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RESUMO 

 

Azospirillum brasilense é uma bactéria fixadora de nitrogênio que se associa com diversas 

plantas agrícolas de interesse comercial como o arroz, o milho e o trigo. É muito estudado por 

seu potencial como biofertilizante, podendo reduzir a utilização de fertilizantes químicos 

nitrogenados e consequentemente os danos ao meio ambiente, como a eutrofização de rios e a 

acidificação do solo. Neste microrganismo os genes responsáveis pela fixação de nitrogênio 

(genes nif) necessitam de uma proteína ativadora trancricional, a NifA. A proteína NifA tem 

sua atividade regulada pelos níveis de oxigênio e de íons NH4
+
 e possui três domínios 

funcionais. O domínio N-terminal é responsável pelo controle negativo dos níveis 

intracelulares de nitrogênio; o domínio central interage com o fator sigma-54 da RNA 

polimerase e possui um motivo de hidrólise de ATP e o domínio C-terminal possui um 

motivo hélice-volta-hélice responsável pela ligação da proteína ao DNA. Esses domínios são 

interligados por regiões interdomínio QL (N-terminal e Central) e IDL (Central e C-terminal). 

Na extremidade final do domínio central e início do interdomínio  IDL há um motivo 

conservado de resíduos de cisteínas provavelmente envolvidos na sensibilidade da proteína ao 

oxigênio. Neste trabalho a proteína NifA de A. brasilense foi expressa e purificada numa 

forma  N-truncada fusionada a uma cauda contendo resíduos de histidina e caracterizada em 

ensaios de ligação ao DNA in vitro e de ativação transcricional in vivo. A proteína 

recombinante His-NifA N-truncada purificada atingiu 80% de pureza com rendimento de 

0,43mg de proteína por litro de cultura. A proteína purificada foi capaz de se ligar à região 

promotora do gene nifB de Herbaspirillum seropedicae. Ensaios in vivo com a proteína NifA 

N-truncada contendo ou não cauda de histidina mostraram capacidade de ativar o promotor 

nifH de Klebsiella pneumoniae a partir de uma fusão nifH::lacZ na ausência de oxigênio. 

Nossos resultados também indicaram que a NifA N-truncada de A. brasilense parece ser 

menos sensível ao oxigênio que a NifA N-truncada de H. seropedicae. 
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ABSTRACT 

 

 

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium which associates with important 

agricultural crops such as rice, wheat and maize. It can be used as a biofertilizer, replacing 

chemically produced nitrogen fertilizer. In this bacterium the expression of genes responsible 

for nitrogen fixation (nif genes) is dependent on the transcriptional activator NifA, the activity 

of which is controlled by both ammonium and oxygen. NifA contains three structural 

domains: the N-terminal domain is responsible for the negative control by fixed nitrogen; the 

central domain has the AAA motif involved in ATP hydrolysis and interacts with the RNA 

polymerase sigma-54 cofactor; the C-terminal domain contains a helix-turn-helix motif 

involved in DNA-binding. These domains are linked by the two interdomain regions: QL (N-

terminal to central domain) and IDL (central to C-terminal domain). Between the central 

domain end and the IDL interdomain there is a cysteine-cysteine motif probably involved in 

the oxygen-sensitivity of NifA. In this work we have expressed and purified a N-truncated 

form of NifA fused to a histidine tag and assayed for DNA binding. Under our experimental 

conditions, we were able to obtain an 80% pure protein and a yield of 0,43mg protein per liter 

of culture. The purified protein bound to the Herbaspirillum seropedicae nifB promoter 

region. We also tested the transcriptional activation of the N-truncated NifA protein in vivo 

using a nifH::lacZ fusion. The N-truncated NifA, with or without a His-tag sequence activated 

transcription of the Klebsiella pneumoniae nifH promoter in the absence of oxygen and 

showed no control by ammonium. Our results also suggest that the A. brasilense N-truncated 

NifA protein is less oxygen-sensitive than the H. seropedicae N-truncated NifA. 

 

 

Key-words: Biological nitrogen fixation, Azospirillum brasilense, NifA protein. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Gênero Azospirillum 

 

As bactérias do gênero Azospirillum pertencem à subclasse das α-Proteobactérias 

(YOUNG et al, 1992) e são capazes de fixar o nitrogênio atmosférico. Estas bactérias foram 

isoladas da rizosfera de plantas de diversas partes do mundo de climas temperado e tropical. 

Entre as plantas com as quais se associam estão o trigo, o milho, o arroz e a cana-de-açúcar, 

plantas de grande interesse comercial (DÖBEREINER; DAY, 1976). A maioria destas 

bactérias coloniza superficialmente as raízes das plantas, mas algumas espécies são capazes 

de se associar endofiticamente (PATRIQUIN; DÖBEREINER; JAIN, 1983).  

Azospirillum é o gênero melhor caracterizado de rizobactérias promotoras do 

crescimento de plantas. Este efeito tem sido atribuído a diversos fatores, entre eles à fixação 

biológica de nitrogênio e à produção de hormônios promotores do crescimento para as plantas 

(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). Como este trabalho se relaciona à regulação 

do processo de fixação biológica de nitrogênio, apenas este fator será abordado nesta revisão 

bibliográfica. 

Atualmente são descritas doze espécies pertencentes ao gênero Azospirillum: A. 

brasilense, A. lipoferum (TARRAND; KRIEG; DÖBEREINER, 1978), A. halopraeferens 

(REINHOLD et al., 1987), A. amazonense (MAGALHÃES et al., 1983), A. irakense 

(KHAMAS et al., 1989), A. largimobile (DEKHIL et al., 1997), A. doebereinerae (ECKERT 

et al., 2001) e A. oryzae (XIE; YOKOTA, 2005). A.melinis (PENG et al., 2006), A. canadense 

(MEHNAZ ; WESELOWSKI ; LAZAROVITS, 2007a), A. zeae (MEHNAZ ; 

WESELOWSKI ; LAZAROVITS, 2007b), A. rugosum (YOUNG et al., 2008). Entre as várias 

espécies, A. brasilense e A. lipoferum são as melhor caracterizadas. 

 

1.2 Fixação biológica de nitrogênio 

 

A forma mais abundante do elemento nitrogênio, necessário para a síntese de 

inúmeras biomoléculas, é o gás dinitrogênio (N2), que constitui aproximadamente 80% da 

atmosfera da Terra (POSTGATE, 1982). No entanto, o nitrogênio constitui um elemento 
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limitante para o desenvolvimento de microrganismos, plantas e animais, pois apenas alguns 

procariotos (diazotrofos) são capazes de converter o nitrogênio atmosférico em amônio, forma 

metabolicamente utilizável para a síntese de biomoléculas. Desta forma, os organismos 

incapazes de fixar nitrogênio atmosférico, acabam por utilizar o nitrogênio que foi fixado 

pelos diazotrofos (BURRIS, 1991). 

A disponibilidade de nitrogênio fixado constitui um dos fatores limitantes para a 

produção agrícola, cuja demanda tem aumentado com o crescimento populacional (DIXON; 

KHAN, 2004). Os vegetais podem obter o elemento nitrogênio através de microrganismos 

diazotrofos ou através de fertilizantes nitrogenados. Estes, porém, constituem o mais caro dos 

fertilizantes agrícolas utilizados, além de causarem impactos ambientais indesejáveis, pois 

aproximadamente 50% do fertilizante aplicado são perdidos e carregados por ação de chuvas 

e erosão (PEDROSA, 1987). Dessa forma, a utilização de microrganismos diazotrofos na 

agricultura é de grande interesse econômico e ambiental. 

O processo de fixação de nitrogênio é realizado pelo complexo enzimático chamado 

nitrogenase, que catalisa a redução do N2 a NH3 através da seguinte reação (POSTGATE, 

1982): 

 

        N2 + 10H
+
 +8e

-
 + 16Mg.ATP          2NH4

+ 
+ H2 + 16Mg.ADP + 16Pi 

 

O complexo da nitrogenase é formado por duas proteínas distintas: a dinitrogenase 

(também chamada de proteína Fe-Mo, codificada pelo gene nifDK), que contém o sítio 

catalítico da enzima responsável por reduzir N2 a NH3, e a dinitrogenase redutase (também 

chamada proteína Fe, codificada pelo gene nifH), responsável por doar elétrons para a 

dinitrogenase (BURRIS, 1991). Esta transferência de elétrons envolve a hidrólise de ATP, 

dessa forma, devido ao alto custo energético para a célula, o processo de fixação de nitrogênio 

é altamente controlado, tanto na atividade da nitrogenase quanto na expressão dos seus genes 

(POSTGATE, 1982). 

Para o funcionamento do complexo da nitrogenase são necessários não apenas os 

produtos dos genes nifHDK, mas também os produtos de outros genes nif (de nitrogen 

fixation), necessários para a regulação transcricional, biossíntese de cofatores e transporte de 

nitrogenase 
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íons (DIXON; KHAN, 2004). Estes genes serão descritos no próximo item em maiores 

detalhes. 

 

1.3 Genes nif 

 

Klebsiella pneumoniae é um dos microrganismos-modelo para o processo de fixação 

de nitrogênio. Nesta bactéria foram identificados e seqüenciados 20 genes nif envolvidos no 

processo de fixação de nitrogênio: nifJ, nifHDKTY, nifENX, nifUSVW, nifZM, nifF, nifLA e 

nifBQ (MERRICK, 1988, 1993), que codificam para a biossíntese das proteínas do complexo 

da nitrogenase. Os genes nifHDK são os genes estruturais para o complexo da nitrogenase, 

enquanto os genes nifLA codificam para os reguladores transcricionais dos demais genes nif, 

as proteínas NifL e NifA, respectivamente (MERRICK, 1983, 1988; MERRICK et al., 1982).  

Em muitos microrganismos diazotróficos os genes nif  são transcritos por uma forma 

alternativa da RNA polimerase holoenzima e requerem um ativador transcricional, a proteína 

NifA (BUCK et al., 2000). Esta proteína é ativadora da transcrição dos genes nif e tem sua 

atividade controlada/reprimida pela proteína NifL na presença de oxigênio e de altas 

concentrações de nitrogênio fixado. Este mecanismo de regulação de NifA, dependente de 

NifL, é encontrado em bactérias diazotróficas entéricas como K. pneumoniae, Enterobacter 

cloacae e E. agglomerans e no diazotrofo encontrado no solo Azotobacter vinelandii. Em A. 

brasilense, o gene nifL não é encontrado,  mas a proteína NifA tem sua atividade controlada 

pelos níveis de amônio e de oxigênio (MERRICK, 2004). 

