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RESUMO 

 

 

 

WANDERLEY, M. Katyanne. Universidade Estadual da Paraíba/Embrapa Algodão, Fevereiro 

de 2019. Regulação da biossíntese de exopolissacarídeos de gluconacetobacter 

diazotrophicus por fosforilação de uma tirosina quinase. Campina Grande, PB, 2019.p.46. 

Dissertação (Programa de Pós-Graduação em Ciências Agrárias). Orientador: Prof. Dr. Carlos 

Henrique Salvino Gadelha Meneses.  

 

 

A fosforilação de proteínas tirosinas quinases ocorre em todos os organismos vivos e 

desempenha um papel central, regulando uma grande variedade de processos celulares, como 

proliferação e diferenciação. Dessa forma, um sistema biológico em que a fosforilação da 

proteína tirosina é responsável por importante papel na síntese de exopolissacarídeo (EPS), 

foram explorados em Gluconacetobacter diazotrophicus. Foram avaliadas as características da 

sequência que codifica uma proteína tirosina quinase no genoma de G. diazotrophicus Pal5 

(GDI2549), atividade quinase, avaliação da influência da tirosina quinase em G. diazotrophicus, 

e do efeito sobre a expressão gênica, quando a bactéria foi cultivada em diferentes fontes de 

carbono. Os resultados obtidos indicam que GDI2549 é uma tirosina quinase que regula a 

biossíntese de EPS em G. diazotrophicus, também sugerindo que apresenta atividade quinase em 

diferentes fontes de carbono utilizada durante o cultivo. Na estirpe mutante para o gene gumD de 

G. diazotrophicus GDI2549 apresentou uma autofosforilação em culturas radiomarcadas. A 

estirpe selvagem Pal5 de G. diazotrophicus apresentou diferentes padrões de expressão relativa 

do gene GDI2549, quando a bactéria foi cultivada em diferentes fontes de carbono. Este estudo 

demonstrou que a biossíntese de EPS em G. diazotrophicus é regulada por um mecanismo de 

fosforilação em padrões de retroalimentação positiva, onde a presença de EPS é primordial nesta 

nota.  

 

Palavras-chave: Endofítico diazotrófico, Fosforilação, Exopolímeros, Regulação gênica. 
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ABSTRACT 

 

WANDERLEY, M. Katyanne. Universidade Estadual da Paraíba / Embrapa Algodão, February, 

2019. Regulation of the biosynthesis of exopolysaccharides of gluconacetobacter 

diazotrophicus by phosphorylation of a tyrosine kinase. Campina Grande, PB, 2019.p.46. 

Dissertação (Programa de Pós-Graduação em Ciências Agrárias). Orientador: Prof. Dr. Carlos 

Henrique Salvino Gadelha Meneses.  

 

Protein Phosphorylation by tyrosine kinases occurs in all living organisms and plays a central 

role in regulating a wide variety of cellular processes, such as proliferation and differentiation. 

Thus, a biological system in which protein phosphorylation by tyrosine protein is responsible for 

important role in exopolysaccharide (EPS) synthesis was explored in Gluconacetobacter 

diazotrophicus. The characteristics of the sequence encoding a protein tyrosine kinase in the 

genome of G. diazotrophicus Pal5 (GDI2549), kinase activity, evaluation of the influence of 

tyrosine kinase in G. diazotrophicus, and the effect on gene expression, when the bacterium was 

cultured in different carbon sources. The results indicate that GDI2549 is a tyrosine kinase that 

regulates the EPS biosynthesis in G. diazotrophicus, also suggesting that it presents kinase 

activity in different sources of carbon used during cultivation. In the mutant gumD strain of G. 

diazotrophicus, GDI2549 showed an autophosphorylation in radiolabeled cultures. The wild-type 

Pal5 strain of G. diazotrophicus showed different patterns of relative expression of the GDI2549 

gene, when the bacterium was cultured on different carbon sources. This study demonstrated that 

EPS biosynthesis in G. diazotrophicus is regulated by a phosphorylation mechanism in positive 

feedback patterns, where the EPS presence is paramount in note. 

 

Keywords: Diazotrophic endophytic, Phosphorylation, Exopolymers, Gene regulation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 é uma bactéria fixadora de nitrogênio 

originalmente isolada de plantas de cana-de-açúcar cultivadas no Brasil, descoberta em meio 

semi-sólido com alto teor de açúcar e livre de nitrogênio (CAVALCANTE e DÖBEREINER, 

1988). Possui importantes características biotecnológicas, como fixação de nitrogênio, promoção 

do crescimento de plantas, vias metabólicas para diversos tipos de açúcares, secreção de ácidos 

orgânicos, síntese de fitohormônios e a ocorrência de bacteriocinas. 

Posteriormente, esta bactéria foi detectada colonizando endofíticamente outras plantas, 

como a batata doce (PAULA et al., 1991), café (JIMÉNEZ-SALGADO et al., 1997), abacaxi 

(TAPIA-HERNÁNDEZ et al., 2000) e o arroz (MUTHUKUMARASAMY et al., 2007), que por 

sua facilidade de manipulação se tornou um modelo de planta para estudar a interação com G. 

diazotrophicus (ROUWS et al., 2010; MENESES et al., 2011; ALQUÉRES et al., 2013; 

MENESES et al., 2017).  

Dessa forma, as bactérias produzem diversos biopolímeros com propriedades químicas 

variadas através da utilização de inúmeros substratos que podem ser simples ou complexos e 

muitos destes biopolímeros apresentam a mesma função, enquanto outros são específicos para 

determinadas espécies e têm funções biológicas distintas (WHITFIELD, 2006; NWODO et al., 

2013). 

Em resposta à defesa vegetal, além da proteção exercida por enzimas antioxidantes, os 

EPS e lipopolissacarídeos (LPS) sintetizados por bactérias também podem estar envolvidos 

(BERTALAN et al., 2009). Muitas bactérias de fixação de nitrogênio são conhecidas por 

produzir EPS, incluindo Azoarcus sp. estirpe BH72 (HUREK e REINHOLD-HUREK, 2003), R. 

leguminosarum bv. trifolii estirpe TA1 (SKORUPSKA et al., 2006), Azospirillum brasilense 

estirpe Sp7 (VALVERDE et al., 2008), S. meliloti estirpe Rm1021 (MORRIS e GONZÁLEZ, 

2009), Burkholderia kururiensis estirpeM130 (HALLACK et al., 2010), Bradyrhizobium sp. 
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estirpe MAFF211645 (FITRIYANTO et al., 2011) e G. diazotrophicus estirpe Pal5 (SERRATO 

et al., 2013).  

A sequência completa do genoma de G. diazotrophicus foi publicada (BERTALAN et al., 

2009), facilitando assim o estudo funcional de genes envolvidos no processo de infecção e 

colonização de G. diazotrophicus em plantas hospedeiras, como por exemplo, os genes com 

provável função na biossíntese de polissacarídeos capsulares (CPS), lipo-polissacarídeos (LPS), 

proteínas de superfície envolvidas na motilidade e adesão (pili e flagelos) e polissacarídeos 

extracelulares (EPS) os quais foram identificados no genoma de G. diazotrophicus. Em geral a 

biossíntese de EPS por bactérias Gram negativas é catalisada por enzimas codificadas pelos 

operons gum, eps e exp. Estes genes são nomeados de gumB a gumM no genoma das bactérias 

fitopatogênicas do tipo Xanthomonas campestris pv. campestris (KATZEN et al., 1998). 

