico (80ºC/ 3 min). A fração solúvel do extrato celular foi aplicado em 

coluna de HiTrap-heparina (5mL) e as proteínas foram eluídas com um gradiente de 

50 a 600 mmol/L de KCl em 10 volumes de coluna e fluxo de 1mL/min (protocolo 2). 

A proteína GlnB foi eluída com 354 mmol/L de KCl. A Figura 18 (A) mostra o perfil de 

migração eletroforético das frações eluídas. Não houve perda de GlnB durante a 

injeção da amostra nem no processo de lavagem da coluna. As frações 15-22 foram 

selecionadas e a concentração de proteína determinada.  A Figura 18 (B) apresenta 

o perfil eletroforético das frações mais puras de GlnB (5µg de proteína) e, em (C), a 

concentração protéica das frações obtidas são apresentadas. A metodologia 

empregada para a expressão e purificação de GlnB em apenas um passo 

cromatrográfico permitiu a obtenção de frações de concentrações elevadas (até 

18,99 mg/mL) e de alta pureza (97%), em um total de 59,7 mg de proteína. As 

proteínas purificadas utilizando o protocolo 2 foram utilizadas para os experimentos 

de microcalorimetria. 
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FIGURA 18. PERFIL ELETROFORÉTICO DAS FRAÇÕES OBTIDAS DURANTE A PURIFICAÇÃO  

DA PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. (A) Eletroforese SDS-PAGE (12,5%) das 
amostras eluídas (10 µL de amostra) em coluna Hitrap-heparina (5mL), onde: 1 e 16- E. 
coli GlnK purificada (controle), 2- Extrato bruto, 3- Injeção, 4-lavagem, 5-30-frações 
eluídas pelo gradiente de KCl. (B) Eletroforese SDS-PAGE 12,5% de alíquotas (5 µg) 
das frações 15-21 da preparação de GlnB,  coradas com Coomassie Blue. 1: Proteína 
GlnK de E. coli  (controle, 3 µg) . As proteínas PII são indicadas por uma seta. (C) 
Concentração protéica das frações obtidas na purificação de GlnB.FONTE: A autora 
(2009). 
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Para verificar se o processo de desnaturação/renaturação de GlnB não gerou 

alterações nas características estruturais de GlnB, as proteínas purificadas com 

tratamento térmico foram analisadas por eletroforese não desnaturante e 

comparadas à migração das proteínas purificadas sem tratamento térmico. A Figura 

19 mostra o perfil eletroforético em gel nativo das proteínas purificadas, e sugere 

que o tratamento térmico não modificou a estrutura de GlnB, uma vez que esta 

proteína apresentou migração idêntica ao da proteína GlnB purificada sem a 

utilização do tratamento térmico. O resultado sugere que a estrutura trimérica de 

GlnB foi mantida após a purificação utilizando este tratamento. As proteínas 

purificadas também foram submetidas a uma reação de uridililação por GlnD e a 

porcentagem de uridililação das mesmas em função do tempo foi analisada em gel 

não desnaturante. A  Figura 20 apresenta o perfil eletroforético do produto da reação 

de uridililação das proteínas GlnB purificadas com ou sem tratamento térmico. A 

uridililação da proteína purificada com o tratamento térmico foi idêntica a da GlnB 

purificada sem o aquecimento, indicando, novamente, que as características 

estruturais de GlnB foram mantidas após o tratamento térmico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 19. PERFIL DE MIGRAÇÃO EM GEL NATIVO DAS PROTEÍNAS GlnB DE A. brasilense 
PURIFICADAS. Cinco microgramas das proteínas purificadas foram misturadas ao 
tampão de corrida e submetidas à eletroforese nativa. O gel foi corado com Coomassie 
Blue. As proteínas  GlnB H. seropedicae (H.s.) (linha 1); GlnK H.s. (2); GlnB-UMP H.s. 
(3); GlnB A.b (controle) (4); GlnB purificada sem tratamento térmico (5) e GlnB 
submetida a tratamento térmico (6) são destacadas no gel (→).FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 20. COMPARAÇÃO DO PERFIL DE URIDILILAÇÃO DAS PROTEÍNAS GlnB PURIFICADAS 
COM OU SEM TRATAMENTO TÉRMICO. Perfil de uridililação das proteínas GlnB e 
GlnB* (tratada termicamente). O sistema de reação continha as proteínas purificadas (10 
µmol/L), ATP (0,1 mmol/L), 2- oxoglutarato (2 mmol/L), UTP (1 mmol/L) e GlnD (200 
nmol/L). A reação foi interrompida nos tempos 0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos e 
submetidas à eletroforese não desnaturante (10%) e o gel corado com Coomassie Blue. 
FONTE: A autora (2009). 

 
 

 

A proteína GlnBV100A também foi purificada através do protocolo 2. 

Entretanto, não foi obtida com a mesma pureza. Para melhorarmos as preparações, 

as frações de maior pureza e de maior concentração foram agrupadas, dialisadas 

em tampão Tris.HCl 50 mmol/L e  KCl 50 mmol/L pH7,5 e novamente aplicadas em 

coluna Hitrap-heparina (5 mL). O perfil eletroforético das frações eluídas na segunda 

etapa está apresentado na figura 21 (A). A proteína GlnBV100A eluiu com 240 

mmol/L de KCl e tinha concentração de até 5,23 mg/mL e um rendimento total de 76 

mg. 

A purificação da proteína GlnBL13P seguiu os mesmos passos utilizados para 

a purificação de GlnB. Entretanto, a ligação desta proteína à coluna Hitrap-heparina 

foi menos eficiente quando compara à GlnB. Por isso, as frações obtidas 

apresentaram concentrações menores do que aquelas obtidas nas primeiras etapas 

das outras purificações. A figura 21 (B) mostra o perfil eletroforético das frações 

eluídas. Foram obtidas frações de até 4,1 mg/mL, e o rendimento total obtido foi de 

52 mg de proteína 
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FIGURA 21. PERFIL ELETROFORÉTICO (SDS
PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS GlnBV100A e GlnB
purificação das proteínas GlnBV100A (A) e GlnBL13P (B) em coluna Hitrap heparina 
(5mL) foram coletadas e analisadas por SDS
linhas: 1 e 30: proteína GlnK
frações eluídas na purificação.

 

A) 

B) 
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PERFIL ELETROFORÉTICO (SDS-PAGE) DAS FRAÇÕES ELUÍDAS DURANTE A 
PURIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS GlnBV100A e GlnBL13P DE A.brasilense
purificação das proteínas GlnBV100A (A) e GlnBL13P (B) em coluna Hitrap heparina 
(5mL) foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE 12,5% (5 µL de amostra). Onde: 
linhas: 1 e 30: proteína GlnK de E. coli purificada (controle,12,4 KDa, 5 µg), linhas 2
frações eluídas na purificação. FONTE: A autora (2009). 

GlnBV100A 

GlnBL13P 
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PAGE) DAS FRAÇÕES ELUÍDAS DURANTE A 
A.brasilense. Frações da 

purificação das proteínas GlnBV100A (A) e GlnBL13P (B) em coluna Hitrap heparina 
PAGE 12,5% (5 µL de amostra). Onde: 

purificada (controle,12,4 KDa, 5 µg), linhas 2-29: 
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  A proteína GlnBY51F também foi purificada pelo protocolo 2 e o perfil 

eletroforético das frações obtidas está apresentado na Figura 22 (A). A proteína 

GlnBY51F foi eluída com 320 mol/L de KCl. Novamente, as frações obtidas não 

apresentaram elevada pureza, de modo que as frações de maior concentração 

foram agrupadas e submetidas a um novo tratamento térmico a 80ºC, durante 3 

minutos, seguido de centrifugação para a remoção das proteínas desnaturadas. A 

concentração final da proteína GlnBY51F foi 4,20 mg/mL e um rendimento total de 

67,2 mg de proteína. A proteína purificada é apresentada na Figura 22, B.  