 

1.4 Proteína NifA 

 

1.4.1 Estrutura 

 

A proteína NifA pertence à família das EBP’s (enhancer-binding proteins), 

envolvida na ativação da transcrição de genes em resposta a estímulos celulares. As proteínas 

NifA de diversos organismos são estruturalmente similares e apresentam um arranjo estrutural 

contendo três domínios funcionais separados por dois interdomínios (FISCHER; 

BRUDERER; HENNECKE, 1988; DRUMMOND; WHITTY; WOOTTON, 1986; 
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DRUMMOND; CONTRERAS; MITCHENALL, 1990). O domínio amino-terminal (N-

terminal), que apresenta função regulatória, é o domínio menos conservado entre os 

microrganismos, apresentando número variado de aminoácidos (MORETT; SEGOVIA, 1993) 

e em A. brasilense é responsável pelo controle negativo da atividade da proteína na presença 

de íons amônio (ARSÈNE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996). O domínio central possui em 

média 240 aminoácidos, é altamente conservado em toda a sua extensão (MORETT; 

SEGOVIA, 1993), está envolvido na interação com o fator σ
54

 da RNA polimerase e possui 

um motivo AAA de hidrólise do ATP (GONZÁLEZ et al., 1998; WALKER et al., 1982). O 

domínio carboxi-terminal (C-terminal) é o menor domínio, possui entre 65 e 130 

aminoácidos e apresenta um motivo hélice-volta-hélice conservado responsável pela ligação 

da proteína ao sítio UAS (upstream activation sequences) presente na região promotora dos 

genes nif (MORETT; CANNON; BUCK, 1988). Em A. brasilense, os domínios Central e C-

terminal são ligados pela região interdomínios (IDL). No fim do domínio central e início da 

região interdomínios IDL há um motivo contendo resíduos de cisteínas, provavelmente 

envolvidos com a sensibilidade ao oxigênio (FISCHER, 1994). A Figura 1 mostra um 

esquema da organização estrutural geral de proteínas EBP, como a proteína NifA, e a Figura 

2 um modelo esquemático dos domínios da proteína NifA de A. brasilense destacando os 

motivos conservados de cisteínas, no final do domínio central e início da região inter-

domínios IDL, e hélice-volta-hélice de ligação ao DNA no domínio C-terminal.  

Na região N-terminal de várias proteínas NifA há um domínio denominado GAF. 

Esta denominação foi-lhe atribuída após a descoberta de três proteínas que contêm este 

domínio: fosfodiesterases estimuladas por cGMP, Adenilil ciclase de Anabaena e FhlA de E. 

coli. O domínio GAF é uma região sinalizadora encontrada em todos os reinos e no qual, em 

alguns casos, tem sido demonstrada a ligação de pequenas moléculas, como nucleotídeos 

cíclicos (HO; BURDEN; HURLEY, 2000). O domínio GAF de várias NifA parecem possuir 

papel na regulação da atividade da NifA, porém em muitos casos o mecanismo de regulação 

não é claro e parece exercer diversas funções em diferentes diazotrofos (DIXON e KHAN, 

2004). Por exemplo, a ligação de 2-oxoglutarato ao domínio GAF da NifA de Azotobacter 

vinelandii parece induzir mudanças conformacionais que previnem a inibição da sua atividade 

pela NifL sob condições limitantes de nitrogênio, enquanto que a ligação de 2-oxoglutararo ao 

GAF da NifA de K. pneumoniae não foi observada (LITTLE e DIXON, 2003). Em A. 

brasilense o domínio GAF parece regular a atividade da NifA em resposta à concentração de 
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nitrogênio fixado e parece interagir com a proteína transdutora de sinal GlnB (ARSÈNE; 

KAMINSKI; ELMERICH, 1996, 1999). 

 

 

 
           Adaptado de: DIXON e KHAN (2004) 

 
Figura 1 Estrutura geral de uma enhancer-binding protein (EBP), como a NifA, ativadora transcricional dos 

genes nif de diazotrofos. 

            

 

 
 

 

Figura 2 Modelo estrutural esquemático da proteína NifA de Azospirillum brasilense. Os domínios funcionais 

são apresentados. Os números em preto representam o número de aminoácidos presentes em cada domínio. A 

região conservada de cisteínas e o motivo hélice-volta-hélice de ligação ao DNA estão mostrados em azul. 

 

 

1.4.2 Formação do complexo RNA polimerase - DNA e início da transcrição 

 

A proteína NifA ativa a transcrição dos genes nif pela RNA polimerase holoenzima 

contendo o fator σ54 alternativo. Uma das características deste sistema, que não é comum 
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entre as holoenzimas bacterianas, é o reconhecimento de uma região promotora do DNA com 

uma sequência consenso rara,  localizada a -12 e -24 bases do início da transcrição ao invés 

do ―box‖ mais comum localizado a -10 e -35 do início da transcrição (MORETT; SEGOVIA, 

1993). 

O processo de transcrição dependente do co-fator σ
54

 envolve etapas de ligação de 

proteínas no DNA e a formação do complexo aberto da RNA polimerase (Figura 3). O 

complexo σ
54

-RNA polimerase holoenzima reconhece uma seqüência promotora consenso 

localizada a -12 e -24 pares de base do sítio de início da transcrição (Figura 3A). Entretanto, 

a RNA polimerase é incapaz de iniciar a transcrição na ausência de uma proteína EBP, como 

a NifA (POPHAM et al., 1989; MERRICK, 1993; LEE; BERGER; KUSTU, 1993). 

A interação entre a EBP com a σ
54

-RNA polimerase é facilitada pela ligação da EBP 

a uma região do DNA denominada UAS (upstream activation sequence) localizada a 

montante da região promotora -24/-12. Para a ativação transcricional é necessária uma 

interação física entre a RNA polimerase e a EBP. O DNA forma uma dobra para que esta 

ligação se estabeleça. Em alguns casos outras proteínas ligadoras de DNA, como as IHF 

(integration host factor) são requeridas para que haja a formação deste complexo fechado 

(Figura 3B). A hidrólise de nucleotídeos (por exemplo, ATP) exercida pela EBP fornece 

energia e promove a reestruturação do complexo fechado que favorece a formação do 

complexo aberto, no qual as fitas de DNA na região a ser transcrita estão desnaturadas 

(Figura 3C) (BUCK et al., 2000). De uma forma geral, é dessa maneira que a proteína NifA 

age como uma ativadora transcricional dos genes nif de A. brasilense envolvidos na fixação 

biológica de nitrogênio. 

A proteína NifA apresenta-se normalmente numa forma inativa, tornando-se ativa em 

condições de fixação de nitrogênio. Em A. brasilense, NifA é encontrada numa forma ativa 

somente na ausência de amônio e sob baixa concentração de oxigênio (LIANG; KAMINSKI; 

ELMERICH, 1991). Os níveis de NH4
+
 são  indicados por uma proteína sinalizadora, 

provavelmente a proteína PII GlnB (ARSÈNE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996, BENELLI 

et al., 1997, SOUZA et al., 1999). Estudos anteriores demonstraram que a GlnB é necessária 

para a ativação da NifA (ARAÚJO et al., 2004), provavelmente prevenindo a inibição a 

atividade da NifA pelo domínio N-terminal, indicando que a porção N-terminal tem papel 

regulatório e não é essencial para a sua atividade de ativadora transcricional (ARSÈNE; 

KAMINSKI; ELMERICH, 1996).  
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                  Fonte: DIXON e KHAN (2004) 

 
Figura 3 Modelo esquemático do processo de ativação da transcrição a partir de promotor localizado a -24/-12 

bases do início da trasncrição. (A) Ligação de uma EBP (por exemplo, NifA) à região UAS do DNA; (B) 

formação do complexo fechado que possibilita a interação da EBP com a RNA polimerase; (C) formação do 

complexo fechado e início da transcrição. 

 

 

 

1.5 Proteínas do tipo PII 

 

As proteínas da família PII estão envolvidas na regulação do metabolismo de 

nitrogênio e têm sido encontradas em uma variedade de bactérias de uma forma muito 

conservada (ARCONDÉGUY; JACK; MERRICK, 2001). Elas recebem esse nome desde que 

foram identificadas, em 1969, devido ao seu pico de eluição em coluna de gel filtração ter 

sido o segundo, daí a denominação PII (SHAPIRO, 1969). 

Genes codificando para proteínas PII são encontrados em proteobactérias, 

actinobactérias, firmibactérias, cianobactérias, arqueobactérias e também em plantas 

superiores e apresentam alto grau de similaridade. Vários organismos apresentam mais de 

uma proteína PII e a nomenclatura utilizada refere-se não somente à seqüência de 
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aminoácidos como também à presença de determinados genes localizados no mesmo operon. 

Entre as proteínas PII, dois dos maiores grupos são das proteínas GlnB e GlnK, codificadas 

pelos genes glnB e glnK, respectivamente (ARCONDÉGUY; JACK; MERRICK, 2001). 

Estes genes foram inicialmente descritos em E. coli por Son e Rhee (1987) e por van 

Heeswijk et al. (1996). 

O gene glnB de A. brasilense foi identificado por de Zamaroczy, Delorme e Elmerich 

(1990) e codifica para a proteína GlnB. Esta proteína é sintetizada em altos níveis sob 

condições limitantes de nitrogênio e em baixos níveis sob condições de excesso de nitrogênio 

(de ZAMAROCZY; DELORME; ELMERICH, 1990; de ZAMAROCZY; PAQUELIN; 

ELMERICH, 1993; HUERGO et al., 2003). Em 1996, de Zamaroczy et al. identificaram um  

gene que codifica para outra proteína PII em A. brasilense e denominaram-na GlnZ. Apesar 

da alta similaridade desta com a proteína PII GlnB, a GlnZ possui função diferente e está 

envolvida no transporte de íons amônio (de ZAMAROCZY, 1998) e regulação pós-

traducional da nitrogenase (HUERGO et al., 2005). 

Arsène et al. (1996) demonstraram que alguma proteína PII ou algum componente 

sob controle da PII é necessário para prevenir a inibição da proteína NifA pelo domínio N-

terminal (Figura 4).  

Em seu estudo, Arsène et al. (1996) construíram uma proteína NifA N-truncada e 

observaram que esta estava sempre ativa, independente da presença ou ausência da PII e de 

amônio, e sugeriram que o domínio N-terminal seria o responsável pela inibição (Figura 4). 

Araújo et al. (2004) avaliaram o papel das proteínas tipo PII na atividade da proteína NifA de 

A. brasilense, que foi expressa em E. coli e cuja atividade foi determinada pela capacidade de 

ativação do promotor nifH de Klebsiella pneumoniae como uma fusão nifH::lacZ. Os autores 

demonstraram que a proteína PII, GlnB, é essencial para a atividade da NifA na ausência de 

amônio e de oxigênio em E. coli, e que a GlnB não pode ser substituída pelas suas parálogas 

GlnZ ou GlnK, apesar da alta similaridade entre elas. Este estudo sugere dessa forma uma 

provável interação direta entre GlnB e NifA. 
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          Fonte: ARSÈNE et al. (1996) 

 

Figura 4 Modelo da regulação da atividade da proteína NifA em resposta a amônio e na presença da proteína 

PII. (A) Proteína NifA selvagem: sofre inibição pelo domínio N-terminal na presença de amônio e da proteína 

PII. (B) Proteína NifA N-truncada: não sofre inibição devido à ausência do domínio N-terminal, estando sempre 

ativa na presença da PII e na ausência ou presença de amônio. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar a proteína NifA N-truncada de A. brasilense. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Amplificar e clonar o gene que codifica para a proteína NifA N-truncada de A. 

brasilense 

 Expressar e purificar a proteína NifA N-truncada 

 Realizar ensaios in vitro de atividade de ligação da proteína NifA N-truncada 

purificada de A. brasilense à região promotora do gene nifB de Herbaspirillum 

seropedicae 

 Realizar ensaios in vivo de ativação transcricional pela NifA N-truncada na presença e 

na ausência do domínio N-terminal da NifA e de íons NH4
+
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Bactérias e plasmídeos 

As estirpes de bactérias e os plasmídeos utilizados neste trabalho estão listados nas 

Tabelas 1 e 2, respectivamente. 