Homólogos destes genes foram também encontrados em outras bactérias fitopatogênicas como 

Xylella fastidiosa (DA SILVA et al., 2001) e Xanthomonas axonopodis pv. citri (DA SILVA et 

al., 2002). Da mesma forma, também foram encontrados homólogos em G. diazotrophicus 

(GRIFFIN et al., 1996).  

Dessa forma, proteínas pertencentes à família das tirosinas quinases bacterianas (PTKs), 

generalizadas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, estão envolvidas em várias 

funções celulares e processos de sinalização não compartilhando semelhanças estruturais, de 

mecanismo e de sequências de aminoácidos com quinases eucarióticas (CUTHBERTSON et al., 

2009), possuindo assim, organizações de domínio diferentes, onde as PTKs de bactérias Gram-

negativas são geralmente proteínas grandes compostas de um domínio N-terminal e um domínio 

PTK citosólico C-terminal, em contraposição com as PTKs de bactérias Gram-positivas que são 

separadas naturalmente em duas proteínas distintas. Assim, propondo que estas enzimas podem 

ser reguladas de formas diferentes (GRANGEASSE et al., 2012). 

A produção de EPS tem despertado o interesse mundial de pesquisadores, e a descoberta 

de como a regulação dessa produção acontece pode ser grandiosa, considerando sua relevância 

biotecnológica e comercial, afinal, suas propriedades físicas únicas e inovadoras como 

bioadesivos, biofloculantes,  biossorventes, gelificantes, probióticos, estabilizantes e espessantes, 

tornando-os adequados para inúmeras aplicações comerciais nos setores de bionanotecnologia, 

alimentos, farmacêuticos, cosméticos, petróleo, construção civil e meio ambiente, ainda 

apresentando vantagens fundamentais por serem ecologicamente corretos, não-tóxicos e 

biodegradáveis (FREITAS et al., 2011; DONOT et al., 2012). 

 Portanto, o estudo da regulação da biossíntese de EPS de G. diazotrophicus é de bastante 

relevância, visto que uma análise aprofundada sobre esses mecanismos em bactérias Gram-
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negativas irá corroborar sobre pontos ainda não visualizados dessas enzimas modificadoras de 

proteínas, permitindo insights significativos e possível influência na quantidade e propriedades 

do polissacarídeo produzido e assim, controle dessa produção.   

 

1.1 Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como objetivo geral investigar o papel do gene GDI2549 de G. 

diazotrophicus Pal5 na regulação da biossíntese de exopolissacarídeos e seu mecanismo de 

fosforilação. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

 

 Comparar e correlacionar à sequência de aminoácidos da proteína tirosina quinase 

(codificada pela ORF GDI2549) da via de biossíntese de EPS em G. diazotrophicus Pal5 com as 

de outras espécies bacterianas; 

 Detectar a atividade quinase da proteína tirosina quinase (codificada pela ORF GDI2549), 

in vivo, crescida em diferentes fontes de carbono; 

 Avaliar a influência da proteína tirosina quinase sobre a regulação da biossíntese de EPS 

em G. diazotrophicus; 

 Mensurar a expressão do gene para tirosina quinase, possivelmente envolvido na regulação 

de EPS em G. diazotrophicus, quando a bactéria for crescida em diferentes fontes de carbono. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 2.1. G. diazotrophicus 

 

A família Acetobacteraceae inclui quatro gêneros: Acetobacter, Gluconobacter, 

Gluconacetobacter e Acidomonas (YAMADA et al., 1997). Subsequentemente, baseados em 

análises de 16S rRNA, A. diazotrophicus foi renomeada como G. diazotrophicus (KOJIMA et 

al., 1998); foram também acrescentadas mais duas espécies fixadoras de nitrogênio à lista: G. 

johannae e G. azotocaptans (FUENTES-RAMIREZ et al., 2001). 

G. diazotrophicus pertence ao filo das Proteobactéria, classe α-proteobacteria, família 

Acetobacteraceae do gênero Gluconacetobacter, é uma bactéria Gram-negativa, não apresenta 

movimento espiralado, com pH ótimo de crescimento na faixa de 4,5-5,8 e com células variando 

entre (0,7 a 0,8) x (2 a 4) μm. Esta bactéria pode ser isolada em meio semi sólido LGI-P (REIS et 

al., 1994) e, após o período de sete a dez dias, apresenta uma película alaranjada, sendo que, 

abaixo da película, o meio fica incolor devido à assimilação do azul de bromotimol 

(DÖBEREINER et al., 1993). 

Esta bactéria cresce em alta concentração de sacarose (10% sacarose) e pH muito baixo 

(3,0) e tem a habilidade de fixar nitrogênio em condições microaerofílicas (CAVALCANTE e 

DOBEREINER, 1988). A fonte de carbono que melhor promove o seu crescimento é a sacarose 

a 10% e a bactéria pode crescer até mesmo em concentrações mais altas de sacarose (30%). 

Como a sacarose não pode ser transportada ou respirada, G. diazotrophicus cresce secretando 

uma enzima extracelular denominada levansacarase que hidrolisa sacarose em frutose e glicose 

(ARRIETA et al., 1996). Outras boas fontes de carbono incluem gluconato, glicose, frutose, 

manitol, arabinose, meso-inositol, i-inositol, sorbitol, glicerol, galactose e gluconato de sódio 

(MUTHUKUMARASAMY et al., 1999). 

Aminoácidos como glutamato, serina, alanina e histidina podem ser eficazmente usados 

como fonte de carbono e de nitrogênio por G. diazotrophicus (ATTWOOD et al., 1991). Porém, 
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celobiose, amido, meso-eritritol e metanol (1%) não favorecem o seu crescimento. Nenhum dos 

ácidos orgânicos comuns (succinato e outros ácidos dicarboxílicos) promove o crescimento de G. 

diazotrophicus, exceto o ácido 2-ceto glucônico presente em plantas de cana-de-açúcar 

(ASHBOLT e INKERMAN, 1990). Foi relatado que esta bactéria utiliza ácido 2-ceto glucônico 

como uma fonte de carbono, o que favorece a fixação de nitrogênio. O pH ótimo para 

crescimento está ao redor de 5,5, embora os valores de pH e taxa de respiração possam variar 

consideravelmente de acordo com as fontes de carbono (STEPHAN et al., 1991). 

G. diazotrophicus tem alta tolerância a tratamentos de calor e concentrações de sais no 

meio de cultura (TEJERA et al., 2003). O tratamento térmico (50ºC por 2 a 3 h), usualmente 

usado para controle de patógenos causadores de doenças na cana-de-açúcar, não a mata 

(ORTEGA et al., 2001). Dentre as propriedades fisiológicas características dessa espécie de 

bactéria destacam-se a tolerância a altas concentrações de sacarose; acidez e habilidade de 

excretar o nitrogênio fixado, conforme demonstrado por Cojho et al. (1993). A infecção e 

colonização da cana-de-açúcar pela G. diazotrophicus foi demonstrada por meio de microscopia 

eletrônica e ótica (JAMES et al., 1994; OLIVARES et al., 1996). Na superfície da raiz, a bactéria 

se concentra nas regiões de junção de raízes laterais (JAMES et al., 1994). Dentro da raiz, pode 

ser vista nos espaços intercelulares do parênquima, bem como, dentro de vasos do xilema, 

através dos quais a bactéria parece migrar para a parte aérea da cana-de-açúcar (DONG et al., 

1994). 