As proteínas purificadas foram utilizadas nos ensaios de uridililação e 

espectrometria de massa, além de ensaios de ligação de efetores por 

microcalorimetria.  
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FIGURA 22. PERFIL ELETROFORÉTICO (SDS-PAGE) DAS FRAÇÕES ELUÍDAS 

DURANTE A PURIFICAÇÃO E APÓS TRATAMENTO TÉRMICO DA PROTEÍNA 
GlnBY51F DE A. brasilense. (A) Frações da purificação de GlnBY51F em coluna 
Hitrap heparina (5 mL) foram coletadas e analisadas (5 µL) por SDS-PAGE 
(12,5%) e coradas com Coomassie blue. Linha I: proteínas não ligantes à 
coluna, L: proteínas eluídas na lavagem da coluna. Linhas 1 e 30:proteína GlnK 
de E. coli purificada (controle), linhas: 2-25-frações eluídas. B) Eletroforese das 
proteínas GlnBY51F (indicada por uma seta) purificadas antes(2) e após (1) 
novo tratamento térmico (80ºC por 3 min), coradas com Coomassie blue.MM: 
marcador de massa molecular (GE Healthcare).FONTE: A autora (2009).  

A) 

B) 
MM 
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5.3 Perfil de migração das proteínas GlnB, GlnBL13P , GlnBV100A, GlnBY51F 
em gel não desnaturante  
  

 As proteínas do tipo PII são encontradas como trímeros em solução. Alguns 

resíduos das proteínas PII, por exemplo Val30, Glu32, Lys34, Val93, Glu95 e Arg98 

da proteína GlnK de E. coli, são conhecidos por participarem de ligações que 

estabilizam a estrutura quaternária de PII (XU et al., 1998; ARCONDÉGUY, JACK e 

MERRICK, 2001). Com o objetivo de avaliar se os resíduos L13, V100 e Y51 

participam da estabilização da estrutura trimérica de GlnB em A. brasilense, as 

proteínas GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F foram purificadas e o seu perfil de 

migração em gel nativo foi comparado ao perfil obtido pela migração da proteína 

GlnB selvagem purificada. 

Cinco microgramas de proteínas purificadas foram submetidas à eletroforese 

em gel desnaturante. A Figura 23 apresenta o perfil eletroforético obtido. Como 

controle de migração foram utilizadas as proteínas GlnB, GlnK e GlnB-UMP de 

Herbaspirillum seropedicae que apresentam estrutura trimérica com massa de 36 

KDa. O perfil de migração das proteínas GlnBY51F e GlnBV100A foi semelhante 

aquele obtido para de GlnB, indicando que estas proteínas, apresentam estrutura 

trimérica, e que as substituições criadas não levaram à alteração substancial na 

estrutura de GlnB. Entretanto, o perfil de migração da proteína GlnBL13P foi 

significativamente diferente daquele obtido para de GlnB. O resultado indica que a 

substituição L13P provavelmente causou uma alteração significativa de sua 

estrutura. Essa alteração conformacional pode ter sido responsável pela 

incapacidade da proteína GlnBL13P  de restaurar o fenótipo Nif - da estirpe LFH3 

(INABA, 3005) .  
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FIGURA 23. PERFIL DE MIGRAÇÃO EM GEL NATIVO DAS PROTEÍNAS GlnB DE A. brasilense E 

DE SUAS MUTANTES GlnBL13P, GlnBV100A E GlnBY51F. Cinco microgramas das 
proteínas GlnBY51F, GlnBL13P, GlnBV100A e GlnB purificadas foram misturadas ao 
tampão de corrida e submetidas à eletroforese nativa. O gel foi corado com Coomassie 
Blue. 1) GlnB de H. seropedicae (H.s.); 2) GlnK H.s.; 3) GlnB-UMP H.s.; 4) GlnB 
A.brasilense (controle); 5) GlnBY51F; 6) GlnBL13P, 7) GlnBV100A; 8) GlnB . As 
proteínas PII são indicadas no gel (→). FONTE: A autora (2009). 

 
 
 
5.4 Estudo da uridililação da proteína GlnB de A. brasilense 
 

 A maioria das proteínas do tipo PII pode ser uridililada no resíduo Tyr51, que 

é altamente conservado. Essa reação é catalisada pela proteína GlnD 

(ARCONDEGUY, JACK e MERRICK, 2001). Quando as proteínas do tipo PII sofrem 

reação de uridililação e são separadas em gel nativo, pode-se evidenciar a formação 

de 4 bandas distintas, uma vez que a adição de resíduos UMP à PII aumenta sua 

taxa de migração. Desta maneira, as formas livre, mono-, di- e tri-uridililada podem 

ser resolvidas em gel nativo (FORCHHAMMER e TANDEAU de MARSAC, 1994). 

 As formas não modificada, total e parcialmente uridililadas das proteínas GlnZ 

(ou sua ortóloga GlnK) de A.brasilense, H. seropedice e E. coli podem ser obtidas in 

vivo e  in vitro (FORCHHAMMER e TANDEAU de MARSAC, 1994; BONATTO et al., 

2007; ARAUJO et al, 2008). Por outro lado, quando o perfil de uridililação da 

proteína GlnB de A. brasilense foi avaliado, foram observadas somente duas bandas 

que pareciam corresponder ao trímero não modificado ou completamente uridililado 

(ARAUJO et al, 2008). Este comportamento ainda não foi encontrado em nenhuma 

proteína do tipo PII (HUERGO et al., 2006; ARAÚJO et al., 2008). Para confirmar 

que as duas bandas não continham trímeros híbridos, amostras de GlnB antes e 

depois da reação de uridililação foram coletadas e submetidas à análise por 
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espectrometria de massa MALDI-TOF que revelou a presença somente das formas 

não modificada e uridililada desta proteína. Esse resultado levou à sugestão de que 

a ausência das bandas intermediárias de uridililação não ocorreu devido à falta de 

resolução destas formas na eletroforese nativa, e sim porque somente as formas 

não modificada ou totalmente uridililadas de GlnB foram encontradas Com esse 

resultado, os autores sugeriram que ou as proteínas GlnB seriam uridililadas de 

forma cooperativa, onde a reação ocorreria em uma velocidade alta o suficiente para 

que formas intermediárias não fossem evidenciadas, ou que a formação de trímeros 

híbridos não fosse estável em solução, ocorrendo um rearranjo entre as formas 

favorecendo a formação de homotrímeros (ARAÚJO et al., 2008).  

Na tentativa de caracterizar melhor a uridililação em GlnB de A. brasilense, 

analisamos as bandas extraídas de géis nativos de reações de uridililação 

incompleta da proteína GlnB de A. brasilense. A Figura 24 (I) apresenta uma curva 

de tempo de uma reação de uridililação da proteína GlnB por GlnD (200 nmol/L) de 

A. brasilense. Novamente, não foram encontradas bandas referentes às formas 

parcialmente uridililadas (GlnB-UMP1 e GlnB-UMP2). As bandas correspondentes 

aos tempos 0 (A), 5 (B), 10 (C) e 60 (D) minutos foram retiradas do gel desnaturante, 

digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF para 

investigar a presença das formas intermediárias de uridililação que poderiam estar 

não sendo separadas pela eletroforese. Os espectros de massa gerados estão 

apresentados na Figura 24 (II). Um pico com relação massa/carga de 1237,977 foi 

obtido após digestão da banda do tempo zero de reação que correspondeu à forma 

não uridililada de GlnB (Figura 24, IA, e IIA). Esse pico corresponde ao fragmento de 

digestão tríptica de GlnB cuja massa teórica foi 1237,646 e que contém os resíduos 

48-58 (GAEYVVDFLPK) e sítio de uridililação desta proteína (Y51). Nos tempos 5, 

10 e 60 minutos, os picos referentes a esse fragmento não foi mais encontrado, mas 

foi substituído por um pico que apresentou uma relação massa/carga de 1543,852, 

que corresponde ao mesmo fragmento obtido anteriormente, acrescido de um 

resíduo UMP (diferença de massa de 306 Da). Esse resultado confirma os dados 

obtidos por Huergo e Araujo (HUERGO et al., 2006; ARAÚJO et al., 2008) e 

mostram que para a proteína GlnB de A. brasilense as formas mono- e di-uridililadas 

não são encontradas, estando presentes somente as formas não modificada ou 

totalmente uridililada.  
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FIGURA 24. ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF DO PRODUTO 