 

 

 

Tabela 1 – Estirpes de Escherichia coli utilizadas 

 

Estirpe de  

Escherichia coli 

Genótipo ou Características relevantes Referência 

 

DH10B 

F
-
 endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL 

ΔlacX74 Φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 

mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) λ
-
  

Sm
R
 

 

Sambrook et 

al., 1989 

BL21(DE3) F
-
 ompT gal dcm lon hsdSB(rB

-
 mB

-
) λ(DE3 [lacI 

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 

Sambrook et 

al., 1989 

 

JM109(DE3) 

recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi 

Δ(lac-proAB) F’ [traD36 proAB
+ 

lacI
q 

lacZΔM15] (JM109 produtora da RNA 

polimerase do fago T7) 

 

Sambrook et 

al., 1989 

 

 

 

 

Tabela 2 – Plasmídeos utilizados 

 

Plasmídeos Genótipo ou Características relevantes Referência 
pTZ57R/T Vetor de clonagem. Amp

R

  Fermentas 

 

pET28a 

Vetor de expressão promotor T7. 

Expressa a proteína em fusão com His-

Tag na porção N-terminal. Km
R

 

 

Novagen 

pT7-7 Vetor de expressão/ promotor T7. Amp
R 

 

 

Tabor e 

Richardson, 1985 

pDK5 Vetor de expressão/ promotor tac. Amp
R 

 Kleiner; Paul e 

Merrick, 1988 

pDK6 Vetor de expressão/ promotor tac. Km
R 

 Kleiner; Paul e 

Merrick, 1988 

pDK7 Vetor de expressão/ promotor tac. Cm
R 

 Kleiner; Paul e 

Merrick, 1988 

 

pTZ18R 

Vetor de expressão, pTZ19R com o sítio 

de policlonagem invertido/ promotor lac. 

Amp
R
 

Mead;  

Szczena-skorupa e 

Kemper, 1986 
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pTZ19R 

 

Vetor de expressão/ promotor lac. Amp
R
 

Mead;  

Szczena-skorupa e 

Kemper, 1986 

pLAnifApET Contém o gene nifA de A. brasilense 

clonado em vetor pET28a. Km
R
 

Araújo, 2008 

pML2A Contém o gene nifA de A. brasilense 

clonado no vetor pTZ19R. Amp
R
  

Ishida, 1996 

 

pCN57RCCT 

Contém a sequência codificadora da 

proteína NifA N-truncada de A. 

brasilense clonada no vetor pTZ57R/T. 

Amp
R
 

 

Este trabalho 

 

pCNpETCCT 

Expressa a proteína His-NifA N-truncada 

de A. brasilense a partir de promotor T7 

(vetor pET28a). Km
R
 

 

Este trabalho 

 

pCNT7CCT 

Expressa a proteína NifA N-truncada de 

A. brasilense a partir de promotor T7 

(vetor pT7-7). Km
R
 

 

Este trabalho 

 

pCNK5CCT 

Expressa a proteína His-NifA N-truncada 

de A. brasilense a partir de promotor tac 

(vetor pDK5). Amp
R
  

 

Este trabalho 

 

pCNK6CCT 

Expressa a proteína His-NifA N-truncada 

de A. brasilense a partir de promotor tac 

(vetor pDK6). Km
R
 

 

Este trabalho 

 

pCNK7CCT 

Expressa a proteína His-NifA N-truncada 

de A. brasilense a partir de promotor tac 

(vetor pDK7). Cm
R
 

 

Este trabalho 

 

pLANTpET 

Expressa o domínio N-terminal da 

proteína NifA de A. brasilense fusionado 

a cauda His a partir de promotor T7 

(vetor pET28a). Km
R 

 

Araújo, 2008 

 

pCNK5NT 

Expressa o domínio N-terminal da 

proteína NifA de A. brasilense fusionado 

a cauda His na porção N-terminal a partir 

de promotor tac (vetor pDK5). Amp
R
 

 

Este trabalho 

 

pCNK7NT 

Expressa o domínio N-terminal da 

proteína NifA de A. brasilense fusionado 

a cauda His na porção N-terminal a partir 

de promotor tac (vetor pDK7). Cm
R
 

 

Este trabalho 

 

pCN18RNT 

Expressa o domínio N-terminal da 

proteína NifA de A. brasilense fusionado 

a cauda His a partir de promotor lac 

(vetor pTZ18R). Amp
R
 

 

Este trabalho 

 

pTZPNIFB 

Contém a sequência da região promotora 

do gene nifB de H. seropedicae clonada 

em vetor pTZ18R. Amp
R
 

 

Rego, 2006 

 

pCN57RnifB 

Contém a sequência da região promotora 

do gene nifB de H. seropedicae clonada 

em vetor pTZ57R/T. Amp
R
 

 

Este trabalho 

pRT22 nifH (K. pneumoniae)::lacZ/ Cm
R 

 Tuli e Merrick, 

1988 
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3.2 Meios de cultura 

 

Os meios de cultura que foram utilizados para o cultivo das estirpes de Escherichia 

coli foram o Luria-Bertani Broth (LB) e Luria-Bertani Ágar (LA) (SAMBROOK et al, 1989), 

Nitrogen-Free Davis e Mignoli (NFDM) (CANNON; DIXON; POSTGATE, 1974), SOB e 

SOC (SAMBROOK et al, 1989).  

O meio LB possui a seguinte composição:  

 g/L 

Extrato de levedura 

NaCl 

Triptona 

5,0 

10,0 

10,0 

 

Para a obtenção do meio LA, usado para cultivo em meio sólido, adicionou-se 15 g/L 

de ágar ao meio LB.  

O meio SOB possui a seguinte composição:  

 g/L 

Triptona 

NaCl 

KCl 

20 

0,6 

0,186 

 

O meio SOC foi obtido adicionando-se ao meio SOB os seguintes componentes: 

 g/L  

Glucose 

MgCl2 

MgSO4 

3,6 

0,94 

1,2 

 

O meio NFDM possui a seguinte composição:  

 g/L  

MgSO4
 

Na2MoO4.2H2O 

FeSO4.7H2O 

0,1  

0,025  

0,025  

No momento do uso, foram adicionados ao meio 20g/L glucose, 12,06g/L K2HPO4
 
e 

3,4g/L KH2PO4. 
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3.3 Antibióticos 

Os antibióticos utilizados estão descritos na Tabela 3 e foram adicionados ao meio 

de cultura de acordo com a resistência da estirpe de E. coli ou do vetor. 

 

Tabela 3 – Concentrações de antibióticos utilizadas 

 

 

Antibióticos Solução estoque (mg/mL) Concentração final (µg/mL) 

Ampicilina (Amp) 250 200 

Canamicina (Km) 100 50 

Cloranfenicol (Cm) 30 30 

Estreptomicina (Sm) 80 80 

 

 

As soluções estoque dos antibióticos foram preparadas como descrito por Sambrook 

et al. (1989) e armazenadas as -20ºC. As soluções que estavam em uso foram armazenadas a 

4ºC. 

 

3.4 Amplificação do DNA por PCR 

A amplificação do gene que codifica para os domínios central+carboxi-terminal 

(CCT) da proteína NifA de A. brasilense foi realizada através da técnica de reação em cadeia 

da polimerase (PCR) (KOCHER; WILSON, 1991). Os oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) utilizados foram sintetizados quimicamente (Invitrogen). Foi introduzido um sítio 

de restrição em cada primer para facilitar a subclonagem em vetores de interesse e um códon 

iniciador da tradução (sequência ATG). A sequência dos primers  está representada abaixo: 
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   Códon iniciador da tradução 

Ab5’CCT     5' – CCCATATGAACGACGTGGTCTGCAC - 3'  
            

         NdeI 

 
 

 

Ab3’CCT     5’ – GGTGGATCCCGCGTACATGAT – 3’ 
              

BamHI 

 
Oligonucleotídeos iniciadores sintetizados quimicamente utilizados para a amplificação dos domínios 

central+C-terminal da proteína NifA de A. brasilense. As setas indicam o sítio de clivagem das 

enzimas, indicadas abaixo da seqüência. Os nucleotídeos em azul foram modificados para a criação 

dos sítios de restrição. 

 

 

A reação de amplificação continha tampão de PCR (75mM Tris-HCl pH8,8,  20mM 

(NH4)2SO4 e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 20ng de DNA plasmidial (pML2A); 

0,2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl2; 10pmol de cada primer, 5% (v/v) de DMSO, 2U de 

Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas) e água MilliQ
®
 q.s.p 20μL. 

O programa utilizado constou de 1 ciclo de 5 minutos a 94ºC para desnaturação 

inicial do DNA molde; 25 ciclos de 1 minuto a 94ºC (desnaturação), 30 segundos de 

anelamento em temperaturas de 52,7ºC, 55,4ºC, 58,1ºC ou 60,4ºC e 2 minutos a 72ºC, 

temperatura ótima de extensão da Taq DNA polimerase; e 1 ciclo de 5 minutos a 72ºC para 

extensão final. 

 

3.5 Purificação de plasmídeo 

Alíquotas de 1,5 mL de culturas de E. coli cultivadas em meio LB a 37ºC sob 

agitação constante (120 rpm) por aproximadamente 16 horas foram coletadas por 

centrifugação a 11.300xg por 1 minuto. O precipitado de células foi ressuspenso em 200 μL 

de solução gelada de tampão GET (50 mmol/L glucose, 10 mmol/L EDTA, 25 mmol/L Tris-

HCl) e lisado com a adição de 200 μL de solução de lise (0,2 mol/L NaOH e 1% SDS), a 

amostra foi homogeneizada por inversão até a ocorrência da lise. O lisado foi neutralizado 

pela adição de 200 μL de 3,0 mol/L de acetato de potássio e 1,8 mol/L de ácido fórmico, a 

mistura foi homogeneizada e incubada em banho de gelo por 15 minutos. Após centrifugação 

de 5 minutos a 11.300xg, ao sobrenadante foi adicionado 50 μL de clorofórmio:álcool 
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isoamílico (24:1), a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 11.300xg e a fase aquosa foi 

coletada em tubo novo. A esta fase aquosa foi adicionado 2 volumes de etanol 96% seguido 

de incubação por 15 minutos à temperatura ambiente para que ocorra a precipitação do DNA. 

Após 15 minutos de centrifugação a 11.300xg, o DNA precipitado foi lavado com 1 mL de 

etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a 11.300xg. O sobrenadante foi descartado e o DNA 

foi seco e dissolvido em água ultrapura estéril. 

 

3.6 Purificação de DNA por eletroforese em agarose de baixo ponto de fusão 

A amostra contendo o DNA de interesse foi submetida a uma eletroforese em 

agarose de baixo ponto de fusão 1% a 35V. Após corrida eletroforética o gel foi corado por 5 

minutos em solução 0,2% de azul de metileno e descorado em água MilliQ
®
. A banda de 

interesse no gel foi cortada e o DNA foi purificado utilizando o ― kit‖ GFX PCR DNA and 

Gel Band Purification (GE Healthcare). 