A associação de G. diazotrophicus com cana-de-açúcar representa um novo tipo de 

associação entre um diazotrófico e uma monocotiledônea. Considerando a associação de G. 

diazotrophicus com cana-de-açúcar, esta é endofítica obrigatória (porém cultivável), visto que 

esta bactéria não pode ser isolada de solos livres de raízes e só pôde ser isolada, até o momento, 

de plantas, fungos, insetos, etc. Porém, baseado na singularidade da associação, Reinhold-Hurek 

e Hurek (1998) propuseram o termo “endofítico oportunista”, visto que elas não colonizam o 

citoplasma da planta viva ou células do hospedeiro ou formam qualquer organela como 

observado em fungos micorrízicos ou rizóbios. 

A fixação endofítica de nitrogênio depende da capacidade do microrganismo estabelecer-

se endofiticamente no interior da planta e, para que isso ocorra, o microrganismo deve ser capaz 

de invadir e proliferar nos tecidos da planta hospedeira, ultrapassando as barreiras físicas e 

químicas que a planta estabelece, instituindo vias de infecção e sítios de colonização. O 

estabelecimento desta relação depende de uma sequência de etapas e de uma relação específica 

entre planta e bactéria. Vários compostos de origem bacteriana estão envolvidos no sucesso do 

processo de infecção e colonização destas bactérias e, dentre estas substâncias, encontram-se os 
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EPS microbianos que possuem um papel importante tanto na sobrevivência da bactéria quanto na 

associação desta com a planta, auxiliando na adesão da célula a superfícies, na concentração de 

nutrientes, evitam a dessecação, evitam o contato direto com o hospedeiro e na proteção contra 

moléculas tóxicas (SUTHERLAND, 2001). 

 

2.2. Interação entre a G. diazotrophicus e arroz 

 

G. diazotrophicus Pal5 foi a primeira bactéria diazotrófica isolada do interior de plantas 

de cana-de-açúcar (CAVALCANTE e DÖBEREINER, 1988). Foi demonstrado que essa 

bactéria promove o crescimento da cana-de-açúcar por meio da fixação biológica de nitrogênio, 

mas a produção de substâncias moduladoras de crescimento é um fator adicional que também 

beneficia o crescimento vegetal (SEVILLA et al., 2001).  

Vários estudos mostraram que a cana-de-açúcar e o arroz respondem ativamente à 

inoculação com G. diazotrophicus, através da alteração vegetal da expressão de vários genes 

(VINAGRE et al., 2006; ROCHA et al., 2007). Por outro lado, pouco se sabe sobre os 

mecanismos, relacionados com a bactéria, que possibilitam G. diazotrophicus colonizar a 

superfície e o interior da planta e que levam a uma interação benéfica com a mesma. Estudos 

microscópicos têm mostrado a colonização de plantas de arroz in vitro, na superfície de raízes, 

principalmente na ponta da raiz e nos locais de emergência de raízes laterais e, em seguida, a 

bactéria é encontrada no interior do vegetal, inclusive nas partes aéreas (ROUWS et al., 2010; 

MENESES et al., 2011). 

Os mecanismos pelos quais a bactéria reconhece os sítios de colonização e pelos quais a 

mesma procede são desconhecidos. Em outras espécies bacterianas, a presença de estruturas de 

superfície como adesinas, flagelos, pili, EPS, capacidade de formar biofilmes e produção de 

moléculas sinalizadoras estão comumente envolvidas nestas interações (DANHORN e FUQUA, 

2007). É provável que estes mecanismos estejam envolvidos na interação entre o arroz e G. 

diazotrophicus. 

O estabelecimento de um método eficiente para a geração de mutantes por inserção e sua 

análise molecular, no laboratório de Biotecnologia Vegetal, têm facilitado a identificação de 

fatores genéticos responsáveis pela interação benéfica entre o arroz e G. diazotrophicus 

(MENESES et al., 2017). 

Após o sequenciamento do genoma de G. diazotrophicus (BERTALAN et al., 2009), 

análises genômicas de G. diazotrophicus Pal5 revelaram a presença de um agrupamento de 15 

janelas abertas de leitura (ORFs, do inglês Open Reading Frame), semelhantes aos genes gum 
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presentes em Xanthomonas campestres e responsáveis pela biossíntese de EPS nesta bactéria. A 

presença de algumas ORFs envolvidas na síntese de açúcares precursores e a existência de genes 

relacionados à regulação e montagem da estrutura de EPS sugeriu que G. diazotrophicus Pal5 é 

capaz de sintetizar um novo tipo de EPS (MENESES et al., 2011). 

  

2.3. Exopolissacarídeos 

 

 

Muitos microrganismos produzem EPS que são excretados para o meio permanecendo 

bem aderidos à célula sob a forma de cápsula. Estes exopolímeros intervêm na adesão 

microbiana a superfícies (SUTHERLAND, 1979) promovendo a formação de uma complexa 

película viscosa ao redor das células microbianas. Estas biopelículas ou biofilmes constituem um 

envoltório dinâmico em que as células bacterianas parecem alcançar um estado de homeostasia 

de uma ótima organização para fazer uso de todos os nutrientes disponíveis (GARCIA-CRUZ, 

2008; SUTHERLAND, 2001). 

Análises genômicas da bactéria diazotrófica endofítica G. diazotrophicus Pal5 revelaram 

a presença de um agrupamento de genes gum contendo 15 ORFs, relacionadas à biossíntese de 

EPS em outras bactérias. Um mutante para o gene gumD revelou várias alterações derivadas da 

ausência da transcrição desse gene, como: ausência na produção de EPS, diferenças 

morfológicas na colônia em relação à estirpe selvagem, capacidade alterada para aderir-se a lã de 

vidro, bem como diminuição na adesão do mutante em raízes de arroz (MENESES et al., 2011). 

Neste sentido, também existem diversos estudos com X. campestres pv. Phaseoli sendo 

encontrado nos mesmos sintomas característicos da obstrução dos vasos xilemáticos. Em 

Sinorhizobium meliloti, o EPS executa um papel importante no processo de simbiose com 

plantas, assim como na formação de nódulos e, portanto, na fixação de nitrogênio 

(KANNENBERG et al., 1994; GONZALEZ et al., 1996). 

As análises in silico realizadas no genoma de G. diazotrophicus sugerem que a regulação 

da biossíntese de EPS em G. diazotrophicus provavelmente ocorre por meio de uma tirosina 

quinase representada pela ORF GDI2549 localizada entre os 15 genes do operon encontrado no 

genoma.   

 

2.4. Tirosinas de fosforilação e de desfosforilação em bactérias 

 

A fosforilação de proteínas é uma modificação pós-traducional covalente que dissemina 

importantes eventos moleculares em eucariotos e procariotos, sendo responsável pela regulação 
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de muitas funções celulares. A fosforilação de proteínas é uma modificação reversível, na qual 

grupos fosforil são adicionados por proteínas quinases e removidos por fosfatases fosfoproteícas. 

O primeiro evento de fosforilação mediado por tirosinas quinases em bactérias foi identificado 

em Escherichia coli (MANAÏ e COZZONE, 1982), desde então, usando anticorpos contra 

tirosinas fosforiladas, muitas proteínas que contêm tirosinas em estado fosforilado foram 

relatadas e caracterizadas. 