DE URIDILILAÇÃO DA PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. O sistema de reação 
continha ATP (100 µmol/L), 2-oxoglutarato (2 mmol/L), UTP (1 mmol/L), GlnB (10 µmol/L) 
e GlnD (200 nmol/L). A reação foi parada nos tempos 0, 5, 10, 20, 30, 60 minutos, e 
analisadas por eletroforese em gel não desnaturante (I). As bandas A-D foram retiradas 
do gel, digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF. Os 
espectros de massa obtidos foram analisados pelos programas FlexAnalyis 2.0 e Mascot 
II) Espectro das amostras A-D que correspondem ao produto de digestão tríptica das 
bandas *A, *B, *C and *D em (I). As setas indicam os peptídeos GlnB48-56- não 
uridililados e uridililados que contém os resíduos  48-56 de GlnB (m/z differença de 306). 
Os picos m/z 1287,8950 correspondem aos resíduos 91-101 de GlnB; 1365,9790 
corresponde aos residues 73-85 e 1646,0780 aos resíduos 59-72. Os espectros foram 
obtidos utilizando uma relação sinal/ruído de 6. FONTE: A autora (2009). 
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5.5 Estudo da formação de trímeros híbridos entre a s proteínas do tipo PII 
de A. brasilense 
 

A formação de trímeros não modificado, mono, di e tri-uridililado de proteínas 

do tipo PII já foi descrita em E. coli, H. seropedicae e para a proteína GlnZ de A. 

brasilense (VAN HEESWIJK et al., 2000; JIANG et al., 1997; BONATTO et al., 2007; 

ARAÚJO et al., 2008). Além da formação destes trímeros híbridos, as proteínas do 

tipo PII podem formar heterotrímeros com as suas parálogas: GlnK ou GlnB (VAN 

HEESWIJK et al., 2000). A formação de heterotrímeros foi descrita em E. coli e 

parece ser importante para um ajuste fino da atividade de proteínas do tipo PII no 

controle da atividade de proteínas alvo, como GS e NtrB (VAN HEESWIJK et al., 

2000). 

A confirmação de que as proteínas GlnB de A. brasilense não são capazes de 

formar trímeros híbridos mono e di uridilililados deu suporte à hipótese de que ou as 

subunidades de GlnB são uridililadas de forma cooperativa e rápida, de forma a não 

serem encontradas formas intermediárias ou que as formas parcialmente uridililadas 

não seriam estáveis em solução, favorecendo a formação de homotrímeros 

(ARAUJO et al., 2008). Com o objetivo de avaliar a estabilidade de trímeros híbridos 

entre proteínas PII de A. brasilense, as proteínas GlnB, GlnZ, GlnB-UMP3 e GlnZ-

UMP3 purificadas foram submetidas à uma reação de desnaturação e renaturação 

(item 4.21) e separadas em eletroforese não desnaturante. Estudos envolvendo 

desnaturação e renaturação  de GlnB e GlnK já foram descritos em E. coli (JIANG et 

al., 1997; VAN HEESWIJK et al., 2000). Estes autores empregaram uréia como 

agente desnaturante, que embora tenha sido eficiente em promover a desnaturação 

e renaturação das proteínas PII após sua remoção, ele alterou a atividade de GlnB e 

GlnK no controle de GlnE (VAN HEESWIJK et al., 2000). Com objetivo de evitar a 

perda da atividade da proteína, empregamos um tratamento térmico como agente 

desnaturante. As proteínas PII são desnaturadas após fervura durante 5 minutos, 

desestabilizando os trímeros em solução e permitindo que novas interações sejam 

geradas após resfriamento do sistema. A proteína GlnB de A. brasilense tratada 

térmicamente foi uridililada da mesma forma que GlnB (item 5.2) e o tratamento à 

100ºC não levou à perda de UMP de PII (Figura 21).  

Sob temperatura ambiente, as proteínas GlnZ e GlnZ-UMP foram encontradas 

como bandas homogêneas na eletroforese não desnaturante (Figura 25, A) Quando 
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ambas as proteínas foram misturadas (1:1) e mantidas à temperatura ambiente, não 

foram observadas a presença das formas híbridas mono- ou di- uridililadas. Somente 

bandas homogêneas referentes aos homotrímeros totalmente livre ou totalmente 

uridililados foram encontradas, conforme o esperado. Quando as proteínas GlnZ e 

GlnZ-UMP foram fervidas durante 5 minutos e mantidas em gelo (para permitir a 

renaturação protéica) novos oligômeros mono- e di-uridililados foram evidenciados 

na eletroforese não desnaturante. Esse resultado era esperado, dado que o 

tratamento térmico promove rompimento das estruturas quaternárias de GlnZ e 

GlnZ-UMP3 que, após resfriamento das amostras, podem se reagrupar 

aleatoriamente, levando à formação de trímeros contendo 0, 1, 2 ou 3 monômeros 

uridililados. A afinidade entre um monômero não uridililado com um uridililado foi 

semelhante, uma vez que as formas predominantes encontrada foram a mono- e di-

uridililada. 

Quando as proteínas GlnB e GlnB-UMP purificadas foram misturadas, 

fervidas e renaturadas à baixa temperatura, as formas mono- e di-uridililadas não 

foram encontradas. Somente duas bandas que correspondem as formas livre e 

totalmente uridililada de GlnB foram encontradas (Figura 25 B, linhas 3 e 9). Este 

resultado sugere que um dos fatores pelos quais a proteína GlnB não seja 

encontrada como um trímero híbrido seja devido à sua falta de estabilidade em 

solução. 

Para avaliar se as proteínas do tipo PII de A. brasilense eram capazes de 

formar heterotrímeros entre si, as proteínas GlnB e GlnZ, GlnB e GlnZ-UMP3, GlnZ e 

GlnB-UMP3 foram misturadas e submetidas ao tratamento de 

desnaturação/renaturação térmica e aplicadas em eletroforese não desnaturante 

(Figura 25 B, linhas 6, 7 e 8, respectivamente). Após esse tratamento não foi 

evidenciada a presença de estruturas híbridas em nenhuma das condições testadas. 

Esse resultado sugere que, diferentemente do que ocorre em E. coli, em A. 

brasilense as proteínas do tipo PII não são capazes de formar heterotrímeros in 

vitro.  

Estudos em E. coli envolvendo mutantes GlnB∆47-53, região da alça-T, sítio 

de uridililação de GlnB, mostraram que GlnB é encontrada como híbrido mono-, di- e 

tri-uridililado e que a presença de somente uma alça T na estrutura trimérica é 

suficiente para promover a interação de GlnB com seus receptores. Os trímeros 

híbridos foram capazes de regular a atividade de NtrB, promovendo a defosforilação 
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de NtrC, além do controle da atividade de GS por GlnE (JIANG et al.,1997). Van 

Heeswijk e colaboradores (2000) mostraram que os heterotrímeros de GlnB/GlnK de 

E. coli apresentaram atividades intermediárias comparadas aos homotrímeros de 

PII, e que este efeito parece ser importante para a modulação da atividade de 

proteínas do tipo PII. Dado que em E. coli estas proteínas apresentam funções que 

se sobrepõem, como controle de NtrB, GlnE e AmtB, foi sugerido que o papel destas 

proteínas nestes sistemas seja controlado pela expressão e acúmulo destas 

proteínas no meio intracelular (ATKINSON et al., 2002). Em A. brasilense, apesar 

das proteínas PII apresentarem 81% de similaridade, estas proteínas apresentam 

papéis distintos e uma é incapaz de substituir a outra (DE ZAMAROCZY et al., 

1998), o que pode justificar o fato de neste organismo não ocorrer a formação de 

heterotrímeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão    90 
 

  

 

 

 

 

 

FIGURA 25. AS PROTEÍNAS GlnB E GlnZ A. brasilense NÃO FORMAM TRÍMEROS HÍBRIDOS. As 
proteínas purificadas (concentração final 0,5 mg/ml) foram misturadas na proporção de 
1:1 (ou 1:2, quando indicado) e separadas por eletroforese não desnaturante (10%). 
Quando indicado, as amostras foram fervidas durante 5 minutos e mantidas em gelo até 
sua aplicação no gel de eletroforese. Os símbolos indicam: B: proteína GlnB de  A. 
brasilense (Ab); B*: Ab GlnB-UMP3; Z: Ab GlnZ; Z*: Ab GlnZ-UMP3. FONTE: A autora 
(2009). 