 

3.7 Quantificação de DNA 

3.7.1 Determinação espectrofotométrica da quantidade de DNA 

A quantificação de DNA foi realizada por método espectrofotométrico, como 

descrito por Sambrook et al. (1989). Para a determinação da quantidade de DNA em uma 

amostra foram realizadas leituras a 260nm e a 280nm. A leitura a 260nm permite o cálculo da 

concentração de ácido nucléico, sendo que uma D.O.=1 corresponde a aproximadamente 

50µg/mL de DNA dupla-fita. A razão entre as leituras a 260nm e 280nm (D.O.260/D.O.280) 

fornece uma estimativa da pureza da extração do ácido nucléico. Amostras de DNA 

purificado apresentam uma razão D.O.260/D.O.280 de 1,8. Na presença de contaminantes como 

proteína e fenol, a razão será menor que 1,8 e a quantificação de DNA não será corretamente 

determinada. 
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3.7.2 Quantificação de DNA dupla-fita por fluorescência emitida por brometo 

de etídio 

Este método, também descrito por Sambrook et al. (1989), foi utilizado quando a 

quantidade de DNA não era suficiente para determinação espectrofotométrica (<250ng/mL) 

ou quando a amostra de DNA apresentava-se contaminada com outras substâncias que 

absorvem radiação ultravioleta. A estimativa da quantidade de DNA nas amostras é feita 

utilizando fluorescência emitida pelo brometo de etídio intercalado no DNA. Como a 

intensidade da fluorescência é proporcional à massa total de DNA, a quantidade de DNA na 

amostra pode ser estimada comparando-se a fluorescência da amostra com a fluorescência de 

um padrão. Quantidades pequenas de DNA como 1-5ng podem ser detectadas por este 

método. 

Para a quantificação por este método, o padrão de DNA 1Kb DNA ladder 

(Fermentas) de concentração definida foi aplicado em gel de agarose juntamente com um 

volume conhecido da amostra de DNA. O gel foi posteriormente corado com brometo de 

etídeo e visualizado com transiluminador UV acoplado a um sistema de vídeo-imagem 

(UVP). Através do programa LabWorks Image Acquisition and Analysis Software é medida a 

densidade de cada banda do padrão, que é proporcional à quantidade de DNA. A partir dos 

dados de densidade e quantidade de DNA por banda do padrão foi feito um gráfico de 

dispersão e uma regressão linear. Com a equação de reta foi possível determinar a quantidade 

de DNA da amostra a partir do dado de densidade da sua banda correspondente. 

 

3.8 Clivagem de DNA com enzima de restrição 

Endonucleases de restrição foram adquiridas da Invitrogen, Fermentas ou GE 

Healthcare. As reações de restrição foram realizadas de acordo com as condições sugeridas 

pelo fabricante. 
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3.9 Ligação de DNA 

O DNA plasmidial linearizado foi misturado ao DNA inserto na proporção 1:5 (mol) 

em tampão de ligação (40mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 10 mM DTT, 0,5mM ATP), aquecido 

a aproximadamente 60ºC por 5minutos e resfriado em banho de gelo. Em seguida foi 

adicionado ao sistema 1U a 2U de T4 DNA ligase (Fermentas) e a mistura foi incubada a 16º-

20ºC por pelo menos 16 horas. 

 

3.10 Transformação bacteriana por eletroporação  

3.10.1 Preparo de células eletrocompetentes 

Uma colônia de E. coli crescida em meio LA foi inoculada em 5mL de meio SOB na 

presença de antibióticos, a cultura foi incubada sob agitação (120rpm) por cerca de 16 horas a 

37ºC. Três mililitros deste pré-inóculo foram transferidos para um frasco de 1L contendo 

300mL de SOB, esta cultura foi incubada a 37ºC até atingir D.O.600 entre 0,4 e 0,6. A cultura 

foi mantida no gelo por 20 minutos e centrifugada a 2.500xg por 5 minutos a 4ºC. As células 

foram lavadas duas vezes com água MilliQ
®

 gelada estéril, sendo a primeira lavagem com 1 

volume igual ao utilizado de meio e a segunda com ½ deste volume, utilizando as mesmas 

condições de centrifugação (2500xg por 5 minutos a 4ºC). O sedimento de células foi 

ressuspenso em 5mL de glicerol 15% estéril gelado. Após nova centrifugação a 2500xg por 

10minutos a 4ºC, o glicerol foi removido por inversão do tubo e as células foram suspensas no 

restante da solução presente no tubo. As células foram aliquotadas (40μL) e utilizadas para 

eletroporação no mesmo dia ou armazenadas a -70ºC por até 6 meses.  

 

3.10.2 Eletroporação  

A eletroporação foi realizada adicionando-se 1μL da mistura de ligação ou 50ng de 

plasmídeo íntegro com 40μL de células eletrocompetentes previamente descongeladas e 

mantidas em banho de gelo. A mistura foi transferida para a cubeta de eletroporação com 

0,2cm de distância entre os eletrodos e submetida a um pulso elétrico de aproximadamente 
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4kΩ, 15kV/cm (voltagem aplicada/distância entre os eletrodos). Após o pulso elétrico foi 

adicionado 1mL de meio SOC à cubeta de eletroporação. A suspensão de células foi 

transferida para um frasco estéril e incubada a 37ºC por cerca de 40 minutos para recuperação. 

Alíquotas da suspensão foram plaqueadas em meio LA contendo antibiótico adequado. 

 

3.11  Análise de plasmídeos recombinantes  

A análise de plasmídeos recombinantes foi realizada através da metodologia de 

Rapidprep descrita por Monteiro et al. (2001). Duzentos microlitros de uma cultura saturada, 

cultivadas por aproximadamente 16 horas em meio LB, foram transferidos para tubos tipo 

Eppendorf e centrifugados por 30 a 60 segundos. As células foram ressuspensas em 40μL de 

solução RL (10% glicerol, 5μg/mL RNase, 0,05% azul de bromofenol), lisadas com a adição 

de 10μl de SDS 10% e misturadas por inversão com cuidado, evitando-se a quebra do DNA 

cromossomal. Esta mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente para a completa 

lise celular. Para a precipitação de proteínas e DNA cromossomal foram adicionados 5μL de 

3M KCl seguido de incubação em gelo por 5 minutos. A mistura foi centrifugada a 11.300xg 

por 2 minutos. Quinze microlitros da fração sobrenadante contendo os plasmídeos foi 

submetida a eletroforese em gel de agarose 1,0%. Os clones obtidos foram comparados com o 

plasmídeo sem inserto como padrão, que migra mais rapidamente. Após essa análise alguns 

clones foram escolhidos para a purificação do plasmídeo (item 3.5) e confirmação do clone 

por reação de restrição (item 3.6). 

 

3.12 Eletroforese de DNA  

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de ágar ou agarose horizontal conforme 

descrito por Sambrook et al. (1989) com modificações. Os géis foram preparados na 

concentração desejada (0,8-1,5%) em tampão TAE 1X (40mM Tris-acetato pH8,3 e 1mM 

EDTA) ou TBE 1X (89 mM de Tris base, 89 mM de ácido bórico e 2 mM de EDTA pH 8,0). 

As amostras foram misturadas com tampão FSUDS (10 mM de Tris-HCl pH 8,0, 1 mM de 

EDTA pH 8,0, 0,025% azul de bromofenol; 0,025% xileno cianol, 0,1% SDS, 20% Ficoll) e a 

corrida foi realizada no mesmo tampão em que o gel foi preparado, a 60-80V por um período 
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variável de acordo com a concentração do gel e os tamanhos dos fragmentos que se desejou 

separar. O DNA foi visualizado, após tratamento com solução de brometo de etídio (1,0 

μg/mL) por 15-30 minutos, em transluminador de luz ultravioleta (315nm). O perfil 

eletroforético foi registrado utilizando um sistema de vídeo-imagem acoplado (UVP). 

 

3.13 Sequenciamento de DNA  

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método de terminação de cadeia 

utilizando didesoxirribonucleotídeos (SANGER, NICKLEN; COULSON, 1977). O produto 

da reação de sequenciamento de DNA foi submetido a um Sequenciador Automático de DNA 

(Applied Biosystems modelo 377) no qual quatro cromóforos fluorescentes são utilizados 

como terminadores de cadeia (sistema DYEnamic ET terminator da GE Healthcare), seguido 

de eletroforese em gel de poliacrilamida e detecção a laser. Para a reação foram utilizados 100 

a 200ng de plasmídeo purificado como molde, 3μL do sistema DYEnamic ET (GE 

Healthcare), 0,5pmol de primer e H2O MilliQ
®
 q.s.p. 7,5μL. Os programas utilizados para 

extensão da cadeia dependeram dos primers presentes na reação e foram basicamente dois: 1) 

1 ciclo de 2 minutos a 94ºC e 30 ciclos de 30 segundos a 94ºC e 1,5 minuto a 60ºC; 2) 1 ciclo 

de 2 minutos a 94ºC; 25 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 45 segundos a 50ºC e 1,5 minuto a 

60ºC. Ao produto desta reação foram adicionados H2O MilliQ
®
 q.s.p. 20μL, 2μL de acetato 

de amônio 7,5M e 60μL etanol 96% e após foram vortexados. A mistura foi incubada a 4ºC 

por 30 minutos sendo posteriormente centrifugada a 11.300xg por 30 minutos. O DNA 

precipitado foi lavado com etanol 70%, o sobrenadante foi descartado e o DNA foi seco a 

temperatura ambiente. As sequências de nucleotídeos foram analisadas através do programa 

BLASTn (NCBI). 

 

3.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida 

3.14.1 Eletroforese sob condições desnaturantes (SDS-PAGE) 

A eletroforese de proteínas foi realizada em gel de poliacrilamida desnaturante como 

descrito por Laemmli (1970). A concentração do gel de empilhamento foi de 4,5% e a do gel 
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de separação variou de 10% a 12,5% de acordo com a massa molecular da proteína a ser 

analisada. A solução de poliacrilamida utilizada foi de 30% e apresentava relação 

acrilamida:bis-acrilamida de 29,2:0,8. As eletroforeses foram realizadas em sistema vertical 

de acordo com orientação do fabricante (Hoefer). As amostras foram misturadas com tampão 

de amostra (2% de SDS, 10% de glicerol, 0,01% de azul de bromofenol, 0,0625 mol/L de 

Tris-HCl pH 6,8, 5% de β-mercaptoetanol) e fervidas por 3 minutos. A corrida eletroforética 

foi realizada a 160-180V em tampão tris-glicina-SDS (25mM tris, 192mM glicina, 0,1% 

SDS). As proteínas foram coradas com corante Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25% 

Coomassie Blue R-250, 45% metanol, 10% ácido acético glacial). 

 

3.14.2 Eletroforese sob condições não desnaturantes 

Os ensaios de retardamento de banda em gel foram realizados em gel de 

poliacrilamida (30%) não desnaturante 4% em tampão tris-glicina (25mM Tris, 192mM 

Glicina). A corrida foi realizada a 4ºC em voltagem de 60V por 4 horas utilizando tampão 

tris-glicina com 8mM MgCl2. 