   

 2.5. Tirosinas quinases bacterianas 

 

As proteínas pertencentes à família das tirosinas quinases bacterianas, que são 

generalizadas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, estão envolvidas em várias 

funções celulares e processos de sinalização e não compartilham semelhanças estruturais, de 

mecanismo e de sequências de aminoácidos com quinases eucarióticas (GRANGEASSE et al., 

2012; CUTHBERTSON, 2009). A síntese de EPS pode depender de tirosinas quinases que 

consistem em um sistema de dois componentes: um componente de membrana e um componente 

de quinase, que se fundem em bactérias Gram-negativas. O EPS interage com o domínio 

extracelular (componente de membrana), que é um receptor, para controlar a atividade da 

quinase. Na ausência de EPS, a quinase é inativada por autofosforilação. A presença de EPS 

inibe a autofosforilação e, em vez disso, promove a fosforilação de uma glicosiltransferase na via 

biossintética, estimulando assim a produção de EPS. 

As proteínas pertencentes à família das tirosinas quinases bacterianas contêm motivos de 

ligação ao ATP chamados “Walker A” e “Walker B”, com resíduos de aminoácidos bem 

conservados que se mostram necessários para a ligação entre o ATP e o sítio catalítico das 

proteínas (GRANGEASSE et al., 2012). O motivo Walker A é localizado entre a primeira folha 

β (β1) e a primeira hélice α (α1) contendo a sequência conservada GXXXXGKT/S (WALKER et 

al., 1982), onde X representa um aminoácido qualquer. Este motivo dá forma ao laço de ligação 

do fosfato (P-loop). Além do motivo Walker A, uma segunda sequência conservada ZZDXXG 

chamada de motivo Walker B (WALKER et al., 1996) é observada, onde Z representa um 

resíduo hidrofóbico (PEREIRA et al., 2004; FREITAS et al, 2010), onde se acomoda o íon Mg
2+

. 

O domínio citoplasmático das tirosinas quinases bacterianas é capaz de trans-fosforilar 

resíduos de tirosina múltiplos, localizados na extremidade C-terminal da proteína, que 

constituem um conjunto de tirosinas (GRANGEASSE et al., 2002; PAIMENT et al., 2002). O 

número de tirosinas presentes no agrupamento varia entre as proteínas, mas os agrupamentos 

podem conter até sete tirosinas, todas potencialmente fosforiláveis. Um resíduo de tirosina 
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adicional geralmente é encontrado em proteobactérias. Este resíduo está localizado a quatro 

aminoácidos do motivo “Walker A” e mostrou-se envolvido na cis-fosforilação. A fosforilação 

neste site aumenta a fosforilação do agrupamento de tirosina. No entanto, esta tirosina não é 

encontrada sistematicamente nesta posição e mesmo quando presente pode não ser capaz de cis-

fosforilar (WUGEDITSCH et al., 2001). 

 

2.6. Proteínas fosfotirosinas fosfatases 

 

As proteínas fosfotirosinas fosfatases estão envolvidas em mecanismos reguladores de 

fosforilação de tirosina, sendo responsáveis pela desfosforilação da tirosina. O papel das 

proteínas fosfotirosinas fosfatases foi descrito pela primeira vez por Grangeasse (1998) com a 

caracterização funcional da proteína fosfotirosina fosfatase da bactéria Acinetobacter johnsonii. 

Foi demonstrado que a proteína fosfotirosina fosfatase especificamente desfosforila as tirosinas 

quinases bacterianas. Deste modo, foi proposto que o papel da fosforilação de tirosina reversível 

mediada por proteínas tirosinas quinases e seus pares de proteínas fosfotirosinas fosfatases tenha 

um papel importante na fisiologia microbiana. 

 

2.7. Alvos das tirosinas quinases e seu papel fisiológico 

 

As tirosinas quinases bacterianas foram inicialmente descritas como exclusivamente 

enzimas autofosforilantes e sua atividade foi ligada ao controle da produção de EPS (VINCENT 

et al., 2000; WUGEDITSCH et al., 2001). O estado de autofosforilação de tirosinas quinases 

bacterianas, regulado pelas proteínas fosfotirosinas fosfatases conhecidas, mostrou influenciar a 

quantidade, o comprimento e as propriedades do polissacarídeo produzido (NIEMEYER e 

BECKER, 2001; WUGEDITSCH et al., 2001; MORONA et al., 2003). Wugeditsch e 

colaboradores (2001) usaram mutantes Wzb (proteína fosfotirosina fosfatase) e Wzc (tirosina 

quinase bacteriana) incapazes de produzir EPS em E. coli para hipotetizar que a função de Wzc, 

onde esta requer um ciclo entre formas fosforiladas e desfosforiladas. Mesmo que o papel 

preciso dos homólogos de Wzc na produção de EPS ainda não seja claro, existem evidências 

apontando um papel para essas proteínas como co-polimerases, interagindo com uma polimerase 

de polissacarídeo (Wzy). As proteínas co-polimerases influenciam no comprimento e/ou na 

exportação de polissacarídeos por mecanismos ainda não compreendidos (MORONA et al., 

2003).  
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Após 2003, vários estudos mostraram a existência de substratos exógenos para tirosinas 

quinases bacterianas, podendo fosforilar outras proteínas além de si mesmas. Os primeiros 

substratos para proteínas tirosina quinases bacteriana identificados foram UDP-açúcar 

desidrogenases e uma glicosiltransferase (GRANGEASSE et al., 2012; BECHET et al., 2010; 

MIJAKOVIC et al., 2003). A fosforilação dessas proteínas mostrou aumentar sua atividade, 

contribuindo para o controle da produção de exopolissacarídeos. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Caracterização do local da pesquisa 

 

As etapas de caracterização in silico, molecular e bioquímica foram realizadas no 

Laboratório de Biotecnologia Vegetal da Universidade Estadual da Paraíba – Campus I e no 

Laboratório de Biologia Molecular de Plantas da Universidade Federal da Paraíba, UFPB. 

 

3.2. Meio de cultivo 

 

As estirpes selvagem e mutante de G. diazotrophicus foram cultivadas nos seguintes meios 

de cultura: 

LGI (composição por g.L
-1

): K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgSO4.7HO 0,2; CaCl2.2H2O 

0,02; Na2MoO4.2H2O 0,002; FeCl3.6H2O 0,018; pH 5,5 contendo 1mM de ácido glutâmico 

(ROUWS, 2010) e suplementado com um fontes de carbono (sacarose 5 g.l
-1

). Os frascos foram 

inoculados com uma suspensão bacteriana de aproximadamente 1x10
6
 e cultivados sob agitação 

de 200 rpm a 30ºC. 

LGI modificado (composição por g.L
-1

): K2HPO4 0,2; KH2PO4 0,6; MgSO4.7HO 0,2; 

CaCl2.2H2O 0,02; Na2MoO4.2H2O 0,002; FeCl3.6H2O 0,018; pH 5,5 contendo 1mM de ácido 

glutâmico (ROUWS, 2007) e suplementado com quatro fontes de carbono independentes 

(sacarose, glicose, frutose e manitol, 20 g.l
-1

). Os frascos foram inoculados com uma suspensão 

bacteriana de aproximadamente 1x10
6
 e cultivados sob agitação de 200 rpm a 30ºC.  

 

3.3. Caracterização in silico da proteína tirosina quinase no genoma de G. diazotrophicus 

Pal5. 

 

A primeira etapa para os estudos de comparação e correlação da ORF GDI2549 

provavelmente envolvida na regulação da biossíntese de EPS foi à análise detalhada das 
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informações já disponíveis para localização e caracterização de sequências relacionadas às 

proteínas em estudo. 