A) 

B) 
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5.6 Perfil de uridililação das proteínas mutantes G lnBL13P, GlnBV100A e 
GlnBY51F de A. brasilense. 
 

 Com o objetivo de caracterizar os efeitos das mutações introduzidas em glnB, 

o perfil de uridililação das proteínas GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F pela 

proteína GlnD foi avaliado. Para isso, 10 µg de proteínas purificadas foram 

incubadas em um sistema de reação contendo GlnD (200 nmol/L), 0,1 mmol/L de 

ATP, 2 mmol/L de 2-oxoglutarato e 1 mmol/L de UTP. As reações de uridililação 

foram paradas pela adição de EDTA (25 mmol/L) e tampão de corrida nos tempos 0, 

5, 10, 20, 30 e 60 minutos. As amostras foram analisadas por eletroforese não 

desnaturante. A Figura 26 apresenta o perfil eletroforético das amostras coletadas. 

No tempo zero de reação uma banda correspondente à proteína GlnB não 

modificada foi encontrada. No tempo 5 minutos, duas bandas foram encontradas, 

que correspondem às proteínas GlnB não modificada e uridililada. A análise 

densitométrica das bandas obtidas mostrou que 30% da proteína GlnB encontrava-

se na forma uridililada no tempo 5 minutos de reação. Após 10 minutos, 63% da 

proteína foi encontrada na forma uridililada, chegando a 84% de uridililação após 20 

minutos, 89% após 30 minutos e 91 % após 60 minutos de reação.  

A análise do produto da reação de uridililação da proteína GlnBY51F revelou 

somente uma banda homogênea, correspondente à forma não uridililada de GlnB. 

Esse resultado mostra que GlnBY51F não é capaz de ser uridililada por GlnD. O 

resíduo tirosina 51 é o sítio de uridililação nas proteínas PII dos organismos que 

sofrem esse tipo de modificação e esse resultado indica que o mesmo ocorre no 

caso da proteína GlnB de A. brasilense. 

A proteína GlnBL13P apresentou um perfil de migração em gel nativo atípico 

quando comparado à GlnB, o que prejudicou a identificação das bandas referentes 

às formas não modificadas e uridililadas desta proteína. Entretanto, nenhuma 

modificação de padrão eletroforético foi notada ao longo da reação, o que sugere 

que não ocorreu a uridililação desta proteína mutante. De forma diferente, a proteína 

GlnBV100A foi uridililada por GlnD, embora a uridililação aparente tenha sido menor 

do que a da proteína GlnB. Três por cento da proteína GlnBV100A foi uridililada 

após 5 minutos de reação. Após 10 minutos de reação, apenas cerca de 5% da 

proteína apresentou-se modificada, sendo que mesmo após 60 minutos de reação 

somente 23% de GlnBV100A foi encontrada na forma uridililada. O resultado sugere 
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que a alteração do resíduo V100 para A levou a uma mudança conformacional na 

proteína GlnB que desfavorece sua uridililação. Na proteína GlnK de E. coli o 

resíduo, arginina 101, adjacente à valina 100, está envolvido estabilização de uma 

molécula de ATP (XU et al., 1998). A substituição V100-A, pode ter alterado a 

afinidade de ATP à GlnB ou mesmo a topologia da proteína ligada ao ATP, 

causando alteração da uridililação nesta proteína. 

O perfil de uridililação das proteínas selvagem e mutantes também foi 

analisado por espectrometria de massa MALDI-TOF em modo linear. A Figura 27 

mostra os espectros de massa obtidos do produto de reação das proteínas GlnB (A), 

GlnBL13P (B), GlnBV100A (C) e GlnBY51F (D) após zero, trinta e sessenta minutos 

de reação. Foi identificada a presença de um sinal de relação m/z 12367.977 no 

tempo zero de reação, que corresponde a massa da proteína GlnB não modificada 

(A). Esse sinal também foi encontrado nos tempos zero das proteínas GlnBL13P (B), 

GlnBV100A (C) e GlnBY51F (D). Após 30 minutos de reação, GlnB apresentou o 

sinal de relação m/z 12367,977 além de um outro sinal de m/z 12674.099 que 

corresponde à diferença de massa gerada pela adição de um grupamento UMP à 

proteína GlnB (A). Entretanto, nos tempos 30 minutos das reações de uridililação de 

GlnBL13-P (B), GlnBV100A (C) e GlnBY51F (D) somente um sinal referente à 

proteína não modificada foi encontrado, indicando que neste tempo de reação 

nenhuma das proteínas foi encontrada na forma uridililada. Após 60 minutos de 

reação, um pico correspondente à forma uridililada de GlnB foi encontrado na 

uridililação de GlnBV100A, mas não em GlnBL13P nem em GlnBY51F, confirmando 

que somente GlnBV100A manteve-se capaz de ser uridililada por GlnD.  

A falta de uridililação das proteínas GlnBL13P e GlnBY51F, que sinalizaria 

baixos níveis de nitrogênio, explicaria o porquê destas proteínas não serem capazes 

de restaurar o fenótipo  Nif- in vivo da estirpe mutante glnB-, uma vez que a forma 

uridililada de GlnB a responsável pela ativação de NifA e, portanto, de transcrição 

dos genes nif.  Embora a proteína GlnBV100A tenha sido uridililada, esse processo 

foi extremamente lento, quando comparado à uridililação de GlnB e não chegou a 

ser total mesmo após 8h de reação (dados não apresentados). Esse resultado 

sugere que GlnBV100A também falha em sinalizar a ausência de íons amônio, 

impedindo a ativação de NifA e a expressão dos genes nif.  
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FIGURA 26. ANÁLISE POR ELETROFORESE NATIVA DOS PRODUTOS DE 
URIDILILAÇÃO IN VITRO DAS PROTEÍNAS GlnB, GlnBY51F, GlnBV100A E 
GlnBL13P DE A. brasilense. Uridililação das proteínas GlnB, GlnBV100A, GlnBL13P e 
GlnBY51F. O sistema de reação continha as proteínas PII purificadas (10umol/L), ATP 
(0,1 mmol/L), 2- oxoglutarato (2 mmol/L), UTP (1 mmol/L) e GlnD (200 nmol/L). As 
reações foram paradas nos tempos 0, 5, 10, 20, 30 e 60 minutos e alíquotas foram 
submetidas à eletroforese não desnaturante (10%), e o gel corado com Coomassie Blue. 
As bandas referentes às proteínas GlnB e GlnB-UMP, GlnBV100A e GlnBV100A-UMP e 
GlnBY51F foram submetidas à análise densitométrica e os valores estimados 
representam a porcentagem das formas não modificada ou uridililada de GlnB em 
relação à proteína total. FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 27. ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF DOS PRODUTOS DAS 

REAÇÕES DE URIDILILAÇÃO DAS PROTEÍNAS GlnB SELVAGEM E MUTANTES DE 
A. brasilense. Análise por espectrometria de massa MALDI-TOF do produto de 
uridililação das proteínas GlnB selvagem (A), GlnBL13P (B), GlnBY51F (C) e GlnBV100A 
(D) coletadas nos tempos 0, 30 e 60 minutos. As formas não modificadas e modificadas 
são e correspondentes aos picos com relação m/z aproximadamente 12350 e 12670, 
respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos utilizando uma relação 
sinal/ruído de 30. FONTE: A autora (2009). 
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5.7 Efeito das substituições dos resíduos L13-P, V1 00-A e Y51-F no modelo 

estrutural da proteína GlnB de A. brasilense 

 

 

A região mais variável das proteínas do tipo PII é a região C-terminal. A 

proteína GlnB de E. coli (EcGlnB) apresenta 2 folhas β nesta região, entretanto esse 

motivo estrutural não foi encontrado quando EcGlnB foi co-cristalizada com ATP; 

GlnB-ATP apresenta uma hélice 310 C-terminal (XU et al., 2001). Esse tipo de 

estrutura é comum em proteínas EcGlnK, EcGlnKATP (XU et al., 1998) e à proteína 

GlnB de H. seropedicae (BENELLI et al., 2002). A região C-terminal de EcGlnB 

apresenta quatro resíduos negativamente carregados (resíduos 106-109), enquanto 

que a proteína EcGlnK apresenta somente três resíduos (106, 108 e 109) e HsGlnB 

apresenta somente dois (106 e 110), o que justificaria a mudança estrutural desta 

região (BENELLI et al., (2002) a. A proteína GlnB de A. brasilense também 

apresenta dois resíduos negativamente carregados na região C-terminal (Glu106 e 

Asp110) sugerindo que a região C-terminal de GlnB de A. brasilense apresenta um 

motivo hélice 310 e assuma uma conformação semelhante à proteína HsGlnB.  

