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O MECANISMO DE REGULAÇÃO DA FBN E SUA DIVERSIDADE

K.R. dos S. Teixeira1

1. INTRODUÇÃO

A regulação da fixação biológica de nitrogênio(FBN) é um mecanismo complexo

que ocorre em resposta a disponibilidade de fontes de nitrogênio combinado e a

concentração de oxigênio  presente (Buchanan-Wollaston et al., 1981). O envolvimento

dos genes ntrBC no processo de regulação da FBN em K. pneumoniae só foi esclarecido

no ínicio da década de 80 pela descoberta de regiões codificadoras próxima ao gene glnA,

o qual até então se postulava deveria exercer papel de regulador da expressão da FBN

dependente da  concentração de amônia (Espin et al., 1982). Considerando que a

nitrogenase é altamente sensível ao oxigênio, devido à disposição do centro 4Fe-4S da

proteína Fe e pelo seu caráter redutor (Morgan et al., 1990), a regulação da expressão dos

genes nif em altas concentrações de oxigênio (inibitórias da atividade da nitrogenase) é

essencial para a eficiência desse processo. A regulação da FBN pode ocorrer em três

níveis: ao nível de transcrição, pós-tradução e compartimentalização.

Em K. pneumoniae, dentre os 20 genes estudados (ver revisão Teixeira, 1997b),

foram identificados dois genes responsáveis pela regulação da FBN ao nível de

transcrição, os genes nifA e nifL (Dixon et al., 1977; Kennedy, 1977). Em geral, a fixação

de nitrogênio apresenta um mecanismo de regulação positiva e específica ao nível de

transcrição dependente do produto do gene nifA. O gene nifA codifica para uma proteína

capaz de identificar regiões promotoras a 5’ de outros genes nif (ou operons nif)

permitindo então a ação da RNA polimerase acoplada a um fator sigma alternativo, o

qual tem sido encontrado na literatura com diferentes nomenclaturas tal como σN, σ54,

RpoN ou NtrA (Buchanan-Wollaston et al., 1981; Taylor, et al., 1996). Além dessa

regulação específica, o estudo da regulação da transcrição dos genes nif em K.

____________
1  Biológa, PhD., Embrapa Centro Nacional de Pesquisa de Agrobiologia, km 47, Caixa

Postal  74505, CEP: 23851-970, Seropédica, RJ
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pneumoniae revelou que a ativação da transcrição do gene nifA é dependente do

reconhecimento da região promotora do operon nifLA pelo produto do gene ntrC-

fosforilado, em condições limitantes de N (Espin et al., 1982; Dixon et al., 1987), como

representado na figura 1.

Figura 1 - Mecanismo de Regulação em K.  pneumoniae.
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Em A. vinelandii, onde foi observado a presença de sistemas alternativos da

nitrogenase (ver revisão de Teixeira, 1997b) verificou-se que o produto do gene ntrC não

é essencial para a expressão do operon nifLA (Blanco et al, 1993; Raina et al., 1993) nem

dos genes vnfA ou anfA, ativador dos genes para nitrogenases  V e Fe-dependente

(Walmsley et al., 1994). Entretanto, segundo estes autores o fenótipo observado no duplo

mutante ntrCnifA-  sugere que o produto do gene ntrC deve desempenhar um papel

relevante para fixação de N2, provavelmente ativando a transcrição do gene nifM mesmo

na ausência da proteína NifA.

O estabelecimento do mecanismo de regulação em cascata dos genes nif em K.

pneumoniae levou diversos autores a proporem mecanismos semelhantes para

Azospirillum e Herbaspirillum (Pedrosa & Yates, 1984; Souza 1990; Souza et al., 1991).

Entretanto, estudos mais detalhados de mutantes regulatórios e da seqüência de bases da
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região contendo o nifA tem permitido a elucidação do mecanismo de regulação em outros

diazotrofos.