A sequência proteica anotada, possivelmente relacionada à regulação da biossíntese de 

EPS (GDI2549), foi submetida à busca por similaridade no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)  

através do programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), determinando a similaridade desta com 

sequências já depositadas no referido banco de dados. O alinhamento múltiplo de todas as 

sequências foi realizado com o auxílio do programa CLUSTALX, versão 1.82 (THOMPSON et 

al., 2002), para aminoácidos. Assim, detalhando os domínios conservados das sequências, 

assinaturas proteicas e sítios catalíticos no Pfam (https://pfam.xfam.org/), isso possibilitando a 

construção de uma árvore filogenética pelo software MEGA-X (www.megasoftware.net) 

realizada analisando os critérios de (similaridade, amplamente estudada, diazotróficas)  

explicando a origem da proteína. Adicionalmente foi analisada todas as características físico-

químicas da proteína codificada por GDI2549, pelo servidor  

(https://web.expasy.org/protparam/), bem como a estrutura secundária da proteína 

codificada (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 

Em posse destes resultados, realizou-se uma análise de possíveis regiões 

transmembrânicas pelo software Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/). 

 

3.4. Ensaio da atividade da proteína tirosina quinase com ATP radiomarcado 

 

Para avaliação da atividade da tirosina quinase (GDI2549) de G. diazotrophicus Pal5 

sobre a regulação da biossíntese de EPS, foi utilizado como controle positivo a estirpe selvagem 

Pal5 (crescida em diferentes fontes de carbono: glicose, frutose, sacarose e manitol) e como 

controle negativo um mutante defectivo para produção de EPS, gumD
-
 (MENESES et al., 2011), 

segundo ensaio para detecção de atividade quinase descrito por Karra et al. (2017). 

Após a lise de 200 µL das culturas celulares de G. diazotrophicus (aproximadamente, 1 

mg.mL
-1

 de proteína), foram adicionado 2 µL de anticorpo anti-GDI2549 (aproximadamente, 1 

mg.mL
-1

,
 
devido ao uso de anticorpos monoclonais foram adicionados 5 μg de anticorpo de 

coelho anti-IgG de rato) e incubado a 4 °C por 1 h sob agitação. 

Beads contendo G-agarose foram lavados 3 vezes com tampão de lise (50 mM HEPES 

pH 7,7; 150 mM NaCl; 1,5 mM MgCl2; 1 mM EDTA; 10% glicerol; 0,2 mM ortovanadato de 

sódio; 100 mM fluoreto de sódio; 50 mM β-glicerofosfato, 0.1% Triton X 100) por centrifugação 

breve a 4 °C durante 1 minuto a 5.000 xg, logo após ocorreu a remoção do sobrenadante e 

resuspensão dos beads em tampão de lise. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://pfam.xfam.org/
http://www.megasoftware.net/
https://web.expasy.org/protparam/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://wlab.ethz.ch/protter/start/
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Após o tempo de incubação, das amostras contendo cultura e o anticorpo, as mesmas 

foram incubadas durante uma hora, depois de adicionado 30 µL de uma suspensão a 50% dos 

beads com G-agarose e tampão de lise a 4 °C sob agitação. As amostras após a incubação foram 

centrifugadas a 4 °C por 10 minutos a 10.000 xg para sedimentação dos beads e remoção do 

sobrenadante. 

O material precipitado foi lavado 3 vezes com 1 mL de tampão de lavagem dos beads (1 

M NaCl, 20 mM Tris, pH 7,4) e incubado uma vez com tampão de reação para quinase 1x (10 

mM HEPES pH 8,0; 10 mM MgCl2). Logo após as amostras foram centrifugadas a 4 °C por 10 

minutos a 10.000 xg para sedimentação dos beads e remoção do sobrenadante. 

As amostras foram mantidas em gelo, para o preparo do tampão 5x quinase (50 mM 

HEPES pH 8,0; 50 mM MgCl2; 50 mM Benzamidina; 50 mM DTT; 250 μM ATP, não 

marcado). As amostras foram mantidas em tubos de 1,5 mL no gelo, para o preparo da mistura 

reacional em tubos separados de 1,5 mL arrefecidos. A marcação radioativa consistiu de uma 

mistura reacional, contendo: 21 µL de H2O; 6 µL de tampão de reação quinase 5x; 1 µL de ATP 

radiomarcado (
32

P) e 2 µL de proteína básica de mielina, como substrato (aproximadamente, 5 

mg.mL
-1

).  

Para iniciar o ensaio, foi adicionada toda a mistura de reação à amostra e incubada a 30 

°C por 1 hora. Para o encerramento das reações, as mesmas foram mantidas em gelo e 

adicionados 7,5 µl de tampão Laemmli 5x (10% SDS; 50% glicerol; 25% 2-βmercaptoetanol; 

0,02% azul de bromofenol; 0.3125 M Tris HCl, pH 6,8). 

Para aplicação no gel de SDS-PAGE 10-15% as amostras foram aquecidas a 100 °C 

durante 30 segundos e adicionadas 20 µL em cada poço.  Após o tempo de migração no gel 

(aproximadamente, 1 h a potência constante de 5 W), o gel foi removido da placa de vidro e 

corado em 50 mL de uma solução de Coomassie (10% de ácido acético glacial, 50% de metanol, 

0,25% de corante G-250) durante 1 hora em agitador orbital ajustado para 50 rpm. Após a 

coloração o gel foi fixado em uma solução fixadora (10% de ácido acético glacialD, 20% de 

metanol) a fim de desidrata-lo, durante a noite em um agitador orbital a 50 rpm. Em seguida, o 

gel foi em 200 mL de metanol por 2 minutos com agitação suave até o gel ficar branco leitoso, 

isso ajudando a evitar rachaduras durante a etapa de secagem. 

O gel foi colocado na parte frontal de uma folha de papel filtro qualitativo de 14 cm x 

14 cm, umedecido com metanol e posto em secador a vácuo. O gel foi recoberto com filme 

plástico e mantido no secado por 1,5 hora a 80 °C. 

Após 1,5 horas o gel seco foi removido e verificada a intensidade do sinal, com auxílio 

de um contador Geiger. Em um quarto escuro, o gel seco foi colocado um cassete com filme de 
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raio-X e uma tela de intensificação na seguinte ordem de cima para baixo: gel, filme, tela de 

intensificação. No final da exposição, o filme foi removido e exposto a uma solução reveladora 

(microservice 21569) por dois minutos, lavado em água destilada e imediatamente mergulhado 

em outra solução fixadora por mais dois minutos (microservice 21570). 

Após a revelação e documentação do filme de raio-X, o mesmo foi colocado sobre o 

papel de filtro e o gel seco para alinhamento da imagem do marcador / pontos com os 

marcadores / pontos no gel seco. No filme foram marcadas as bandas correspondentes aos 

padrões de tirosina quinase estudada. Os padrões de proteína foram rotulados e as bandas do gel 

que correspondem às bandas de interesse no filme foram removidas e colocadas em frascos de 

cintilação de 7 mL. Adicionou-se 4 mL de fluido de cintilação e analisadas por um contador de 

cintilação líquida LS 6800 (Beckman, USA). 

 

3.5. Ensaio de imunoprecipitação para detecção da dinâmica de fosforilação da proteína 

tirosina quinase com ATP radiomarcado 

 

Para avaliação da dinâmica molecular da atividade da tirosina quinase (GDI2549) de G. 

diazotrophicus Pal5 sobre a regulação da biossíntese de EPS, foi utilizado como controle 

positivo a estirpe selvagem Pal5 e como controle negativo um mutante defectivo para produção 

de EPS, gumD
-
 (MENESES et al., 2011). A estirpe selvagem Pal5 auxiliará na verificação da 

fosforilação da glicosiltransferase (gumD) e a estirpe mutante gumD
-
 na autofosforilação da 

tirosina quinase, segundo ensaio de imunoprecipitação. 