Como a estrutura da proteína GlnB de A. brasilense ainda não foi 

determinada, seu modelo estrutural foi gerado a partir dos dados estruturais da 

proteína GlnB de E. coli (PDB: 2Pii, mmdbID:58151) (VASUDEVAN et al., 1995), 

através do programa 3D-jigsaw. Os modelos estruturais teóricos das proteínas 

mutantes GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F também foram gerados por esse 

programa. Os arquivos obtidos foram visualizados pelos programas RasMol e 

Pymol. A comparação do modelo estrutural de GlnB de A. brasilense com a estrutura 

de GlnK e GlnB de E. coli é apresentada na Figura 28, onde podemos evidenciar 

que a proteína GlnB de A. brasilense apresenta α-hélices mais longas do que as 

presentes nas proteínas GlnB e GlnK de E. coli, e que a região C-terminal do modelo 

gerado de GlnB de A. brasilense apresentou semelhança com a porção C-terminal 

de GlnB de E. coli. 
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FIGURA 28. COMPARAÇÃO DO MODELO ESTRUTURAL DA PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense 
COM A ESTRUTURA DE GlnK e GlnB DE E. coli. O modelo estrutural da proteína GlnB 
de A. brasilense (AbGlnB) foi gerado pelo programa 3D-Jigsaw e comparado à estrutura 
de GlnK e GlnB de E. coli (EcGlnK, pdb= 1GNK, XU et al.,1998 e EcGlnB, pdb:2Pii, 
VASUDEVAN et al., 1995). As estruturas foram visualizadas pelo programa Pymol. Em 
setas brancas são destacadas as diferenças estruturais mais relevantes entre as 
proteínas. FONTE: A autora (2009). 

 
 

Os modelos estruturais das proteínas GlnB selvagem e mutantes e seus 

elementos de estrutura secundária são apresentados na Figura 29. As α hélices das 

estruturas aparecem em rosa, as folhas β em amarelo e as voltas em azul. As 

ligações de hidrogênio são representadas em linhas pontilhadas. A proteína GlnB  

apresentou em sua estrutura 2 α hélices, 6 folhas β e 6 alças formando as voltas T, 

B e C ao longo da estrutura, como a proteína GlnB de E. coli (CARR et al., 1996). As 

α hélices compreendem os resíduos: Pro10-Val23 (α1) e Asp67-Ala81 (α2), enquanto 

que as folhas β encontram-se entre os resíduos Lys2-Ile8 (β1), Thr29-Gly35 (β2), 

Leu56-Met65 (β3), Lys90-Pro95 (β4), Glu98-Val100 (β5) e Lys107-Gly109 (β6). A 

estrutura de GlnB é estabilizada por 61 ligações de hidrogênio, de acordo com o 

modelo gerado. 

De acordo com o modelo gerado, a substituição do resíduo L13P levou a um 

encurtamento da α hélice 1, que passou a compreender os resíduos Pro13-Val23, e 

ganho de três alças (Pro10-Lys12; Val96 e Asp100) e mais 4 pontes de hidrogênio 

(Asp67-Ile112; Arg101-Thr104; Gly108-Asp110; Gly109-Ile112) comparada ao 
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modelo de GlnB (Figura 29 e  31B). Quando os modelos estruturais de GlnBL13P e 

GlnB foram sobrepostos [Figura 30 (c e d)] as diferenças estruturais que a 

substituição da Leu13 por uma Pro provocou foram evidenciadas e levou a um 

encurtamento da α-hélice 1 e formação de uma alça nessa região. Isso se deve, 

devido à troca de um aminoácido apolar de cadeia aberta (Leu) por um aminoácido 

apolar de cadeia fechada (Pro). 

 A substituição do resíduo V100A não modificou a estrutura secundária da 

proteína e nem o número de pontes de hidrogênio presentes na estrutura, ou seja, o 

modelo indica que não houve alteração estrutural significativa na estrutura da 

proteína mutante (Figura 30). De fato, quando o modelo estrutural da proteína 

mutante GlnBV100A foi sobreposto ao de GlnB não foi evidenciado nenhuma 

alteração estrutura (Figura 30, E e F). As pontes de hidrogênio contidas na região 

mutagenizada desta proteína são apresentadas na Figura 12,C. Apesar do resíduo 

Val100 ter sido substituído por uma alanina, a ponte de hidrogênio que este resíduo 

faz com a Ile102 foi mantida. Apenas houve uma alteração da cadeia lateral. A 

Val100 é um aminoácido de cadeia lateral apolar e foi substituído por um resíduo do 

mesmo grupo que, embora menor, tem hidrofobicidade. Apesar desse resíduo ser 

conservado nas proteínas do tipo PII, frequentemente encontra-se substituído por 

uma isoleucina, como em GlnB de R. rubrum, GlnB e GlnK de E. coli.  

 A substituição do resíduo Y51F suprendentemente levou a uma alteração no 

número de ligações de hidrogênio e no número de alças da estrutura. Houve um 

aumento de 61 para 64 ligações de hidrogênio e de 6 para 8 alças presentes na 

estrutura (figura 30). As novas pontes formadas envolveram os resíduos Lys2-

Ile112, Arg101-Thr104 e Gly109-Ala11 e estão apresentadas com detalhes na 

Figura 31, A. A formação destas novas pontes aproximou a hélice α1  da volta C, que 

poderia afetar a atividade de GlnBY51F. A sobreposição das estruturas de GlnB e 

GlnBY51F geradas é apresentada na Figura 30 (A), onde podemos evidenciar as 

alterações estruturais geradas por Y51F. A principal diferença estrutural obtida foi na 

porção C-terminal e envolveu a formação de novas pontes de hidrogênio e de uma 

nova alça (Figura 31, A).  

De acordo com os modelos gerados, as substituições V100A e Y51F não 

levaram a alterações estruturais significativas na proteína GlnB. Entretanto, essas 

alterações conferiram significativas alterações funcionais na proteína GlnB quando 

analisada in vitro e in vivo. Com a finalidade de localizar os resíduos L13 e V100 na 
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estrutura trimérica de GlnB esses resíduos foram localizados na estrutura de GlnZ 

de A. brasilense (gentilmente cedido por HUERGO) que apresenta 81% de 

similaridade com GlnB (Figura 30, II). A região da volta-T, que contém o resíduo Y51 

não foi resolvida nessa estrutura e por isso esse resíduo não foi localizado. No 

trímero de GlnZ, formado pelas cadeias A, B e C, os resíduos L13 também 

aparecem na α-hélice 1 e voltam-se para o interior da estrutura. Essa região não 

participa diretamente da interação entre monômeros, mas é possível que a mudança 

gerada altere de forma indireta esse contato, causando a mudança da atividade de 

GlnB. Por outro lado, a região da V100, volta-C, participa da estabilização da 

estrutura trimérica de PII, uma vez que ocorre a formação de ligações de hidrogênio 

entre a V100 de uma cadeia, com a I91 da cadeia seguinte, localizada na folha β4. 