 

3.15 Expressão da proteína His-NifA N-truncada de A. brasilense 

Para a expressão da proteína NifA N-truncada de A. brasilense o plasmídeo 

pCYNpETCCT foi transformado por eletroporação em E. coli estirpe BL21 (DE3). Uma 

colônia desta bactéria foi inoculada em 3mL de meio LB contendo antibiótico canamicina e 

incubada a 37ºC durante a noite. Esta cultura foi inoculada em 300mL de LB na proporção de 

1:100 e incubada sob agitação constante (120 rpm) a 30ºC até atingir D.O.600 entre 0,5 e 0,7. 

Neste momento foi adicionado 0,5mM IPTG e a cultura foi incubada a 18ºC por 

aproximadamente 16 horas sob agitação (120 rpm). Após a indução as células foram coletadas 

por centrifugação a 4.700xg por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado, a massa de 

células úmidas foi determinada e as células ressuspensas em 3volumes (g/mL) de tampão de 

sonicação (0,5mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 8,0, 10% glicerol, 1mM DTT). Para diminuir a 

ação de proteases foi adicionado 1mM de PMSF. As células foram lisadas em banho de gelo 

por sonicação em um sonicador Heat System equipado com microponta em 10 ciclos de 20 
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segundos, com intervalos de 30 segundos entre cada ciclo para evitar o aquecimento da 

amostra e a desnaturação da proteína. Uma alíquota do extrato celular total foi armazenada 

para posterior análise e o restante do extrato foi centrifugado a 12.000xg por 15 minutos a 

4ºC. O sobrenadante foi retirado e passado para novo tubo e centrifugado novamente nas 

mesmas condições. O sedimento foi ressuspenso em água MilliQ
®

 para análise da fração 

insolúvel e uma fração do sobrenadante também foi armazenada. As frações foram analisadas 

por eletroforese SDS-PAGE como descrito por Laemmli (1970). O restante da fração solúvel 

foi utilizada para purificação da proteína His-NifA N-truncada. 

 

3.16 Purificação da proteína His-NifA N-truncada de A. brasilense 

3.16.1 Purificação em coluna HiTrap Chelating Ni
2+ 

O plasmídeo pCYNpETCCT expressa a proteína NifA N-truncada fusionada a uma 

cauda com 6 histidinas na porção amino-terminal. Através dessa cauda de histidinas a 

proteína foi purificada por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna de 1 mL Hi-Trap 

Chelating Ni
2+

 (GE Healthcare) acoplada a uma bomba peristáltica, sendo as indicações do 

fabricante obedecidas. Para a purificação da proteína nesta coluna foram utilizados os 

seguintes tampões: 

 

 

Tabela 4 – Tampões utilizados para purificação da proteína His-NifA N-truncada em 

coluna Hi-Trap Chelating Ni
2+

 

 

Tampão Tris-HCl 

pH 8,0 (mM) 

NaCl (mM) Glicerol 

(%) 

DTT (mM) Imidazol 

(mM) 

Tp1 50 500 5 0,1 50 

Tp2 50 500 5 0,1 100 

Tp3 50 500 5 0,1 200 

Tp4 50 500 5 0,1 250 

Tp5 50 500 5 0,1 300 

Tp6 50 500 5 0,1 400 

Tp7 50 500 5 0,1 1000 
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A coluna foi inicialmente equilibrada com 5 volumes de Tp1. Após sonicação da 

amostra, a fração solúvel contendo a proteína His-NifA N-truncada (item 3.14) foi aplicada na 

coluna. A coluna foi lavada com 2 volumes do Tp1. A eluição da proteína foi realizada com 

um gradiente crescente de imidazol com 2 volumes do Tp2 e 1 volume de cada um dos 

demais tampões Tp3, Tp4, Tp5, Tp6 e Tp7. Foram coletadas frações de 1mL e analisadas por 

eletroforese SDS-PAGE. As frações nas quais a His-NifA N-truncada foi eluída em maior 

quantidade foram posteriormente purificadas em coluna Hi-Trap Heparin (GE Healthcare). 

 

3.16.2 Purificação em coluna HiTrap Heparin 

As frações obtidas na purificação anterior foram diluídas na proporção 1:1 em 50mM 

Tris-HCl pH8,0 para diminuir a concentração de sal inicial das frações a serem aplicadas na 

coluna de Heparina. Os tampões utilizados para purificação nesta coluna estão descritos na 

Tabela 5. 

 

 

Tabela 5 – Tampões utilizados para purificação da proteína His-NifA N-truncada em 

coluna HiTrap Heparin 

 

Tampão Tris-HCl 

pH 7,5 (mM) 

NaCl (mM) 

Tp8 50 100 

Tp9 50 500 

Tp10 50 600 

Tp11 50 700 

Tp12 50 800 

Tp13 50 900 

Tp14 50 1000 

Tp15 50 1500 

 

 

 

A coluna HiTrap Heparin (GE Healthcare) de 1mL foi acoplada a uma bomba 

peristáltica e equilibrada com 5 volumes de Tp8. Após aplicação da amostra, a coluna foi 

lavada com 3 volumes de Tp8. A eluição foi feita com gradiente crescente de NaCl, sendo 

utilizado 1 volume de cada um dos tampões Tp9 e Tp10, ½ volume dos Tp11, Tp12, Tp13, 
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Tp14 e 1 volume do Tp15. As frações coletadas foram analisadas por eletroforese SDS-

PAGE.  

 

3.17 Dosagem de proteínas 

As concentrações de proteínas foram determinadas pelo método de Bradford (1976). 

Este ensaio consiste na ligação do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 à proteína 

causando uma mudança no comprimento de onda de absorção máxima do corante de 565 para 

595nm. É esta mudança na absorção a 595nm que é monitorada. A curva padrão foi 

determinada utilizando albumina de soro bovino. O ensaio foi realizado adicionando-se 1mL 

do reativo de Bradford (10 mg/L Coomassie Brilliant Blue G-250, 95% etanol e 85% ácido 

fosfórico para 1L de solução) a 100μL da amostra de proteínas. Essa mistura foi 

homogeneizada e a absorbância a 595nm determinada entre 5 e 20 minutos após a adição do 

reagente. 

  

3.18 Ensaio de ativação transcricional pela proteína NifA N-truncada 

Células de E. coli JM109(DE3), que não apresentam atividade de β-galactosidase, 

foram transformadas com o plasmídeo pRT22, que possui o gene de fusão nifH(K. 

pneumoniae)::lacZ, com os plasmídeos que contêm o gene que codifica para a proteína NifA 

N-truncada e/ou com os plasmídeos que contêm o gene que codifica para o domínio N-

terminal da proteína NifA. Os pré-inóculos foram cultivados em meio mínimo NFDM 

adicionado de 5% de fosfato, 2% de glucose, 5% de meio LB, 20mM de NH4Cl e antibióticos 

adequados a 30ºC durante a noite sob agitação constante (120rpm). Os inóculos foram feitos 

diluindo os pré-inóculos para D.O.600≈0,2 em NFDM contendo 5% de fosfato, 2% de glucose 

e na presença ou na ausência de 20mM de NH4Cl quando se desejou medir a influência dos 

íons NH4
+
 na ativação transcricional pela NifA N-truncada. Para induzir a expressão da NifA 

N-truncada a partir de vetores com promotor T7 foi adicionado 0,5mM IPTG. Os ensaios em 

anaerobiose foram realizados trocando-se o O2 dos frascos por N2 ou Ar. As culturas foram 

incubadas a 30ºC por 6-7h sob agitação constante (120rpm). 
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3.18.1 Ensaio de atividade β-galactosidase 

Os ensaios de ativação transcricional pela proteína NifA N-truncada foram realizados 

pela determinação da atividade da β-galactosidase, que foi determinada como descrito por 

Miller (1992). A 100μL das culturas foram acrescentados 900μL de tampão Z (60mM Na2HPO4, 

40mM NaH2PO4.7H2O, 10mM KCl, 1mM MgSO4.7H2O, 50mM β-mercaptoetanol  e 

0,0027% SDS) e 25μL de clorofórmio. Após agitação por 10 segundos a mistura de reação foi 

incubada a 28ºC por 10 minutos e a reação foi iniciada pela adição de 200μL de uma solução 

de o-nitro-fenolgalactopiranosídeo (ONPG) a 4mg/mL. A reação foi interrompida com a 

adição de 500μL de Na2CO3
 
1M no momento em que se observou coloração amarela 

suficiente devida à formação de o-nitrofenol. Foi feita a leitura das absorbâncias a 420nm, 

550nm, correspondentes à absorbância do o-nitrofenol e dos debris celulares, 

respectivamente, e a 600nm da cultura celular utilizada no ensaio. A atividade β-gal é dada 

em Unidades de β-galactosidase e determinada pela seguinte equação:   

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝛽 − 𝐺𝑎𝑙 =
1000 (𝐷𝑂420 − 1,75.𝐷𝑂550 )

𝑡.𝑉.𝐷𝑂600
 

 

onde   t = tempo (minutos) 

  V = volume de cultura (mL) 

  DO = densidade ótica 

 

Uma unidade de β-galactosidase é definida como 1nmol de o-nitrofenol produzido 

por minuto por miligrama de proteína a 28ºC. 
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3.19 Ensaio de ligação da proteína His-NifA N-truncada à região promotora do 

gene nifB de H. seropedicae 

3.19.1 Amplificação da região promotora do gene nifB 

A região promotora do gene nifB foi amplificada por PCR utilizando 

oligonucleotídeos iniciadores marcados com fluoróforos sintetizados quimicamente. A 

sequência dos oligonucleotídeos iniciadores e os fluoróforos utilizados na marcação estão 

mostrados abaixo. 

 

UNI  – 5’ – GTTGTAAAACGACGGCCAGT-FAM – 3’ 

REV – 5’ – TTCACACAGGAAACAGCTATGAC-VIC – 3’ 

 
Oligonucleotídeos iniciadores marcados com fluoróforos utilizados na reação de amplificação por PCR da região 

promotora do gene nifB. O primer UNI foi marcado com o fluoróforo FAM e o primer REV foi marcado com o 

fluoróforo VIC, ambos na extremidade 3’. 

 

 

A reação de amplificação continha tampão de PCR (75mM Tris-HCl pH8,8,  20mM 

(NH4)2SO4 e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 50ng de DNA plasmidial 

(pCN57RnifB); 0,2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl2; 10pmol de cada primer, 5% (v/v) de 

DMSO, 2U de Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas) e água MilliQ
®
 q.s.p 50μL. 

O programa utilizado constou de 1 ciclo de 5 minutos a 95ºC para desnaturação 

inicial do DNA molde e 32 ciclos de 15 segundos a 95ºC (desnaturação), 30 segundos a 55ºC 

(anelamento) e 45 segundos a 72ºC (extensão). 