As estirpes foram crescidas em meio LGI durante 72 horas, até atingirem uma 

população de 10
6 

UFC.mL
-1

. Após esse crescimento, 500 L de cultura de ambas as estirpes 

foram lavadas 3 três vezes em solução salina estéril, para remoção de todo meio de cultura. Logo 

após as células foram ressuspendidas em meio LGI modificado, neste caso ocorreu a troca de 

K2HPO4 e KH2PO4 por ortofosfato 
32

P, marcado radioativamente. As estirpes foram crescidas na 

presença de ortofosfato 
32

P durante 12 horas e os resultados detectados por imunoprecipitação. 

contendo 1% de Triton X-100, coquetel inibidores de protease e fosfatase (pH 7,4 contendo 1% 

de Triton X-100, 200 g.mL
-1

 de Lisozima (Sigma), coquetel contendo inibidores de protease 

(1:10, Sigma-Aldrich®) e inibidores de fosfatase (1:10, Roche))

- s 

vezes. Os
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-100. O pre-clearing dos lisados foi feito 

incubando-se as amostras com 30 -

 

minutos a 4 

 

-agarose foram lavados e 

incubados com anticorpos (5 L do anticorpo anti-GDI2549), devido ao uso de anticorpos 

monoclonais foram adicionados 5 μg de anticorpo de coelho anti-IgG de rato, agitado, e e a 

reação incubada por mais 

seguida, os beads foram bloqueadas com PBS pH 7,4 contendo 1 mg/mL de BSA por 30 minutos 

a 4 °C. 

-agarose contendo anticorpos anti-

GDI2549

ores de proteases e de fosfatases. 

 conforme 

item 3.5. 

3.6. Expressão gênica da tirosina quinase, quando G. diazotrophicus é crescida em 

diferentes fontes de carbono 

 

Logo após a confirmação da funcionalidade desse sistema de regulação foi realizado 

estudos de mensuração da expressão gênica da ORF GDI2549 em G. diazotrophicus Pal5 

crescida em meio LGI e meio LGI modificado, pH 5,5, com 1 mM de ácido glutâmico 

(MENESES et al., 2011) e suplementado com quatro fontes de carbono independentes (sacarose, 

glicose, frutose ou manitol, 20 g.l
-1

). 

Para análise da expressão da ORF GDI2549, amostras de bactérias sedimentadas a partir de 

cultura líquida foram coletadas, mantidas em nitrogênio líquido onde, em seguida, realizada a 

extração de RNA das amostras, por meio da utilização do kit de extração Kit FastRNA SPIN 

MICROBES (MPBIomedicals
®
) de acordo com as recomendações do fabricante. O RNA total 

foi extraído a partir de três repetições por amostra biológica, a fim de aumentar a eficiência no 

isolamento de sequências expressas, mRNA, relacionadas ORF GDI2549.  
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Após as extrações do RNA total, as amostras foram quantificadas via espectrofotometria no 

aparelho NanoDrop 2000c (ThermoScientific), e a análise da integridade do RNA verificada pelo 

Qubit 4.0 (ThermoScientific). 

Os oligonucleotídeos específicos para tirosina quinase em estudo foram sintetizados por 

meio do programa primer 3, utilizando como molde as sequências obtidas através do genoma 

depositado de G. diazotrophicus Pal5, na base de sequências do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) (Tabela 1). 

 

       Tabela 1. Detalhamento dos primers utilizados. 

 

Primer 

 

Sequência dos Primers 

Tam. do 

amplicom 

 

TM 

GDI2549 
F: 5’  CTGGCGCAATTGTCACTGT 3’ 

R: 5’AGTAGGCCAGCGAACTCTTG 3’ 
100 pb 60.0 °C 

23S 
F: 5’  AAAGCCGGATCAATCCGTTA 3’ 

R: 5’AAGCCGTAGTCGATGGAAAC 3’ 
95 pb 59.0 °C 

 

Após o tratamento com DNase I, foi utilizado 1 μg de RNA total para síntese de DNA 

complementar (cDNA) usando o kit SuperScript® VILO ™ (Invitrogen). As reações qPCR 

foram executadas em um Termociclador de PCR em tempo real Step One Plus (Life 

Technologies, EUA). Cada reação contendo 12,5 μL de Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems), 0,4 μL mM de cada oligonucleótido específico, quantidades apropriadas 

de cDNA (1 μL, diluição 1: 4) e 10,7 μL de água de PCR obtendo um volume final de 25 μL. 

As reações de qPCR foram realizadas sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 

95°C durante 3 minutos, seguido por 40 ciclos de: 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 

segundos e uma extensão final de 60°C durante 5 minutos (ALQUÉRES et al., 2013; MENESES 

et al., 2017). O método do 2
-ΔΔCT

 foi aplicado para quantificar a expressão relativa do gene 

presente no cDNA, o gene 23S rRNA foi utilizado como um controle interno de referência 

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os resultados foram expressos pela média de três técnicas de 

cada amostra biológica, tendo como amostra calibradora a estirpe selvagem Pal5 crescida em 

meio LGI. 
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3.7. Análises estatística 

 

Os dados das variáveis respostas foram submetidos à análise de variância pelo teste F, até 

5% de significância comparando-se as médias por meio de Teste Tukey a 5%, para os fatores 

qualitativos, utilizando-se do programa SIGMAPLOT 11.0. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Análise computacional da proteína codificada por GDI2549 de G. diazotrophicus  

 

O resultado do alinhamento no banco de famílias de proteínas (Pfam) revelou que a 

proteína GDI2549 de G. diazotrophicus possui uma região compreendida entre os aminoácidos 

Gln384 e Tyr500 bastante conservada, com e-value de 2.91e
-25

 (Figura 1), quando comparada a 

outras tirosinas quinases. 

 

Figura 01. Localização da região de domínio conservado na sequência de aminoácidos de GDI2549, 

(https://pfam.xfam.org/). 

 

Análises in sílico identificaram GDI2549 como sendo supostamente uma tirosina 

quinase, revelando uma sequência de alta identidade em seu domínio C-terminal, para enzimas 

do tipo tirosina quinase bem estudadas em E. coli K12 (Figura 2). Esta alta identidade com E. 

coli K12 é explicada pela proximidade taxonômica entre as duas espécies indicando que a 

produção de EPS é um processo evolucionário bastante conservado e extremamente relacionado 

ao estilo de vida da bactéria (GRIFFIN et al., 1996). Os autores, a partir de análises evolutivas, 

descrevem que este tipo de proteína pode ter evoluído a partir do gene ancestral e adicionalmente 

se dividiu em duas classes: tirosinas quinases para bactérias Gram-negativas e tirosinas quinases 

para bactérias Gram-positivas. 

https://pfam.xfam.org/
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Grangeasse et al. (2003) observaram em seus estudos com E. coli, que a organização dos 

domínios de tirosina quinases em Gram-positivas e Gram-negativas são ativados através de 

mecanismos opostos para que ocorra a fosforilação das desidrogenases, refletindo também, em 

possíveis métodos de regulação diferentes. Através de análises in silico, observou-se em 

GDI2549 de G. diazotrophicus (Gram-negativa), uma sequência de alta similaridade em seu 

domínio C terminal (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Alinhamento da região C-terminal conservada de GDI2549 de G. diazotrophicus, com os atribuídos a 

partir de proteínas como tirosina quinases, ou seja, Komagataeibacter sucrofermentans (K. sucrofermentans), 

Gluconacetobacter SXCC-1, Azospirillum lipoferum, Azozpirillum brasilense, Escherichia coli K12, Escherichia 

coli K30, Erwinia amylovora, Acinetobacter johnsonii, Rastonia. Em cinza, na primeira coluna temos o domínio 

Walker A, em preto, a coluna de resíduos conservado do aminoácido Lisina, em vermelho temos o resíduo 

conservado de tirosina, a segunda coluna em cinza temos o domínio Walker B, e na região C- terminal em cinza, 

está presente o cluster de tirosina. O alinhamento múltiplo parcial foi realizado utilizando ClustalW, GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov).  