Além disso, nas proteínas GlnB de E. coli e H. seropedicae, essa região é onde liga-

se o ATP. Embora as ligações de hidrogênio intercadeias tenham sido mantidas, a 

alteração da cadeia lateral gerada pode ter afetado a interação desta proteína com 

ATP, que resultaria na deficiência da sinalização dos níves de energia pela proteína 

GlnBV100A. 
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FIGURA 29: MODELOS ESTRUTURAIS DAS PROTEÍNAS GLNB S ELVAGEM E 

MUTANTES GlnBL13P, GlnBV100A E GlnBY51F DE A. brasilense 
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FIGURA 29. MODELOS ESTRUTURAIS DAS PROTEÍNAS GLNB SELVAGEM E MUTANTES 
GlnBL13P, GlnBV100A E GlnBY51F DE A. brasilense. O alinhamento da sequência de 
aminoácidos das proteínas GlnB, GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F foi realizado pelo 
programa Bioedit. Os elementos da estrutura secundária são apresentados. Os modelos 
estruturais teóricos foram criados pelo programa 3D-dijsaw e analisados pelo programa 
Rasmol. Modelo estrutural de GlnB, GlnBL13P, GlnBV100A e GlnBY51F de A. brasilense 
são apresentados em três perspectivas cada. Os motivos estruturais α-hélice, folha-β e 
alças são representados em rosa, amarelos e azul e branco, respectivamente. As setas 
vermelhas destacam o resíduo mutagenizado, as setas indicam as pontes de hidrogênio 
(setas brancas) e alças (setas verdes) geradas pela mudança de resíduos. FONTE: A 
autora (2009). 
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FIGURA 30. COMPARAÇÃO DOS MODELOS ESTRUTURAIS DE PROTEÍNAS PII DE A. 
BRASILENSE. Os modelos estruturais das proteínas  GlnB selvagem e mutantes foram 
criados pelo programa 3D-dijsaw. I) Sobreposição dos modelos estruturais de GlnB 
(verde) e GlnBY51F (azul) (a), GlnB e GlnBL13-P (rosa) (c) e GlnB e GlnBV100A 
(vermelho) (e). As regiões mutagenizadas de cada mutante são apresentadas em 
destaque (setas brancas) nas estruturas em b (Y51F), d (L13P) e f (V100A) e os 
resíduos L13 (branco) e V100 (amarelo) são destacados no trímero de GlnZ em II. 
FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 31. EFEITO DAS SUBSTITUIÇÕES L13-P, Y51F E V100A NO MODELO 

ESTRUTURAL DA PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. Os modelos estruturais 
foram gerados pelo programa 3D-Jigsaw e analisados pelo programa Rasmol. As 
regiões mutagenizadas de GlnB são apresentadas (caixas pontilhadas, a,b e c). A 
mudança estrutural causada por GlnBY51 (A), GlnBV100A (B) e GlnBL13P (C) são 
apresentadas. FONTE: A autora (2009). 
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5.8 Determinação das constantes de dissociação de A TP, ADP, AMP e 2-

oxoglutarato da proteína GlnB de A. brasilense 

 

 As proteínas GlnB são proteínas transdutoras de sinais e integram a 

sinalização de carbono, amônio e energia para a célula (FORCHHAMMER, 2008). A 

uridililação de GlnB ocorre em resposta aos níveis de nitrogênio intracelular, sendo 

que em baixos níveis de amônio GlnB encontra-se na forma uridililada, e em altos 

níveis de amônio esse grupamento é removido. As proteínas GlnB também são 

capazes de associar-se ao sinalizador dos níveis de carbono, 2-oxoglutarato e aos 

de níveis de energia ATP, ADP e AMP (FORCHHAMMER, 2008). A ligação de 

moléculas efetoras como o ATP, ADP, AMP e 2-oxoglutarato é importante para 

modular não apenas a uridililação de PII, mas sua interação com outras moléculas 

alvo, como NtrB (KAMBEROV et al., 1995), DraT e DraG (HUERGO et al., 2009) e 

AmtB (DURAND e MERRICK, 2006; HEINRICH et al., 2006; HUERGO et al.,2007; 

WOLFE et al., 2007). 

 As constantes de dissociação de 2-oxoglutarato, ATP, ADP e AMP da 

proteína GlnB de A. brasilense foram determinadas pela variação de entalpia gerada 

pela  sua ligação à GlnB por microcalorimetria. Para a determinação da constante de 

dissociação de 2-oxoglutarato de GlnB, 50-130 µmol/L de proteína purificada foram 

dialisadas na presença de ATP (5 mmol/L) e MgCl2 (5 mmol/L).. Foi considerado que 

proteínas do tipo PII apresentam 3 sítios de ligação para 2-oxoglutarato (XU et al., 

2001) para o cálculo da concentração do titulante. A proteína GlnB (107,8 µmol/L) foi 

titulada com uma solução de 2-oxoglutarato (1,83 mmol/L) e o gráfico gerado é 

apresentado na Figura 32. Os dados permitiram determinar três constantes de 

dissociação de 2-oxoglutarato Kd1= 6,7 µmol/L, Kd2= 97,8 µmol/L e Kd3= 30,3 

µmol/L. Os dados obtidos confirmam que em A. brasilense a ligação de 2-

oxoglutarato também ocorre de maneira cooperativa. A ligação de uma molécula de 

2-oxoglutarato a um sítio de alta afinidade promove uma forte cooperatividade 

negativa para a ligação de uma segunda molécula. Se as concentrações de 2-

oxoglutarato intracelulares em A. brasilense forem semelhantes aquelas descritas 

para E. coli (0,1-0,9 mmol/L) (SENIOR et al., 1975) o sítio de maior afinidade do 

trímero encontra-se permanentemente ligado à uma molécula de 2-oxoglutarato, 

enquanto que o segundo e o terceiro sítios seriam ocupados em altas concentrações 

de 2-oxoglutarato. De acordo com o resultado obtido, o terceiro sítio apresentaria um 
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aumento de afinidade após ligação de uma segunda molécula de 2-oxoglutarato, 

permitindo que os três sítios de 2-oxoglutarato de GlnB fossem ocupados com o 

aumento da concentração intracelular de 2-oxoglutarato.  

Estudos de ligação de 2-oxoglutarato em GlnB de E. coli foram realizados por 

Jiang e Ninfa (2007) utilizando uma técnica de centrifugação/filtração dos efetores 

marcados radioativamente. Para a ligação de 2-oxoglutarato, foram identificados três 

sítios de ligação para esta molécula à GlnB com afinidades de Kd1= 12 µmol/L , Kd2= 

120 µmol/L e Kd3= 5000 µmol/L, na presença de ATP (4 mmol/L) (JIANG e NINFA, 

2007). Em outro estudo realizado com a proteína PII de Arabidopsis thaliana, foi 

encontrada somente uma constante de ligação para 2-oxoglutarato, cuja afinidade 

foi alterada pela presença de ATP. Na presença de ATP a Kd de 2-oxoglutarato foi 

de 106,8 µmol/L, enquanto que na ausência de ATP e presença de ADP, a 

constante de dissociação foi Kd1= 131,8 µmol/L (SMITH et al., 2003). A ligação de 2-

oxoglutarato à GlnK de Bacillus subtilis é não cooperativa e independe da presença 

de ATP (HEINRICH et al., 2006). Assim como em E. coli, GlnB de A. brasilense 

apresenta 3 sítios de ligação de 2-oxoglutarato. Entretanto, em E. coli, o terceiro sítio 

parece estar desocupado, exceto se os níveis de 2-oxoglutarato ultrapassarem o 

limite máximo previsto da variação intracelular deste composto (0,9 mmol/L) em 

resposta à variação de nitrogênio intracelular. 