1.1.  Regulação da FBN no grupo dos rizóbios

O estudo do mecanismo de regulação da FBN em diazotrofos do tipo simbiótico

permitiu estabelecer que genes do sistema ntr não desempenham necessariamente papel

essencial para a regulação da FBN, como observado em K. pneumoniae. A presença de

promotores  do  tipo -24/-12 e seqüências ativadoras a 5’ (Upstream Activator Sequence -

reconhecidas como sítios para ligação da proteína NifA) em regiões promotoras dos

genes nif e fix foram as primeiras evidências de que nesse grupo de diazotrofos de caráter

simbiótico a FBN é dependente dos produtos dos genes rpoN  (ntrA) e nifA (Gussin et al.,

1986). Por outro lado, Szeto et al. (1987) observaram que a transcrição do gene ntrC em

Sinorhizobium meliloti (nov. class. de Rhizobium meliloti – De Lajudie et al., 1994),

quando crescido sob condições limitantes de N, é acompanhada pelo acúmulo de mRNA

correspondentes aos genes nifHDK, fixABC, nifA e nifB. Entretanto, os autores (Szeto et

al., 1987) concluíram que o envolvimento do gene ntrC não é essencial para  a FBN em

simbiose considerando que mutantes ntrC- de S. meliloti foram capazes de produzirem

nódulos eficientes em alfafa (Medicago sativa).

Os genes fix, descritos inicialmente em diazotrofos do grupo dos rizóbios,

desempenham um papel essencial para a FBN principalmente no mecanismo de regulação

da transcrição dos genes nif.  O operon fixLJ  em S. meliloti  codifica produtos que são

essenciais para a fixação de nitrogênio simbiótica e respiração anaeróbica do nitrato, e

além disso diversos autores observaram que o produto desses genes constituem um

sistema de dois componentes responsável pela regulação da expressão dos genes nif/fix

em resposta a baixos níveis de oxigênio (David et al., 1988; Hertig et al., 1989; Batut et

al., 1985, 1989; de Philip et al., 1990; Giles-Gonzales et al., 1991). Acredita-se que

diazotrofos do grupo dos rizóbios na forma de bacteróides são supridos pela planta

hospedeira com variedades de fontes de carbono para produção de ATP e equivalentes

redutores para facilitar a FBN em benefício da planta.  Portanto, de Bruijn et al. (1990)

postularam que neste grupo de diazotrofos os genes nif e fix não devem estar sujeitos a
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regulação dependente de N. Entretanto,  redução na fixação de nitrogênio havia sido

observada em plantas de alfafa noduladas com S. meliloti após adição de N-combinado

(revisado por Streeter, 1988). Durante estudo sobre a influência de diversas fontes de N

na fixação de nitrogênio,  Noonan et al. (1992) observaram que, em condições de vida-

livre em microaerobiose, a presença de amônia inibe a expressão de genes nif  em S.

meliloti  através de um mecanismo que envolve os produtos dos genes fixLJ.  Os autores

observaram que o efeito inibitório da amônia sobre a expressão de fusões nifA-lacZ não

dependem da sua assimilação uma vez  que os produtos derivados desse processo,

glutamato e glutamina, não exerceram nenhum efeito sobre a expressão da fixação de

nitrogênio.  A avaliação da expressão de fusões nifA-lacZ em mutantes fixK e ntrC

revelou que a expressão, em ambos os mutantes assim como no selvagem, foi baixa na

presença de amônia como única fonte de N. Este fato indicou que, apesar do produto do

gene fixK ser conhecido como regulador negativo da expressão do gene nifA e de si

próprio (Batut et al., 1989), a proteína FixK não é essencial para a inibição da expressão

do gene nifA em resposta a presença de amônia (Noonam et al., 1992). Por outro lado, o

efeito inibitório da amônia não foi observado sobre a expressão da fusão nifA-lacZ em

mutantes fixL. Noonan et al. (1992) considerando que em S. meliloti o produto do gene

fixL funciona como uma proteína sensora ao nível de membrana responsável pela

modulação da proteína FixJ, regulador positivo da expressão do gene nifA (David et al.,

1988; Hertig et al., 1989), sugerem o envolvimento da proteína FixL  no processo de

regulação negativa dependente de amônia da expressão do gene nifA  (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismo de regulação em Sinorhizobium  meliloti.
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 Em Bradyrhizobium japonicum os genes fixLJ não estão envolvidos na regulação

do gene nifA como observado em S. meliloti (Anthamatten & Hennecke, 1990; 1991). Os

autores observaram que em B. japonicum o operon fixRnifA é expresso mesmo em

condições aeróbicas e que em condições microaeróbicas a expressão deste operon é

dependente do produto NifA e incrementada em 5 vezes. Esta expressão constitutiva é

derivada da atividade de um promotor, cuja seqüência sobrepõe a de um promotor do tipo