 

Para Elsholz et al. (2014), o que poderia regular todo esse cluster de tirosinas, na posição 

C-terminal da proteína, é a auto regulação mediada pela tirosina quinase, estabelecendo vínculo 

com a produção de EPS mesmo tendo-o em nível basal, como foi relatado por Gerwig et al. 

(2014). GDI2549 é uma proteína altamente conservada em todas as estirpes sequenciadas de 

Gluconacetobacter e Escherichia. No entanto, pode ser encontrada em Azospirillum e 

homólogos também estão presentes em Rhizobium (exoY), Burkholderia cepacia (bceA) 

(MULLER et al., 1993; GRIFFIN et al., 1996; SOUSA et al., 2007).  

A sequência de aminoácidos foi alinhada com onze sequências com e-value >10
-56

, onde 

a análise Pfam mostrou que as onze sequências também possuem domínios para tirosina 

quinases, a árvore filogenética, gerada pelo MEGA-X, mostra que a proteína GDI2549 de G. 

diazotrophicus está muito próxima de uma tirosina quinase de G. SXCC-1 ambas pertencentes à 

classe das -proteobactérias, e estas duas enzimas sendo agrupadas em um grupo maior junto 

com dez sequências todas pertencentes ao filo das Proteobacterias (Figura 3). 

G.diazotrophicus PAL5    (541)GRVITVAGASPGDGKTSLAYW(15aa)DGDHREGYR-----RGGTPVP-HG(55aa)NLIIIDSPPLQ(50aa)AEASA---SAFPGYHRYGETYYRYAYNYDS------(738)  

K. sucrofermentans       (521)PLCLAITGAGPEEGKSTLALW(15aa)DADHRRGYLDHYLTDGATGRPSLG(55aa)ELIIIDCPPLL(50aa)VEDNA---MDVMGYSY-GNRDIRILSRFDEQ-----(724)  

Gluconacetobacter SXCC-1 (506)PLCLAITGAGPEEGKTTLALW(15aa)DADHRRGYLDQYLTDVTTGRPSLG(55aa)ELIIIDCPPLL(50aa)VEDNA---MDVMGYSYYGNRYYKYLYRFDEK-----(710)  

Azospirillum sp. TSH100  (559)HRVILFSGSVPGEGKSSVAAA(15aa)DCDLRRGYLH----EMLGMSNNRG(55aa)DRIVLDSPPVL(50aa)VDTRR---HAQYEYPD-SGRYHGYRRYYAN------(757)  

Azospirillum lipoferum   (614)HRVILFSGSVPGEGKSSVAAA(15aa)DCDLRRGYLH----EMLGLSNSRG(55aa)DRIVLDSPPVL(50aa)VDTRR---HAQYEYPD-SGRYHGYRRYYAN------(812)  

Azospirillum brasilense  (559)QRVILFSGSVPGEGKSSIAAA(15aa)DCDMRRGYLH----PMLGLENRHG(55aa)DRVILDSPPVL(50aa)VDIRR---HAQYEYPD-SGRYHGYRRYYAN------(757)  

Escherichia coli K12     (525)NNVLMMTGVSPSIGKTFVCAN(15aa)DCDMRKGYTH----ELLGTNNVNG(55aa)DLVLIDTPPIL(50aa)IFRRA------SAYQDYG--YYEYEYKSDAK-----(720)  

Escherichia coli K30     (525)NNVLMISGASPSAGKTFISSN(15aa)DADLRKGYAH----KMFGHKNDKG(55aa)DLIIIDTPPIL(50aa)VVKKA------SSYYRYGHNHYGYSYYDKK------(721) 

Erwinia amylovora        (528)NNILMITGASPGIGKTFVCAN(15aa)DGDMRRGYTH----ELLGAESKTG(55aa)DLVLIDTPPIL(50aa)VVRKS------ANYYGYGYDYYDYSYQQGEKS----(726)  

Acinetobacter johnsonii  (534)NNLITISGPAPEVGKSFISTN(15aa)DADLRRGYLH----KYFNLDTQPG(55aa)DHVIIDTPPVL(50aa)IQRSS------AGYGYGYGYNYAYAYKANKESD---(733)  

Rastonia solanacearum    (542)NNLVVLTGPTPGVGKSFVSAN(15aa)DADMRKGYLH----QYFGKDRKPG(55aa)DLVLVDTPPVL(50aa)LDPNTYRYGYGSRYGRYRYVQYGYTSNSKPPEAESA(750)  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 3. Árvore filogenética das proteínas tirosinas quinases dos organismos analisados, calculada pelo método 

Neighbor-Joining, fornecida pelo MEGA X (www.megasoftware.net). 

 

Foi publicada a existência e a sequência de um agrupamento GDI2549 em G. 

diazotrophicus (BERTALAN et al., 2009), também presente e bastante conservado em uma outra 

espécie de Gluconacetobacter (Gluconacetobacter sp. SXCC-1). Curiosamente este 

agrupamento também possui semelhanças ao agrupamento tirosinas quinases de E. coli K12, que 

é evolutivamente muito distante de G. diazotrophicus, mas compartilha a mesma proteína. Esse 

agrupamento é semelhante o suficiente ao de espécies de Azospirillum e merece uma hipótese de 

transferência horizontal de genes recente (GRANGEASSE et al., 2003). 

Os resultados da análise físico-químicas apontaram que a proteína GDI2549 possui uma 

massa molecular de ~78.19kDa, 11.032 átomos, um ponto isoelétrico teórico de 8,31, uma 

fórmula estrutural de C3403H5540N1022O1045S22 e é considerada uma proteína bastante estável, e de 

caráter hidrofóbico. 

A predição das estruturas secundárias de GDI2549 revelou a presença de 56,77% de α-

hélices, 6,77% de folhas-β e, finalmente, 36,46% de conexões do tipo alças e voltas (loops e 

turns, respectivamente) (Figura 4). 

http://www.megasoftware.net/
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Figura 4. Predição da estrutura secundária de GDI2549 de G. diazotrophicus pelo o servidor PsiPred. A predição da 

estrutura secundária está sobre a sequência. Os cilindros rosas representam -hélices e as setas amarelas 
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representam as folhas-β enquanto que os loops estão representados por um traço preto. As colunas azuis mostram a 

confiabilidade da predição, PsiPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). 

 

O programa Protter acusou duas prováveis regiões transmembrânicas e que estão 

compreendidas entre os resíduos 49-68 (escore: 1,391) e 454-472 (escore: 0,718) (Figura 5). 

Dessa forma, ao apresentar essas possíveis regiões transmembrânicas, acredita-se que para 

ocorrer a fosforilação e produção de EPS, precisa-se dessa alta intensidade de tirosina na região 

C terminal (722-736), como mostra a figura 5. 

 

Figura 5. Topologia das prováveis regiões transmembrânicas da proteína GDI2549. Figura gerada pelo programa 

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/). 