Para a obtenção do plasmídeo pCN57RnifB foi realizada uma reação de PCR 

utilizando o plasmídeo pTZPNIFB (REGO, 2006) como DNA molde e os oligonucleotídeos 

iniciadores p11 (5’-GTATTGATGGATTCCCCGGC-3’) e p12 (5’- 

TCCAGCAAGGTGCCTAGCG–3’). A reação de amplificação continha tampão de PCR 

(75mM Tris-HCl pH8,8,  20mM (NH4)2SO4 e 0,1% (v/v) Tween 20); aproximadamente 50ng 

de DNA molde (pTZPNIFB); 0,2mM de dNTP’s; 1,5mM de MgCl2; 10pmol de cada 

oligonucleotídeo iniciador p11 e p12, 5% (v/v) de DMSO, 2U de Taq DNA polimerase 

recombinante (Fermentas) e água MilliQ
®
 q.s.p 100μL. O programa utilizado para esta reação 

constou de 1 ciclo de 2 minutos a 94ºC para desnaturação inicial do DNA molde e 35 ciclos 
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de 20 segundos a 94ºC (desnaturação), 30 segundos a 57ºC (anelamento) e 30 segundos a 

72ºC (extensão). 

O produto desta reação foi clonado TA em vetor pTZ57R/T (Fermentas), que possui 

a sequência para a amplificação a partir dos oligonucleotídeos iniciadores marcados com 

fluoróforo. 

 

3.19.2 Ensaio de retardamento de banda em gel 

O ensaio de ligação da proteína His-NifA N-truncada ao DNA foi realizado por 

retardamento de banda em gel de poliacrilamida nativo. A reação  de ligação continha 0,1µM 

de DNA marcado com fluoróforo (região promotora do gene nifB de H. seropedicae), tampão 

de ligação (10mM Tris-Acetato pH 8,0; 8mM MgCl2; 10mM Acetato de potássio; 1mM DTT 

e 3,5% (p/v) PEG 8000) e concentrações crescentes de proteína em um volume final de 15µL. 

Esta reação foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 25ºC) e 

então foram adicionados 5µL de uma solução de glicerol 15% e azul de bromofenol para a 

visualização da corrida no gel. A análise da ligação foi feita em gel de poliacrilamida 4% em 

tampão tris-glicina com 8mM de MgCl2. A eletroforese foi realizada a 60V por 4 horas a 4ºC. 

O gel foi visualizado em transiluminador e registrado por sistema de video-imagem 

acoplado (UVP). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Amplificação e clonagem do gene que codifica para a proteína NifA N-truncada 

de A. brasilense 

A fim de se caracterizar a proteína NifA N-truncada, o gene que codifica para esta 

proteína foi amplificado e clonado em vetores de superexpressão. Para obter uma sequência 

que codifica para os domínios central+C-terminal da NifA, oligonucleotídeos iniciadores 

foram projetados (item 3.4) para a amplificação da região correspondente do nucleotídeo 1038 

ao 2383 (Figura 5), segundo sequência do gene nifA  de A. brasilense depositada no 

GenBank, código de acesso X60714.1. 

 

 

 

 
Figura 5 Modelo estrutural esquemático da proteína NifA de A. brasilense mostrando a região que foi 

amplificada e expressa. Os números em vermelho indicam os nucleotídeos correspondentes à região traduzida 

dos domínios (GenBank: X60714.1) e as setas vermelhas a região em que foram projetados os primers. Os 

números em preto representam o número de aminoácidos presentes nos domínios. Em azul estão representadas 

as regiões conservadas de cisteínas e hélice-volta-hélice de ligação ao DNA. 

 

 

 

O produto desta amplificação permitiria a expressão de uma proteína NifA sem os 

primeiros 201 aminoácidos, eliminando portanto o domínio N-terminal e a maior parte da 

região interdomínio QL, iniciando a tradução a partir do antepenúltimo aminoácido do QL. 
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Os primeiros ensaios de amplificação, utilizando DNA genômico de A. brasilense  

como molde, resultaram em um produto inespecífico (dados não mostrados) de tamanho 

próximo ao esperado, que é de 1346pb. Este produto inespecífico foi clonado e parcialmente 

sequenciado, quando se confirmou que não se tratava do gene nifA.  

O genoma de A. brasilense apresenta um alto conteúdo de bases G e C (>60%) 

dificultando a amplificação de genes. Assim, optou-se por utilizar como DNA molde um 

plasmídeo contendo o gene nifA, a fim de diminuir a possibilidade de anelamento dos 

oligonucleotídeos iniciadores a regiões inespecíficas e também a formação de grampos no 

DNA. 

Os ensaios de amplificação seguintes foram realizados utilizando como DNA molde 

o plasmídeo pLAnifApET (ARAÚJO, 2008), porém resultaram na amplificação de vários 

produtos inespecíficos (dados não mostrados). A partir de então foi utilizado como DNA 

molde o plasmídeo pML2A (ISHIDA, 1996), que contém o gene nifA inteiro. Foram 

necessárias, no entanto, outras modificações a fim de obter produto desejado. A amplificação 

de produtos inespecíficos e o baixo rendimento de reações de PCR são problemas frequentes 

em casos de DNA’s com alto conteúdo de bases G e C (VARADARAJ e SKINNER, 1994; 

MCDOWELL; BURNS; PARKES, 1998). DNA’s molde com regiões de alto conteúdo GC 

formam loop no DNA gerando estruturas secundárias que promovem um salto da polimerase 

durante a amplificação. Este salto produz produtos de PCR menores devido a não 

amplificação da região do DNA molde em que se formou o loop (VISWANATHAN, V. K.; 

KRCMARIK, K.; CIANCIOTTO, N. P., 1999). Alguns métodos são descritos para a melhora 

no rendimento e na especificidade da reação de PCR, como a adição de certos compostos 

orgânicos à mistura de reação, como DMSO, betaína, polietilenoglicol, glicerol e formamida 

(CHAKRABARTI e SCHUTT, 2001).  Kitade et al. (2003) testaram a capacidade do DMSO 

em melhorar a reação de PCR utilizando genes de Porphyra yezoensis como molde, contendo 

alto conteúdo GC (média de 68,4%). Eles observaram que a eficiência e a especificidade da 

amplificação muda de acordo com a concentração de DMSO adicionada. Em outro estudo 

Kang; Lee e Gorenstein (2005) testaram a utilização de betaína e DMSO isolados ou em 

conjunto na reação de PCR contendo como DNA molde moléculas que formam estruturas 

secundárias estáveis, e por isso geram produtos de amplificação menores e inespecíficos. 

Tanto a betaína quanto o DMSO isolados foram capazes de melhorar o PCR aumentando a 

taxa de produtos de amplificação maiores em relação aos produtos menores (aumento de 30% 

e 120%, respectivamente), sendo que a utilização dos dois compostos em conjunto aumentou 
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190% a taxa de amplificação em relação à reação sem os aditivos. Em ambos os estudos o 

efeito mais proeminente observado com a adição de DMSO foi na concentração de 5%. 

Dessa forma, como estudos anteriores mostraram a melhora na reação de PCR  

contendo DNA molde de alto conteúdo GC com a adição de compostos orgânicos, testamos a 

adição destes às reações de amplificação. Como não tínhamos à disposição betaína, testamos a 

utilização de DMSO na concentração de 5%. Além da adição de DMSO à reação, foi testado 

um sistema de amplificação contendo Taq DNA polimerase recombinante (Fermentas) e dois 

tipos de tampões à escolha: 10X TaqBuffer com KCl (100mM Tris-HCl pH8,8 a 25ºC, 

500mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40) e 10X TaqBuffer com (NH4)2SO4 (750mM Tris-HCl 

pH8,8 a 25ºC, 200mM (NH4)2SO4 e 0,1% (v/v) Tween 20). 

Foram testadas quatro condições, na presença e na ausência de DMSO utilizando 

tampão com KCl, e na presença e na ausência de DMSO utilizando tampão com (NH4)2SO4. 

O tampão contendo KCl é o tampão tradicional, mais comumente utilizado, enquanto que o 

tampão com (NH4)2SO4 permite maior rendimento de produtos específicos de PCR na 

presença de diversas concentrações de MgCl2. Íons Mg
2+

 estabilizam o complexo primer–

DNA molde, enquanto que íons NH4
+
 têm o efeito contrário de desestabilização, 

especialmente em ligações fracas de pontes de hidrogênio entre primer-DNA molde 

erroneamente pareados. Devido a este efeito antagonista entre Mg
2+ 

e NH4
+
, o tampão com 

(NH4)2SO4 oferece maior especificidade de anelamento dos primers em concentrações 

variadas de MgCl2 e em diversas temperaturas de anelamento. 

De fato, apenas houve amplificação na presença de DMSO na reação contendo 

tampão com (NH4)2SO4 (Figura 6). A eletroforese em agarose do produto desta reação 

revelou um fragmento de aproximadamente 1,3Kpb. Nesta reação foi utilizado um gradiente 

de temperatura para anelamento dos oligonucleotídeos iniciadores que variou de 52ºC a 60ºC. 

A Figura 6 mostra que houve amplificação nas quatro temperaturas testadas. 
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Figura 6 Eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampão TAE1X dos produtos de amplificação do gene que 

codifica para a proteína NifA N-truncada de A. brasilense obtidos a diferentes temperaturas de anelamento dos 

oligoncleotídeos iniciadores. As reações de amplificação do DNA foram realizadas como descrito em Material e 

Métodos (item 3.4). O DNA foi corado com brometo de etídio. O produto da amplificação obtido está indicado 

pela seta vermelha. M: marcador 1Kb DNA ladder (Fermentas). As amplificações foram testadas com dois tipos 

de tampão (com (NH4)2SO4  e com KCl) e na presença ou ausência de DMSO. As reações de PCR foram testadas 

com gradiente de temperatura crescente a T1=52,7ºC, T2= 55,4ºC, T3= 58,1ºC e T4=60,4ºC. 

 

 

O produto da amplificação obtido à maior temperatura de anelamento (60,4ºC) foi 

utilizado para clonagem em vetor de ligação pTZ57R/T utilizando ―kit‖ de clonagem 

InsTAclone (Fermentas), gerando o plasmídeo pCN57RCCT. Este ―kit‖ utiliza um sistema 

TA para clonagem direta de produtos de PCR que apresentam extremidade 3’ com 

nucleotídeos adenina despareados, que são gerados pela Taq DNA polimerase devido à sua 

atividade de transferase terminal. A estrutura destes produtos de PCR favorece a clonagem 

direta a vetores linearizados que contêm extremidade T protuberante na ponta 3’, 

complementar ao produto de PCR (Figura 7). 
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 Fonte: InsTAclone

®
PCR Cloning Kit (Fermentas) 

 

Figura 7 Sistema de clonagem TA. Os produtos de PCR gerados pela Taq DNA polimerase possuem 

extremidade A complementares às extremidades T dos vetores TA, como o pTZ57R/T (Fermentas). 