σ54 resultando em sítios de iniciação separados por apenas 2 pares de bases, dependente

de um fator sigma denominado σ96 (Barrios et al., 1995). Apesar de ser expressa

constitutivamente a proteína NifA não é capaz de ativar a transcrição dos outros genes nif

em aerobiose provavelmente por não estar em sua conformação ativa devido ao efeito

direto do oxigênio ou devido a ação de um modulador negativo. Tem sido postulado que

o processo de inativação da proteína NifA dependente de oxigênio pode estar relacionado

com a estrutura  do tipo C-X11-C-X19-C-X4-C   presente    na     proteína   NifA  de B.

japonicum e diazotrofos de diversos grupos, exceto nas codificadas pelos genes nifA de A.

vinelandii, E.  agglomerans e K. pneumoniae  (Merrick, 1992, 1993). Esta estrutura,

segundo Fischer et al. (1987, 1988) parece funcionar como sítio para ligação de metal e
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foi observado que, em presença de agentes quelantes,  houve inativação “in vivo” da

proteína NifA de B. japonicum. Os resultados sugeriram que possivelmente a atividade da

proteína NifA  é dependente da associação de um metal na sua forma reduzida e que

provavelmente a sensibilidade da proteína NifA ao oxigênio pode estar relacionada com a

oxidação deste centro metálico.

Outro tipo de regulação da expressão do gene nifA foi identificado em

Azorhizobium caulinodans, diazotrofo simbiótico encontrado em nódulos de Sesbania

spp. que apresenta como característica única entre os diazotrofos do grupo dos rizóbios

altas taxas de fixação tanto em simbiose quanto em vida livre (Dreyfus et al., 1983; Ratet

et al., 1989). Em A. caulinodans o processo de transcrição do gene nifA é mediado pelos

produtos dos genes fixLJ e fixK como em S. meliloti (Kaminski & Elmerich, 1991;

Kaminski et al., 1991). Entretanto, em A. caulinodans o produto do gene fixK

desempenha papel de ativador da transcrição do gene nifA, ao contrário do observado em

S. meliloti (Kaminski et al., 1991). O envolvimento do produto do gene ntrC na regulação

do gene nifA neste microrganismo foi evidenciado pelo estudo de mutantes ntrC. Apesar

de mutantes ntrC de A. caulinodans apresentarem diminuição na capacidade de fixar N2

em cultura e formarem nódulos mais lentamente, estes nódulos fixam N2 em níveis

semelhantes aos do selvagem  (Pawlowski et al., 1987).  Além disso, dois novos genes

reguladores (ntrY e ntrX) isolados em A. caulinodans  codificam para um terceiro grupo

de sensor-regulador que de alguma forma modula a expressão de genes nif neste

diazotrofo (Pawlowski et al., 1991). Estudos ao nível da seqüência de bases do gene nifA

de A. caulinodans  revelaram  a presença de três elementos em cis na região promotora

deste gene, os quais possivelmente funcionam como sítio para ligação das proteínas

FixK, NifA e de um promotor do tipo σ54 (Stigter et al., 1993; Loroch et al., 1995). Para

avaliação do envolvimento desses elementos em cis na expressão do gene nifA, em

relação ao oxigênio e fontes de nitrogênio,  foram construídas estirpes carregando

alterações nestes elementos tanto no selvagem quanto em  mutantes fixK, fixJ, nifA, ntrC

e rpoF. A Avaliação da expressão de  fusões nifA-uidA indicaram que em A. caulinodans

este gene está  sujeito a regulação dependente de dois tipos de promotores, um do tipo σ70

regulado positivamente pela proteína FixK e outro do tipo σ54 dependente do produto do

gene ntrC e a própria proteína NifA exerce papel de regulador negativo da sua expressão
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(Loroch et al., 1995). Além disso, os autores observaram que a relação entre a atividade

desses dois promotores em A. caulinodans é interdependente, ao contrário da atividade

independente normalmente observada em outras bactérias inclusive no operon fixRnifA de

B. japonicum. Com base nos resultados obtidos, em A. caulinodans a proteína NifA, em

presença de altas concentrações de amônia ou oxigênio, deve funcionar como repressor

da sua expressão ligando-se ao “NifA box” e impedindo a ativação dos promotores pelas

proteínas FixK ou NtrC.

1.2 -   Regulação da FBN em Azospirillum brasilense

       Desde o início da década de 80 o estudo do mecanismo de regulação da transcrição

dos genes nif em Azospirillum brasilense tem atraído a atenção de diversos grupos.