 

 As proteínas tirosina quinases de bactérias Gram-negativas são geralmente proteínas 

grandes (~ 80 kDa) compostas de um domínio transmembrana N-terminal e um domínio tirosina 

quinase citosólico C-terminal (DOUBLET et al., 2002) contendo os sítios ativos Walker A e B 

(Figura 5). As diferentes organizações de domínio em proteínas tirosina quinases de bactérias 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://wlab.ethz.ch/protter/start/
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Gram-negativas e Gram-positivas sugeriram que estas enzimas podem ser reguladas de maneira 

diferente. De fato, embora a autofosforilação intermolecular no cluster de tirosina C-terminal 

(cinco tirosinas da posição 708 para a posição 715) seja estimulada por autofosforilação 

intramolecular em Tyr569 (GRANGEASSE et al., 2002), em G. diatrophicus Tyr585. Diversos 

estudos foram realizados para avaliar o papel biológico da fosforilação do cluster de tirosina 

localizado na extremidade C-terminal proteínas tirosina quinases. Em bactéria Gram-positivas, 

como Streptococcus pneumoniae, a fosforilação de apenas um dos diferentes resíduos de tirosina 

no cluster de tirosina parece ser suficiente para inativar a inativação da glicosil transferase 

posterior (MORONA et al., 2003). Em qualquer caso, qualquer que seja o mecanismo utilizado, 

parece que a fosforilação é necessária para modular a atividade das proteínas tirosina quinases no 

metabolismo dos exopolisacarídeos. 

 

 

4.2. Atividade da proteína tirosina quinase de G. diazotrophicus 

 

Logo após uma caracterização in silico da proteína codificada pela ORF GDI2549, foi 

realizado um ensaio para detecção da sua atividade quinase in vivo (Figuras 6A e B). Como 

podemos observar, durante o ensaio realizado a proteína foi capaz de fosforilar o substrato 

utilizado no ensaio, isso indicando realmente sua função de tirosina quinase, predito nas análises 

in silico.  
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Figura 6. Ensaios para detecção da atividade quinase de GDI2549. A. Quantificação absoluta da cintilação emitida 

pela estirpe mutante gumD e selvagem Pal5 e em diferentes fontes de carbono; B. Autorradiografia indicando a 

atividade quinase da proteína codificada pela GDI2549. 

 

Ainda vale ressaltar que a atividade quinase de GDI2549, está condicionada ao 

crescimento em diferentes fontes de carbono, isso mostrando que quanto mais EPS produzido 

pela bactéria (MENESES et al., 2011), maior a atividade tirosina quinase da proteína. Atividade 

semelhante encontrada em bactérias Gram-negativas, como: E. coli K12 (GRANGEASSE, et al., 

2002) e em bactérias Gram-positivas, como: Bacillus subtilis (ELSHOLZ et al., 2014). 

O autoradiograma forneceu uma visualização qualitativa dos resultados (Figura 7B), onde 

pode-se observar nitidamente a autofosforilação da proteína tirosina quinase de G. diazotrphicus 

no mutante gumD
-
.  Para uma quantificação mais precisa, a incorporação de 

32
P foi aferida com 

um contador de cintilação líquida. Os dados foram usualmente expressos em termos de atividade 

absoluta, como mostrado na Figura 7A. Enquanto as condições entre os tratamentos se 

mantiveram uniformes para todas as amostras, as medições absolutas de atividade específica 

foram suficientes para comparar os tratamentos. 
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Figura 7. Ensaios de imunoprecipitação indicando a autofosforilação da tirosina quinase no mutante gumD. A. 

Quantificação absoluta da cintilação emitida pela estirpe selvagem Pal5 e pelo mutante deficiente na produção de 

exopolissacarídeos Gum-; B. Autorradiografia indicando a autofosforilação do mutante gumD-. 

  

 Na estirpe selvagem Pal5 o EPS interage com o domínio extracelular (componente de 

membrana) da tirosina quinase, que é um receptor, para controlar a sua atividade da quinase 

sobre uma glicosiltransferase. Na ausência de EPS, mutante gumD
-
, a quinase é inativada por 

autofosforilação. Logo, a presença de EPS inibe a autofosforilação e, em vez disso, promove a 

fosforilação de uma glicosiltransferase na via biossintética, estimulando assim a produção de 

EPS (GRANGEASSE, et al., 2010). Como sugerido no modelo proposto abaixo (Figura 8). 
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Figura 8. Representação esquemática das sucessivas etapas da regulação da biossíntese de EPS por G. 

diazotrophicus PAL5. A. Modelo de regulação da síntese de exopolissacarídeos na estirpe selvagem Pal5; B. 

Modelo de regulação da síntese de exopolissacarídeos na estirpe mutante gumD-, Fonte: Whitfild et al., 2015. 

 

4.3. Expressão gênica da tirosina quinase em diferentes fontes de carbono 

 

 Para determinar a contribuição individual da proteína tirosina quinase sobre a produção de 

exopolissacarídeos durante o processo de crescimento, a expressão relativa da proteína tirosina 

quinase foi acompanhada em cinco diferentes condições de crescimento: em meio LGI, e em 

meio LGI suplementado com fontes independentes de carbono: sacarose, glicose, frutose e 

manitol (20 g.l
-1

) (Figura 9). 
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Figura 9: Expressão relativa do gene GDI2549 de G. diazotrophicus envolvido na regulação da biossíntese de 

expolissacarídeos. Expressão relativa do mRNA correspondente ao gene GDI2549 em culturas crescidas durante 

72h. O nível dos transcritos é representado como a taxa (expressão relativa) do valor absoluto do gene estudado pelo 

valor absoluto do gene na condição de crescimento em meio LGI. Os valores foram normalizados em relação a 

expressão do gene constitutivo 23S. Média +/- barra de erros de três experimentos independentes são apresentados. 

 

 Identificou-se que com 72h de crescimento, quase todos os tratamentos analisados 

apresentaram um aumento no número de transcritos para GDI2549, quando comparados a 

condição de crescimento em meio LGI, vale ressaltar que o menor valor de expressão relativa foi 

para o tratamento suplementado com glicose. Foi possível observar uma resposta generalizada da 

bactéria, aumentando a expressão do gene GDI2549, quando crescido na presença de manitol. 

Esses dados sugerem que o padrão de expressão gênica pode ser correlacionado com as 

diferentes fontes de carbono presentes no meio de crescimento. Estes dados corroboram com os 

encontrados por Meneses et al. (2011), onde estudaram a produção de exopolissacarídeos em 

diferentes fontes de carbono, encontrando resultados bastante semelhantes. Esse fato indica que a 

maior concentração de exopolissacarídeos na célula aumenta os níveis de expressão da tirosina 

quinase expressa pela GDI 2549. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

As análises in silico identificaram que existe pelo menos uma via de regulação da biossíntese de 

EPS em G. diazotrophicus, por tirosina quinase; 

 

As análises sugerem que a ORF GDI2549, é homóloga ao gene que codifica uma tirosina 

quinase, que fosforila uma glicosiltransferase iniciadora da biossíntese de EPS em G. 

diazotrophicus; 

 

A ORF GDI2549 de G. diazotrophicus apresenta atividade quinase, em diferentes níveis a 

depender da fonte de carbono utilizada no crescimento; 

 

A estirpe mutante para o gene gumD
-
 de G. diazotrophicus apresentou alteração na atividade 

quinase em culturas radiomarcadas; 

 

A estirpe selvagem Pal5 de G. diazotrophicus apresentou alterações na expressão relativa do 

gene GDI2549, quando a bactéria foi crescida em diferentes fontes de carbono, sugerindo dessa 

forma um mecanismo de regulação por retroalimentação positiva; 
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