 Para a determinação da constante de dissociação de ATP às proteínas GlnB, 

cerca de 50 µmol/L de proteína foram dialisadas na presença de 2-oxoglutarato (5 

mmol/L) e cloreto de magnésio (5 mmol/L). As proteínas foram tituladas com uma 

solução de ATP (3,8 mmol/L). O gráfico gerado pela titulação de GlnB com ATP na 

presença de Mg2+ está apresentado na  Figura 33. O perfil gerado permitiu a 

obtenção de uma única constante de ligação de ATP à GlnB, de valor Kd= 3,7 

µmol/L. Dado que a proteína GlnB provavelmente também apresenta 3 sítios de 

ligação para ATP, em A. brasilense os sítios de ligação para esta molécula parecem 

apresentar igual afinidade pelo ATP. Este resultado difere daquele obtido para a 

proteína GlnB de E. coli, onde foram encontradas 3 constantes de dissociação: Kd1= 

5 µmol/L, Kd2= 35 µmol/L e Kd3= 1000 µmol/L, na presença de 0,05 mmol/L de 2-

oxoglutarato. Quando a concentração de 2-oxoglutarato foi aumentada para 2 

mmol/L, as constantes de dissociação foram Kd1= 0,35 µmol/L, Kd2= 30 µmol/L e 

Kd3= 300 µmol/L (JIANG e NINFA, 2007). A proteína GlnK de B. subtillis apresentou 

uma constante de dissociação de ATP na ausência de Mg2+ e presença de 2-
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oxoglutarato de Kd1= 20,3 µmol/L, sendo que essa afinidade é ainda reduzida na 

presença do cátion divalente (HEINRICH et al., 2006). Os dados obtidos para A. 

brasilense são semelhantes aos dados obtidos pela titulação de PII de A. thaliana, 

na presença de 1 mmol/L de 2-oxoglutarato (Kd1= 3,0 µmol/L). Neste organismo, a 

ausência de 2-oxoglutarato levou à diminuição da afinidade de GlnB pelo ATP na 

ordem de 4,5 vezes (SMITH et al., 2003).  

A concentração intracelular estimada de ATP em E. coli é de 3 mmol/L 

(NEUHARD et al., 1987) e parece não variar em função do crescimento celular 

(SCHNEIDER et al., 2004). Nestas condições, ATP estaria sempre ligado à GlnB, 

independentemente da presença de 2-oxoglutarato e um sistema mais complexo 

parece regular a interação PII, ATP/ADP (JIANG e NINFA, 2007).  Diferentemente 

de E. coli, a concentração intracelular de ATP, ADP e AMP em bactérias fixadoras 

de nitrogênio como A. vinelandii, K. pneumoniae, Clostridium pasteurianum 

(UPCHURCH e MORTENSON, 1980) e A. brasilense (dados não apresentados) 

variam em função dos níveis de amônio intracelular. Desta forma, a ligação destes 

efetores à GlnB pode ser regulada pela sua disponibilidade intracelular.  

 A titulação de GlnB com AMP e ADP foi realizada após diálise de GlnB 

purificada contra tampão 50 mmol/L Tris.HCl pH7,5, contendo 2- oxoglutarato (5 

mmol/L) e MgCl2 (5 mmol/L). Nessas condições, ADP apresentou fraca ligação à 

GlnB e não foi possível calcular a constante de dissociação deste efetor (figura 35). 

Os experimentos de titulação indicaram que AMP não interage com GlnB nas 

condições testadas (Figura 36). A ausência de 2-oxoglutarato favoreceu a ligação do 

ADP à GlnB, entretanto, a constante de dissociação não foi determinada. Resultado 

semelhante foi descrito para a ligação de ADP à proteína PII de A. thaliana. A 

constante de dissociação aumentou de Kd1= 69,9 para Kd1= 251,2 na presença de 

2-oxoglutarato e o AMP também não se ligou à PII de A. thaliana, nas condições 

testadas (SMITH et al., 2003). Os resultados obtidos sugerem que, na presença de 

2-oxoglutarato e MgCl2, o sítio de ligação para ADP e AMP não esteja tão disponível, 

favorecendo a ligação de ATP. A proteína GlnB de E. coli também apresenta apenas 

uma constante de dissociação para ADP, que parece independer da presença de 2-

oxoglutarato (JIANG e NINFA, 2007).  

A Figura 37 apresenta a comparação dos dados obtidos pela titulação de 

GlnB com os efetores 2-oxoglutarato, ATP, ADP e AMP. Os resultados obtidos 

mostram que o efetor que apresenta maior afinidade por GlnB nas condições 
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testadas é o ATP. A ligação de ADP na ausência de 2-oxoglutarato foi semelhante à 

ligação de 2-oxoglutarato à GlnB na presença de ATP. O AMP e o ADP apresentam 

ligação baixa ou nula à GlnB quando na presença de 2-oxoglutarato. A ligação de 

ATP com alta afinidade na presença de 2-oxoglutarato é coerente com o fato de que 

in vivo a diminuição dos níveis de amônio acarreta um aumento na concentração de 

2-oxoglutarato e ATP. Nessa situação, ATP apresenta alta afinidade por GlnB e liga-

se em seus três sítios. A ligação de ADP e AMP nessas condições é nula. De forma 

contrária, o aumento dos níveis de nitrogênio leva à diminuição da concentração de 

2-oxoglutarato e de ATP, nestas condições, a ligação de ADP seria favorecida.  

 A ligação de 2-oxoglutarato e ATP nas proteínas mutantes GlnBY51F e 

GlnBV100A também foi estudada. As figuras 38 e 39 apresentam os resultados 

obtidos. De acordo com os dados gerados, a ligação de 2-oxoglutarato foi 

semelhante em todas as proteínas testadas, indicando que o sítio de ligação desta 

molécula não é alterado pelas substituições V100-A ou Y51F (Figura 39). Yildz e 

colaboradores (2007) sugeriram que a ligação de 2-oxoglutarato à proteína GlnK de 

Methanococcus jannaschii envolve sua estabilização pelo resíduo Y51 desta 

proteína, quando a alça-T encontra-se rígida, devido à presença de ATP e MgCl2 

(YILDIZ et al., 2007). A substituição deste resíduo não levou à alteração da ligação 

de 2-oxoglutarato à GlnB de A. brasilense, o que pode sugerir que neste organismo 

2-oxoglutarato liga-se em outra região. Entretanto, a interação de 2-oxoglutarato 

com o resíduo Y51 em M. jannaschii ocorre via anel aromático deste resíduo, o qual 

foi preservado no caso de GlnBY51F. Portanto, a hipótese de que a ligação de 2-

oxoglutarato ocorra nesta região em A. brasilense não pode ser descartada.  

As proteínas mutantes GlnBV100A e GlnBY51F apresentaram diminuição da 

afinidade de ligação de ATP quando comparada à GlnB, sendo que essa diminuição 

foi mais proeminente na proteína GlnBV100A (Figura 39). A injeção inicial de ATP 

promove uma variação de calor grande na proteína GlnB, que diminiui cerca de 3 

vezes na proteína mutante GlnBV100A. Dados estruturais mostraram que o resíduo 

R101 da proteína GlnK de E. coli, é importante para a ligação de ATP (XU et al., 

1998). A mudança V100A possivelmente afeta o resíduo R101, levando à diminuição 

da afinidade da proteína mutante por ATP.  

A ligação de ATP nas proteínas GlnK de E. coli e de M. jannaschii causa um 

efeito sobre a alça T, tornando-a mais rígida que, em M. jannaschii, favorece à 

ligação de 2-oxoglutarato (YILDZ et al., 2007). Além disso, essa ligação causa 
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mudanças na distribuição de carga de GlnK, além de causar mudanças 

conformacionais na alça B desta  proteína, que podem podem ser importantes para 

sua interação com outras proteínas (XU et al., 1998).  