Pedrosa & Yates (1984) obtiveram através de mutagenização com nitrosoguanidina duas

classes de mutantes regulatórios de A. brasilense. O mutante FP10 apresenta o fenótipo

Nif- e só foi complementado pelo plasmídeo pCK3 (K. pneumoniae nifAc),

posteriormente Liang et al. (1991) confirmou que o genótipo do mutante apresenta

mutação no gene nifA.  Os mutantes FP8 e FP9, caracterizados pelo fenótipo Nif- e

incapacidade de utilizar nitrato como fonte de nitrogênio, foram complementados por

plasmídeos recombinantes contendo os genes nifAC (expresso constitutivamente, pCK3)

ou glnAntrBC de K. pneumoniae (pGE10). A observação de que plasmídeo pGE50,

contendo uma inserção do transposon Tn5 no gene ntrC, não complementou os mutantes

FP8 e FP9 sugeriu que os mutantes eram do tipo ntrC-. Estes fatos levaram os autores a

postularem que o mecanismo de regulação em  Azospirillum era semelhante ao observado

em K. pneumoniae.

Gauthier & Elmerich (1977) haviam isolado dois mutantes derivados de A.

brasilense (7028 e 7029), auxotrofos para glutamina e caracterizados por mutação

associada a região contendo o gene glnA, que no entanto apresentavam fenótipos Nif

contrastantes: o mutante 7028 foi caracterizado como Nif constitutivo e o 7029 como

Nif-. Entretanto, o envolvimento de outros genes no mecanismo de regulação em

Azospirillum só foi evidenciado por Fogher et al. (1985) através da complementação do

mutante A. brasilense 7029 (Nif- e auxotrofo para glutamina) com o plasmídeo pAB441.
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A análise estrutural da região do DNA de A. brasilense contido no pAB441 indicou a

presença do gene glnA e revelou que neste diazotrofo o operon ntrBC não está localizado

próximo do gene glnA (Bouzoklian & Elmerich, 1986; Bouzoklian et al., 1986). A

presença do gene glnB, codificador para a proteína PII, localizado a 5’ do gene glnA em

Azospirillum foi observado por de Zamaroczi et al. (1990). Estes autores também

observaram dois produtos de transcrição contendo o gene glnA, cujos tamanhos

corresponderam a  1,5 kb  e 2,4 Kb, sugerindo que o gene glnA pode ser transcrito pelo

seu próprio promotor ou cotranscrito junto com o glnB de acordo com o nível de N-

celular. Estudos posteriores com fusões glnB-lacZ e glnA-lacZ confirmaram que a

cotranscrição do operon glnBA e transcrição do gene glnA  é inversamente regulada de

acordo com o nível de N-celular (de Zamaroczi et al., 1993). Além disso, a transcrição do

gene glnB é mediada independentemente por dois promotores: p1  - dependente do fator

σ70 e p2 - dependente do fator σ54, sequencialmente organizados a 5’ do início da

transcrição do gene. Observou-se que sob condições de fixação de nitrogênio, a

transcrição do gene glnA a partir do seu promotor foi quase completamente abolida, o que

não ocorreu na presença de amônia ou glutamato (de Zamaroczi et al., 1993). A

inativação do gene glnB pela inserção de um cassete, contendo o gene para resistência a

canamicina, resultou em um mutante de A. brasilense (estirpe 7606) prototrofo com

fenótipo Nif- (Liang et al., 1992 ab). Estudos de expressão de fusões lacZ  com os genes

nifA, nifH e nifB no mutante glnB- revelaram que a expressão do gene nifA não foi afetada

ao passo que não foram observadas expressão do gene da β-galactosidase quando as

fusões eram associadas aos gene nifH ou nifB. O mesmo tipo de comportamento foi

observado no mutante 7029 (Nif-, glnA-), por outro lado, no caso do  mutante 7028 (NifC )

a expressão das fusões lacZ com os genes nifA, nifH e nifB foi observada na ausência e na

presença de amônia (Liang et al., 1992a) sugerindo o mutante pode apresentar defeito no

transporte de amônia. Os resultados indicaram aos autores que apesar de estar sendo

expressa nos mutantes glnB- (7606) e glnA- (7029), a proteína NifA deve se encontrar

inativa e portanto incapaz de ativar a transcrição de outros genes nif sob condições de

fixação de nitrogênio. Estes fatos têm sugerido aos autores que os produtos dos genes

glnA e glnB estão envolvidos no processo de regulação em A. brasilense. A proteína PII,

produto do gene glnB, pode estar direta ou indiretamente relacionada com o processo de
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modulação pós-traducional da atividade da proteína NifA sob condições limitantes de N,

entretanto o envolvimento da GS (glnA) neste processo ainda precisa ser esclarecido