 

 

Após transformação da ligação, quinze colônias foram analisadas por Rapidprep 

(item 3.10), onde os clones são avaliados pela migração em gel de agarose em relação ao 

vetor sem inserto (Figura 8). Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9 e 13 foram escolhidos para 

confirmação da inserção do fragmento amplificado por padrão de restrição. Foram utilizadas 

duas enzimas de restrição para esta análise. A primeira foi a EcoRI, que apenas lineariza o 

vetor. Se o vetor contiver o inserto, o fragmento terá um tamanho de 4232pb (Figura 9). A 

segunda enzima de restrição utilizada foi a PstI, que cliva o inserto em duas regiões e o vetor 

em uma. Caso o inserto esteja ligado ao vetor, haverá a liberação de 3 fragmentos: 377pb, 

620pb e 3253pb (Figura 10A) ou 377pb, 367pb e 3488pb (Figura 10B), dependendo da 

orientação em que houve a ligação do inserto ao vetor. Na ausência do inserto o plasmídeo 

linearizado apresentará tamanho de 2886pb. O plasmídeo pML2A também foi submetido a 

um padrão de restrição com a enzima EcoRI, o qual deve liberar dois fragmentos de 

aproximadamente 4800pb e 300pb. A Figura 11 indica que apenas o clone 7, como era 

esperado pelo padrão observado na Rapidprep, não possui inserto. Os demais apresentam o 

primeiro padrão de restrição descrito para a enzima PstI, indicando a presença do fragmento 

de interesse.  

 



 
46 

 

 
 

Figura 8 Eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE1X de DNA obtido de clones transformados e 

resistentes a Amp. Os plasmídeos recombinantes foram isolados pela técnica de Rapidprep como descrito em 

Material e Métodos (item 3.10). O DNA foi corado com brometo de etídio. C: vetor controle pTZ57R/T sem 

inserto. Colunas 1-15: clones 1-15. Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9 e 13 foram escolhidos para análise por reação de 

restrição. 

 

 

 
 

Figura 9 Esquema do clone em pTZ57R/T digerido com a enzima EcoRI. O fragmento inserido no vetor contém 

1346 pares de bases correspondentes à região do nucleotídeo 1038 ao 2383 (GenBank: X60714.1). O sítio de 

clivagem da enzima EcoRI está indicado em vermelho. A digestão com esta enzima lineariza o plasmídeo 

gerando um fragmento de 4232pb. 
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Figura 10 Esquema do clone em pTZ57R/T digerido com a enzima PstI. O fragmento inserido no vetor contém 

1346 pares de bases correspondentes à região do nucleotídeo 1038 ao 2383 (GenBank: X60714.1). Os sítios de 

clivagem da enzima PstI estão indicados em vermelho. A digestão com esta enzima libera 3 fragmentos de 

377pb, 620pb e 3253pb (A) ou 377pb, 367pb e 3488pb (B), dependendo a orientação em que o inserto se ligou 

ao vetor. 
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Figura 11 Eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE1X da análise da restrição dos clones. O gel foi 

corado com brometo de etídio. M: marcador 1Kb DNA ladder (Fermentas) em pb.  O plasmídeo pML2A foi 

clivado com a enzima EcoRI. Os clones 1, 3, 4, 7, 8, 9, e 13 foram clivados com as enzimas EcoRI e PstI. 

 

 

O inserto foi também sequenciado 80% para confirmação de que se trata do gene da 

nifA. As regiões conservadas de cisteínas e hélice-volta-hélice de ligação ao DNA foram 

sequenciadas. A região não sequenciada corresponde ao final da região interdomínios IDL e 

início do domínio C-terminal (Figura 12). 

 

(pb) 

750 
 

 

500 

 
 

250 

10000 

  8000 

  6000 

  5000 

  4000 

  3500 

  3000 

  2500 

 



 
49 

 

 
Figura 12 Modelo esquemático da região do gene que codifica para a proteína NifA N-truncada que foi 

sequenciada. Aproximadamente 80% do fragmento amplificado foi confirmado por sequenciamento. A linha em 

verde indica a região sequenciada e a linha em vermelho a não sequenciada. Em azul estão indicadas as regiões 

conservadas de cisteínas e hélice-volta-hélice. Os números em verde indicam os nucleotídeos correspondentes ao 

início e ao fim do gene amplificado (GenBank: X60714.1) e em preto a posição dos aminoácidos na proteína 

NifA.  

 

 

O gene que codifica para a proteína NifA N-truncada foi posteriormente sub-clonado 

nos vetores de expressão pET28a, pT7-7, pDK5, pDK6 e pDK7, gerando os plasmídeos 

recombinantes pCNpETCCT, pCNT7CCT (Figura 13), pCNK5CCT, pCNK6CCT e 

pCNK7CCT (Figura 14). Os plasmídeos pET28a e pT7-7 foram escolhidos por possuírem 

promotor T7, possibilitando alto nível de expressão da proteína, sendo que o vetor pET28a 

expressa a proteína fusionada a seis histidinas, facilitando o processo de purificação por 

cromatografia de afinidade, e o vetor pT7-7 expressa a proteína nativa. Os demais plasmídeos 

(pDK5, pDK6 e pDK7) possuem promotor tac e por isso um nível de expressão protéico 

menor que o promotor T7, dessa forma aproximam-se mais dos níveis fisiológicos da bactéria 

para a realização de ensaios in vivo. Foi utilizado também o promotor lac para expressão do 

domínio N-terminal (pCN18RNT – Apêndice A) em um ensaio de controle da ativação 

transcricional. Este promotor possui padrão de expressão da proteína iguais aos níveis 

fisiológicos da bactéria. 

A sequência teórica do gene que codifica para a proteína His-NifA N-truncada foi 

traduzida pelo programa BioEdit e a sequência de proteína analisada pela ferramenta 
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ProtParam do ExPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomics Server. Este servidor 

pertence ao Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) e dedica-se à análise de sequências e 

estruturas de proteínas. De acordo com esta ferramenta, a proteína a ser expressa e purificada 

possui 444 aminoácidos, massa molecular de 47918Da e um pI teórico de 9,60. 

 

 

 
 

 

 

 

         
Figura 13 Estratégia de clonagem do gene que codifica para a proteína NifA N-truncada nos vetores de 

expressão pET28a e pT7-7. O gene que codifica para a proteína NifA N-truncada foi inicialmente clonado TA 

em vetor pTZ57R/T gerando o plasmídeo pCN57RCCT. Este plasmídeo foi digerido com as enzimas NdeI e 

BamHI, librando o inserto, que foi clonado nos vetores pET28a e pT7-7 gerando os plasmídeos pCNpETCCT e 

pCNT7CCT, respectivamente.  

 

 

 

Fragmento NdeI/BamHI 
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Figura 14 Estratégia de clonagem do gene que codifica para a proteína NifA N-truncada nos vetores de 

expressão pDK5, pDK6 e pDK7. O plasmídeo pCNpETCCT foi clivado com as enzimas XbaI e HindIII. O 

inserto liberado foi clonado nos vetores pDK5, pDK6 e pDK7 gerando os plasmídeos pCNK5CCT, pCNK6CCT 

e pCNK7CCT.  

Fragmento XbaI/ HindIII 
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4.2 Expressão e purificação da proteína His-NifA N-truncada de A. brasilense em E. 

coli 

Para a expressão da proteína recombinante His-NifA N-truncada, o plasmídeo 

pCNpETCCT foi transformado como descrito em Material e Métodos (item 3.10) por 

eletroporação em E. coli estirpe BL21(DE3). Esta estirpe é capaz de expressar genes a partir 

do promotor do fago T7, para tanto, a expressão da RNA polimerase do fago T7 ocorre via 

indução com IPTG. 

O vetor pET28a, no qual foi sub-clonado o gene que codifica para a NifA N-

truncada, expressa a proteína fusionada a uma cauda com seis resíduos de histidinas (cauda 

His) na porção N-terminal. A proteína expressa foi então denominada His-NifA N-truncada. 

A presença de uma cauda His facilita a purificação da proteína por cromatografia de afinidade 

em coluna contendo metal de transição. Neste trabalho utilizamos colunas pré-empacotadas 

HiTrap Chelating carregada com íons Ni
2+

. Estas colunas possuem matriz de agarose 

acopladas a ácido iminodiacético. Quando carregada com íons metálicos adequados 

(normalmente Ni
2+

, Cu
2+

 ou Zn
2+

) a proteína fica retida na coluna devido à propriedade de 

alguns aminoácidos, como a histidina, se complexarem com íons metálicos. 

A expressão da proteína His-NifA N-truncada foi realizada incubando-se uma cultura 

de E. coli BL21(DE3) transformada com o plasmídeo pCNpETCCT a 30ºC até atingir 

D.O.600≈0,5. Neste momento foi adicionado 0,5mM IPTG e a cultura incubada a 18ºC por 

aproximadamente 16h (item 3.15). A indução da expressão da proteína a temperaturas 

menores faz com que esta seja expressa mais lentamente, fato que pode auxiliar no 

enovelamento correto da proteína, que permanece na fração solúvel. Sob essas condições 

aproximadamente 50% da proteína permaneceram na fração solúvel, que foi utilizada para a 

purificação em coluna HiTrap Chelating Ni
2+

 (item 3.16.1). As proteínas retidas na coluna 

foram eluídas por um gradiente crescente de imidazol de 50mM a 1M de imidazol, sendo que 

a proteína de interesse foi eluída principalmente no gradiente de 300mM de imidazol (Figura 

15). A eluição da proteína em concentrações baixas de imidazol acarreta a eluição conjunta de 

proteínas contaminantes, que são normalmente eluídas nos gradientes iniciais. Devido à 

presença destes contaminantes a pureza da amostra obtida nesta coluna foi de 49% (Tabela 

6). 
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Visando à melhora na purificação da proteína His-NifA N-truncada, as frações foram 

cromatografadas em coluna HiTrap Heparin, como descrito em Material e Métodos (item 

3.16.2). A heparina é uma glucosaminoglicana sulfatada e está ligada covalentemente a uma 

matriz de agarose nesta coluna. Esta heparina imobilizada possui duas formas de interação 

com as proteínas: pode atuar como ligante por afinidade, através da sua interação com 

proteínas que se ligam ao DNA, ou servir como uma trocadora catiônica, devido à presença de 

seus grupos sulfatados. No caso da NifA, por ela ser uma ativadora transcricional, acredita-se 

que ela se ligue à heparina por afinidade. 