Os resultados obtidos mostram que as proteínas GlnB de A. brasilense são 

capazes de ligarem-se ao 2-oxoglutarato, ATP e ADP nas condições testadas. A 

ligação de ADP responde à presença de 2-oxoglutarato. Possivelmente, sua 

presença favoreça a ligação de ATP à GlnB, enquanto que, quando ausente, a 

ligação de ADP à GlnB é favorecida. Além disso, a substituição do resíduo R101 

levou à drástica diminuição da afinidade de GlnB por ATP. Isso ocorre, 

provavelmente, devido à participação dessa região na ligação de ATP. Baseado nos 

dados obtidos para M. jannaschii, a ligação de ATP na presença de Mg2+ ainda 

favoreceria uma mudança conformacional na alça-T. Provavelmente esse efeito não 

ocorre na proteína mutante GlnBV100A, o que poderia desfavorecer a sua interação 

com a proteína GlnD e, portanto, a sua uridililação.  
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FIGURA 32: TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense COM 2-

OXOGLUTARATO. A proteína GlnB purificada (107,8 µmol/L) foi dialisada em tampão 50 
mmol/L Tris. HCl pH 7,5, 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de ATP e 5 mmol/L de MgCl2. A 
titulação de GlnB por 2-oxoglutarato (2-OG) (1,83 mmol/L) se deu em um 
microcalorímetro VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 
Origin 7.0. A relação molar refere-se à concentração do ligante/concentração de proteína 
na célula de reação. FONTE: A autora (2009). 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 33. TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ATP À PROTEÍNA GlnB DE 

A proteína GlnB purificada (49,8 µmol/L) foi dialisada em tampão Tris.H
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl, 5 mmol/L de 2
titulada com ATP (3,8mmol/L) A titulação de GlnB por ATP se deu em um 
microcalorímetro VP
Origin 7.0. A relação molar refere
na célula de reação.
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ATP À PROTEÍNA GlnB DE 
A proteína GlnB purificada (49,8 µmol/L) foi dialisada em tampão Tris.H
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl, 5 mmol/L de 2-oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl
titulada com ATP (3,8mmol/L) A titulação de GlnB por ATP se deu em um 
microcalorímetro VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 

n 7.0. A relação molar refere-se à concentração do ligante/concentração d
na célula de reação. FONTE: A autora (2009). 
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ATP À PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. 
A proteína GlnB purificada (49,8 µmol/L) foi dialisada em tampão Tris.HCl (50 mmol/L, 

oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl2 e 
titulada com ATP (3,8mmol/L) A titulação de GlnB por ATP se deu em um 

ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 
se à concentração do ligante/concentração de proteína 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
FIGURA 34. TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ADP À PROTEÍNA GlnB DE 

A proteína GlnB purificada (1
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de 2
titulada com ADP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por ADP se deu em um 
microcalorímetro VP
Origin 7.0. A relação molar refere
na célula de reação.
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ADP À PROTEÍNA GlnB DE 
A proteína GlnB purificada (110,5 µmol/L) foi dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de 2-oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl
titulada com ADP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por ADP se deu em um 
microcalorímetro VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 
Origin 7.0. A relação molar refere-se à concentração do ligante/concentração de proteína 
na célula de reação. FONTE: A autora (2009). 
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE ADP À PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. 
10,5 µmol/L) foi dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 

oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl2 e 
titulada com ADP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por ADP se deu em um 

dos gerados foram analisados pelo programa 
se à concentração do ligante/concentração de proteína 



 

 
 
 

 
 
 
 
FIGURA 35. TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE AMP À PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense.

A proteína GlnB purificada (110,5 µmol/L) foi dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de 2
titulada com AMP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por AMP se deu em um 
microcalorímetro VP
Origin 7.0. A relação molar refere
na célula de reação.
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE AMP À PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense.
GlnB purificada (110,5 µmol/L) foi dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 

pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de 2-oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl
titulada com AMP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por AMP se deu em um 
microcalorímetro VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 
Origin 7.0. A relação molar refere-se à concentração do ligante/concentração de proteína 
na célula de reação. FONTE: A autora (2009). 
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TITULAÇÃO ISOTÉRMICA DA LIGAÇÃO DE AMP À PROTEÍNA GlnB DE A. brasilense. 
GlnB purificada (110,5 µmol/L) foi dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 

oxoglutarato e 5 mmol/L de MgCl2 e 
titulada com AMP (8,35mmol/L). A titulação de GlnB por AMP se deu em um 

(Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa 
se à concentração do ligante/concentração de proteína 
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FIGURA 36. COMPARAÇÃO DA AFINIDADE DE LIGAÇÃO DE ATP, ADP, AMP E 2-

OXOGLUTARATO À PROTEÍNA GlnB DE A. BRASILENSE. Os dados gerados pela 
titulação da proteína GlnB por ATP (figura 35), ADP (na presença e ausência de 2-
oxoglutarato) (figura 36), AMP (figura 37) e 2-oxoglutarato (figura 34) foram analisados e 
comparados pelo programa Origin 7.0. A relação molar refere-se à concentração do 
ligante/concentração de proteína na célula de reação. FONTE: A autora (2009). 
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FIGURA 37. COMPARAÇÃO DA AFINIDADE DE LIGAÇÃO DE 2-OXOGLUTARATO ÀS PROTEÍNA 
GlnB, GlnBV100A e GlnBY51F DE A. brasilense. As proteína GlnB (107,8 µmol/L), GlnBY51F (67,4 
µmol/L) e GlnBV100A (136,6 µmol/L)  purificadas foram dialisadas em tampão Tris. HCl (50 mmol/L, 
pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de ATP e 5 mmol/L de MgCl2 e titulada com 2-
oxoglutarato (1,83, 5,1 e 10,3 mmol/L, respectivamente). A titulação se deu em um microcalorímetro 
VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram analisados pelo programa Origin 7.0. A relação molar 
refere-se à concentração do ligante/concentração de proteína na célula de reação. FONTE: A autora 
(2009). 
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FIGURA 38. COMPARAÇÃO DA AFINIDADE DE LIGAÇÃO DE ATP NAS PROTEÍNAS GlnB, 

GlnBV100A e GlnBY51F DE A. brasilense. As proteína GlnB (107,8 µmol/L), GlnBY51F 
(67,4 µmol/L) e GlnBV100A (136,6 µmol/L)  purificadas foram dialisadas em tampão Tris. 
HCl (50 mmol/L, pH 7,5) contendo 50 mmol/L KCl , 5 mmol/L de 2-oxoglutarato e 5 
mmol/L de MgCl2 e titulada com ATP (3,8, 5,1 e 10,3 mmol/L, respectivamente). A 
titulação se deu em um microcalorímetro VP-ITC (Microcal) e os dados gerados foram 
analisados pelo programa Origin 7.0. A relação molar refere-se à concentração do 
ligante/concentração de proteína na célula de reação. FONTE: A autora (2009).
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6. CONCLUSÕES 

 

• A uridililação de proteína GlnB é necessária para a ativação de NifA;  

 

• A proteína GlnB de A. brasilense é estável ao tratamento térmico de 

80°C-3 minutos; 

 

• As substituições V100A e Y51F não causaram alteração substancial da 

estrutura trimérica de GlnB, sugerindo que estes resíduos não são 

importantes para a manutenção da estrutura quaternária de GlnB; 

 

• A substituição do resíduo L13P provavelmente leva a uma alteração da 

estrutura quarternária de GlnB de A. brasilense, sugerindo que o resíduo 

L13 é importante para a estabilização da proteína na forma trimérica; 

 

• Os trímeros híbridos GlnB2/GlnBUMP e GlnB/GlnBUMP2 não são 

estáveis em solução; 

 

• As proteínas PII de A. brasilense não são capazes de formar 

heterotrímeros, sugerindo que neste organismo a regulação fina das 

atividades de GlnB e GlnZ através de formação de heterotrimeros não e 

necessária provavelmente devido a sua segregação funcional; 

 

• A alteração V100A levou a uma mudança conformacional na proteína 

GlnB que desfavorece sua uridililação, enquanto a mutação L13P e 

Y51F produziu proteínas GlnB incapazes de ser uridililadas por GlnD; 

 

• A proteína GlnB possui três sítios de ligação de 2-oxoglutarato que 

exibem cooperatividade negativa. As constantes de dissociação 

determinadas por titulação calorimétrica isotérmica foram Kd1= 6,7 

µmol/L, Kd2= 97,8 µmol/L, Kd1= 30,3 µmol/L; 
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• A proteína GlnB de A. brasilense provavelmente possui três sítios de 

ligação ATP e o valor da constante de dissociação foi Kd1= 3,7 µmol/L. 

A proteína GlnB de A. brasilense apresenta maior afinidade pela ligação 

do ATP do que para o ADP; 

 

• A proteína GlnB de A. brasilense não liga ADP ou AMP na presença de 

2-oxoglutarato; 

 

• As substituições V100A e Y51F não alteram a capacidade da proteína 

GlnB de se ligar ao 2- oxoglutarato, mas reduz a afinidade de ligação de 

GlnB ao ATP. 
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