(Figura 3). Recentemente, outro gene codificador para uma proteína denominada Pz

(produto do gene glnZ), estruturalmente semelhante porém funcionalmente distinta da

proteína PII (codificada pelo gene glnB), foi identificado em A. brasilense (de Zamaroczi

et al., 1996). Este fato pode explicar o fenótipo distinto do mutante glnB de A. brasilense

em relação ao obtido em outros microrganismos. Além disso, os autores sugerem, com

base no alto grau de similaridade com a proteina PII de E. coli, que o produto do gene

glnZ (Pz) pode estar envolvido com o processo de regulação pós-traducional da atividade

de proteínas como NtrB-NtrC e/ou GS.

O isolamento e sequenciamento do gene nifA (Knopik et al., 1990; Liang et al.,

1991) revelou que em A. brasilense este gene não apresenta promotor com seqüência

consenso semelhante ao observado para promotores dependente do fator σΝ, nem sítios

para ligação da proteína NtrC ou da própria NifA (Liang et al., 1991). A transcrição e

expressão da fusão nifA-lacZ foi observada em condições de fixação de nitrogênio e

mesmo na presença de amônia e oxigênio (Liang et al., 1992 ab; Liang et al., 1993; de

Zamaroczy et al., 1993).
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Figura 3 - Mecanismo de Regulação em A. brasilense.
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Recentemente, Arséne et al. (1996) propuseram um modelo para a ativação da

proteína NifA de A. brasilense. Estes autores observaram que o domínio N-terminal da

proteína NifA de A. brasilense é responsável pela estabilização da forma inativa dessa

proteína na presença de amônia, e sugerem que o produto do gene glnB está envolvido

direta ou indiretamente na alteração conformacional necessária para ativação desta

proteína reguladora. Além disso, em A. brasilense a restauração do fenótipo Nif+ parece

estar diretamente relacionada com o papel da proteína NtrC na regulação da expressão da

proteína PII (moduladora da atividade da proteína NifA) e/ou na regulação da atividade da

nitrogenase (switch-off) dependente de amônia (Liang et al., 1993; de Zamaroczi et al.,

1993; Machado et al., 1995).

1.3 -   Regulação da FBN em Herbaspirillum seropedicae

         Os genes nifA e o operon glnAntrBC de H. seropedicae foram isolados através de

complementação de mutantes nifA- de A. brasilense e ntrC- de E. coli. A capacidade de
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plasmídeos recombinantes contendo os genes nifA e o operon glnAntrBC, isolados a partir

de H. seropedicae, em restaurar o fenótipo Nif+ em mutantes regulatórios de A. brasilense

sugeriu o envolvimento desses genes na regulação da transcrição de genes nif em H.

seropedicae (Souza, 1990; Souza et al., 1991; Teixeira, 1991). A presença de sequências

consenso para promotores do tipo -24/-12 (σN dependentes) e sítios de ligação para as

proteínas NifA e NtrC a 5´ do gene nifA de H. seropedicae levou Souza et al. (1991) a

sugerir que em H. seropedicae a regulação da transcrição do gene nifA era mediado pela

ação de RpoN, NifA e NtrC e, portanto semelhante ao descrito para K. pneumoniae.

Posteriormente, a análise da região promotora através de “footprinting” mostrou que o

promotor do gene nifA é ativo tanto em E. coli quanto em H. seropedicae, na ausência de

amônia (Pedrosa et al., 1994). Além disso, o fenótipo Nif- em mutante no gene glnB

sugere que a atividade da proteína NifA é regulada na presença de amônia pela proteína

PII (Benelli et al., 1997).  Estudos da expressão de fusões nifA-lacZ em mutantes nifA- de

H. seropedicae e na estirpe selvagem revelaram, que apesar de não ter sido afetada por

concentrações atmosféricas de O2, a expressão foi inibida (80%) na presença de 20 mM

de NH4Cl em ambos. Segundo os autores, estes resultados sugeriram que a proteína NifA

de H. seropedicae não atua como ativador da sua própria transcrição. Por outro lado,

deleções da região promotora demonstraram que a integridade do sítio de ligação para

proteína NtrC é essencial para a ativação da expressão do gene nifA, neste microrganismo

(Pedrosa et al., 1994). Além disso, outras deleções da região promotora que levaram a

eliminação dos sítios para NtrC e IHF (Integration Host factor – responsável pela

formação de curvatura na molécula de DNA favorecendo o contato entre a proteína NifA

e o fator σN – ver Robertson & Nash, 1988; Santero et al., 1989) restauraram a atividade

do promotor do gene nifA em H. seropedicae sob condições de fixação de N2, sendo

observado repressão da sua expressão por NH4
+ e O2. Entretanto, no mutante nifA- de H.

seropedicae não ocorreu expressão da fusão nifA-lacZ sugerindo que, na ausência dos

sítios para ligação de NtrC e IHF, a proteína NifA pode  funcionar como auto-ativador da

sua expressão (Pedrosa et al., 1997).

Estas observações revelaram que em H. seropedicae a proteína NtrC é o potencial

regulador positivo da transcrição do gene nifA em resposta à limitação de nitrogênio, ao

contrário do observado no caso de mutantes ntrC- de A. brasilense (Pedrosa et al., 1994).
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O esquema do mecanismo de regulação em H. seropedicae (Figura 4) ainda apresenta

diversas lacunas que precisam ser esclarecidas e foi baseado nos resultados dos estudos

realizados até o momento.

Figura 4 - Mecanismo de Regulação em H. seropedicae.
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1.4 -   Regulação da FBN em Acetobacter diazotrophicus.

Evidências da peculiaridade do mecanismo de regulação da nitrogenase em A.

diazotrophicus foram obtidas a través de estudos de inibição da atividade dessa enzima

em presença de diversas fontes de nitrogênio (Stephan et al., 1991). A inibição parcial da

atividade da nitrogenase por níveis elevados de amônia (10 mM) (Reis,  1994) e ausência

dos genes draTG (Zhang et al., 1992) no genoma desse microrganismo indicam que o

mecanismo de regulação pós-traducional dependente de amônia (switch-off) não ocorre

em A. diazotrophicus.

Diversos genes com homologia aos genes envolvidos no mecanismo de regulação

da transcrição de genes nif em outros diazotrofos  foram identificados em Acetobacter

diazotrophicus. O gene nifA foi isolado através da complementação de mutantes

nifAntrC- de Azotobacter vinelandii, sugerindo que a transcrição do gene nifA não é
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dependente de regulação positiva pela proteína NtrC (Teixeira, 1997a). Além disso, o

sequenciamento das região codificadora e vizinhas ao gene nifA permitiu identificar os

diferentes domínios do produto deduzido  da sequência de nucleotídeos. A proteína NifA

de A. diazotrophicus apresenta na região central e C-terminal regiões bastante

conservadas em outras proteínas  NifA, tais como sítio potencial para ligação de

nucleosídeos trifosfatados (NTPs) e estrutura terciária do tipo hélice-volta-hélice,

respectivamente. Outra importante característica da proteína NifA desse microrganismo é

a presença de 4 resíduos de cisteína na sua estrutura primária, sendo dois deles separados

por 4 resíduos de outros aminoácidos (CXXXXC). Esta estrutura identificada em diversas

outras proteínas NifA, exceto em K. pneumoniae, A. vinelandii, A. chrocoocum e E.

agglomerans (subdivisão γ das proteobactérias) tem sido associada a sensibilidade desse

grupo de proteínas ao oxigênio. Estudos preliminares têm revelado que a expressão da

fusão nifA-gus é regulada principalmente por oxigênio e, portanto, reforça o papel de uma

região com alta homologia ao sítio anaerobox  (Nees et al., 1988) observada a 5´do início

da região codificadora para o gene nifA (Meletzus et al., 1997; Teixeira et al., 1997).

Outros genes reguladores do tipo ntrB, ntrC, ntrX e ntrY assim como glnB e glnD

também foram isolados por complementação e por reação de amplificação em cadeia

(PCR –m Polymerase chain Reaction) na presença de “primers” derivado de regiões

conservadas dos gene gln e ntr de outros organismos (Meletzus et al., 1997; Perlova et

al., 1997). O papel desses genes na regulação da expressão e atividade da proteína NifA

de A. diazotrophicus em resposta a amônia está em fase de estudos utilizando fusões nifA-

gus em mutantes específicos.
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