Para purificação nesta coluna, juntaram-se as frações eluídas a 250mM e 300mM de 

imizadol. Estas frações foram escolhidas por serem as que apresentaram maior quantidade da 

proteína de interesse e também de contaminantes. As frações agrupadas, antes de serem 

passadas pela coluna de heparina, foram diluídas na proporção 1:1 para diminuir a 

concentração inicial de NaCl, pois os tampões da purificação anterior continham 500mM 

NaCl e não sabíamos a concentração na qual a proteína seria eluída da coluna. 
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Figura 15 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% das frações protéicas obtidas durante a 

cromatografia de afinidade. A proteína His-NifA N-truncada foi expressa e purificada como descrito em 

Material e Métodos item 3.16 utilizando uma coluna HiTrap Chelating Ni
2+

 (GE Healthcare). As proteínas 

foram coradas com Coomassie Blue R-250. MM: Marcador molecular de proteína (Fermentas). EB: Extrato 

bruto. FI: Fração insolúvel do extrato celular. FS: Fração solúvel do extrato celular. I: Fração da amostra que 

não se ligou à coluna. As proteínas foram eluídas com 50, 100, 200, 250, 300, 400 e 1000mM de imidazol. A 

seta indica a proteína His-NifA N-truncada, de aproximadamente 48kDa. 
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A proteína His-NifA N-truncada foi eluída com 700mM NaCl (Figura 16) e, apesar 

do baixo rendimento da purificação, esta última etapa foi eficiente por aumentar o grau de 

pureza da amostra para 80% (Tabela 6). Como para a realização do ensaio de ativação 

transcricional não eram necessárias grandes quantidades de proteína e sim era desejada maior 

pureza, esta purificação foi satisfatória. A proteína foi purificada com 80% de pureza e 

concentração de 0,25mg/mL (Tabela 6). 
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MM    A      I    100   500   600   700   800   900  1000    1500 

His-NifA  

N-truncada 

Figura 16 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% das frações protéicas obtidas durante a 

cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Heparin (GE Healthcare). A proteína His-NifA N-truncada foi 

expressa e purificada como descrito em Material e Métodos item 3.16. As proteínas foram coradas com 

Coomassie Blue R-250. MM: Marcador molecular de proteína (Fermentas). A: Amostra antes de ser aplicada na 

coluna HiTrap Heparin. I:  Fração da amostra que não se ligou à coluna. As proteínas foram eluídas com 100, 

500, 600, 700, 800, 900, 1000 e 1500mM NaCl. A seta indica a proteína His-NifA N-truncada, de 

aproximadamente 48kDa. 
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Tabela 6 - Tabela de purificação da proteína His-NifA N-truncada expressa em E. coli 

BL21(DE3) 

 

 

Etapas Proteína Total 

(mg) 

Pureza 

(%) 

Rendimento 

(%) 

Extrato bruto 102 - - 

Fração solúvel 48 - 100 

HiTrap Chelating Ni
2+

 1,10 49 2,3 

HiTrap Heparin 0,13 80 0,27 

 
Tabela de purificação da proteína His-NifA N-truncada expressa em E. coli BL21(DE3). As proteínas totais 

foram determinadas pelo método de Bradford como descrito em Material e Métodos item 3.17. A pureza da 

amostra foi determinada por análise densitométrica das bandas de proteínas em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE 10% corado com Coomassie Blue R-250. 

 

 

4.3 Ensaio in vitro de atividade de ligação da proteína His-NifA N-truncada de A. 

brasilense à região promotora do gene nifB de H. seropedicae 

O domínio carboxi-terminal da proteína NifA apresenta um motivo hélice-volta-

hélice conservado responsável pela ligação da proteína ao sítio UAS presente na região 

promotora dos genes nif (MORETT; CANNON; BUCK, 1988). A fim de se verificar a 

atividade da proteína purificada, a His-NifA N-truncada foi testada quanto à sua capacidade 

de ligação à região promotora do gene nifB de H. seropedicae. 

Para a realização deste ensaio, a região promotora do gene nifB foi amplificada  

utilizando oligonucleotídeos iniciadores marcados com os fluoróforos VIC e FAM, sendo o 

ensaio realizado como descrito em Material e Métodos (ítens 3.19.1 e 3.19.2, 

respectivamente). Neste ensaio, 0,038µM de DNA correspondente à região promotora do 

gene nifB de H. seropedicae foi incubado com concentrações crescentes de proteína, que 

variaram de 0,16 a 3,2µM (concentração calculada considerando a proteína NifA  como um 

monômero) (Figura 17). No ensaio é possível observar o aparecimento de uma banda de 

migração mais lenta na medida em que são adicionadas concentrações crescentes de proteína 

His-NifA N-truncada. A partir da presença de 0,4µM de proteína observa-se o aparecimento 

de uma banda de migração mais lenta, e na presença de 3,2µM da proteína His-NifA N-

truncada há o desaparecimento da banda de DNA livre. Essa diferença de migração está 

provavelmente relacionada à formação do complexo de DNA ligado à proteína His-NifA N-

truncada que, com maior massa molecular, migra mais lentamente no gel em relação ao DNA 
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livre. Esses resultados indicam que a proteína His-NifA N-truncada purificada é capaz de se 

ligar à região promotora do gene nifB de H. seropedicae. 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 17 Ensaio de ligação da proteína His-NifA N-truncada à região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae. Gel de poliacrilamida não desnaturante 4% em tampão Tris-Glicina com 8mM MgCl2. 

Concentrações crescentes de proteína His-NifA N-truncada foram incubadas com a região promotora do gene 

nifB de H. seropedicae  (0,038µM) como descrito em Material e Métodos (item 3.19). Coluna 1: DNA 

correspondente à região promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com fluoróforo na ausência da 

proteína. Colunas 2-7: promotor nifB incubado com concentrações indicadas de His-NifA N-truncada. O DNA 

foi visualizado utilizando sistema de vídeo-imagem acoplado (UVP). 

 

 

Para se verificar a especificidade da ligação da proteína His-NifA N-truncada à 

região promotora do gene nifB de H. seropedicae foram realizados ensaios de competição 

com DNA homólogo não marcado com fluoróforo. Neste ensaio 0,038 µM de DNA 

correspondente ao gene do promotor nifB de H. seropedicae marcado foi incubado com 3,2 

µM de His-NifA N-truncada, quantidade necessária para se ligar a todo DNA marcado 

presente na reação, na presença de concentrações crescentes de nifB não marcado com 

fluoróforo (0,019 a 0,114µM). O resultado está apresentado na Figura 18. Como pode ser 

observado, nas menores concentrações do DNA homólogo competidor é possível visualizar 

que não existe banda correspondente ao DNA livre marcado. Neste experimento, o complexo 

DNA livre 
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DNA-proteína permaneceu no poço do gel como indicado pelo sinal de fluorescência. Em 

concentrações mais elevadas (a partir de 0,095 µM) de DNA homólogo não marcado pode ser 

observado o desaparecimento do sinal de fluorescência no poço do gel e o aparecimento da 

banda correspondente ao DNA livre. A concentração de 0,095µM corresponde a uma relação 

de 2,5 entre DNA não marcado que DNA marcado. Não é clara a razão pela qual o complexo 

DNA-proteína não penetrou na malha do gel de poliacrilamida permanecendo no poço.  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 18 Ensaio de ligação da proteína His-NifA N-truncada à região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae na presença de diferentes concentrações de DNA homólogo não marcado. Gel de poliacrilamida não 

desnaturante 4% em tampão Tris-Glicina com 8mM MgCl2. O DNA correspondente à região promotora do gene 

nifB de H. seropedicae marcado com fluoróforo (0,038µM) foi incubado com 3,2µM de His-NifA N-truncada na 

presença de concentrações indicadas de DNA homólogo não marcado, como descrito em Material e Métodos 

(item 3.19). Coluna 1: DNA correspondente à região promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com 

fluoróforo na ausência de proteína. Colunas 2-7: promotor nifB (0,038 µM) com 3,2µM de His-NifA N-truncada 

e concentrações indicadas de DNA homólogo não marcado. As setas indicam o DNA livre e o complexo DNA-

proteína. O DNA marcado foi visualizado utilizando sistema de vídeo-imagem acoplado (UVP). 

 

 

O ensaio de ligação ao DNA da proteína His-NifA-N-truncada também foi realizado 

na presença de DNA heterólogo (DNA de timo bovino). Neste ensaio 0,038µM (120ng) de 

DNA marcado e 3,2µM de proteína His-NifA N-truncada foram utilizados na presença de 

concentrações crescentes de DNA de timo bovino (25 a 650ng). Os resultados são 
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apresentados na Figura 19. Em concentrações inferiores a 250 ng de DNA de timo bovino, é 

observada a banda correspondente ao complexo DNA-proteína com menor taxa de migração. 

Entretanto, com o aumento da concentração de DNA de timo, observa-se uma menor 

proporção do complexo DNA-proteína, indicando desligamento da proteína do DNA marcado 

ou a não formação deste complexo. Em concentrações superiores a 500ng é visível que parte 

do DNA marcado encontra-se na forma livre. A utilização de DNA de timo bovino em 

experimentos de formação de complexo DNA-proteína é regularmente utilizada para indicar 

especificidade da ligação. Nossos resultados indicam que a proteína His-NifA-N-truncada 

purificada é capaz de se ligar ao DNA (formação do complexo DNA-proteína), entretanto, 

esta ligação parece não ser altamente específica uma vez que sofre interferência pela presença 

de DNA de timo. Alguns fatores podem ter contribuído para essa menor especificidade e 

podem indicar que a proteína purificada não está numa conformação adequada.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 19 Ensaio de ligação da proteína His-NifA N-truncada à região promotora do gene nifB de H. 

seropedicae na presença de diferentes concentrações de DNA de timo bovino. Gel de poliacrilamida não 

desnaturante 4% em tampão Tris-Glicina com 8mM MgCl2. O DNA correspondente à região promotora do gene 

nifB de H. seropedicae marcado com fluoróforo (0,038µM) foi incubado com 3,2µM de His-NifA N-truncada e 

concentrações indicadas de DNA de timo bovino,  como descrito em Material e Métodos (item 3,19). Coluna 1: 

DNA correspondente à região promotora do gene nifB de H. seropedicae marcado com fluoróforo na ausência de 

proteína. Colunas 2-7: promotor nifB com 3,2µM de His-NifA N-truncada e concentrações indicadas de DNA de 

timo bovino (25 a 650ng). As setas indicam o DNA livre e o complexo DNA-proteína. O DNA foi visualizado 

utilizando sistema de vídeo-imagem acoplado (UVP). 
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Estudos utilizando a proteína NifA purificada de Azospirillum em ensaios de ligação 

ao DNA não foram descritos. Passaglia e colaboradores (1998) realizaram ensaios de ligação 

ao DNA da proteína NifA de A. brasilense presente no extrato total de E. coli e observaram 

que ela era capaz de se ligar ao sítio UAS do promotor nifH. Semelhante ao nosso sistema 

esses ensaios também foram realizados na presença de O2. Resultados descritos por Monteiro 

et al (1999) utilizando uma forma N-truncada da proteína NifA de Herbaspirillum 

seropedicae purificada e ensaiada na presença de O2 mostraram a capacidade da proteína em 

ligar-se a regiões de  nifB de H. seropedicae e nifH de Rhizobium meliloti. Como a 

sensibilidade ao oxigênio da NifA de A. brasilense  é atribuída ao motivo conservado de 

cisteínas presente no interdomínio que  liga os domínios central e C-terminal (FISCHER, 

1994) e a capacidade de ligação ao DNA é devido ao motivo hélice-volta-hélice presente no 

domínio C-terminal (MORETT; CANNON; BUCK, 1988) é possível que o motivo de ligação 

ao DNA não sofra influência direta do O2. Entretanto, diferente do relatado por Passaglia et al 

(1998) e Monteiro et al (1999) a proteína purificada e utilizada neste trabalho apresenta menor 

especificidade com relação ao sítio de ligação ao DNA. 

 

4.4 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela NifA N-truncada de A. brasilense 

A proteína NifA N-truncada de A. brasilense foi testada quanto a capacidade de 

ativar in vivo a transcrição do gene nifH. Para tanto os ensaios foram realizados utilizando 

uma fusão nifH::lacZ presente no plasmídeo pRT22 (TULI e MERRICK, 1988) e 

transformado em E. coli estirpe JM109(DE3). A estirpe JM109 (DE3) foi escolhida por 

produzir a RNA polimerase do fago T7, necessária para ativar a transcrição da proteína NifA 

N-truncada em alguns dos plasmídeos utilizados, e por não apresentar atividade endógena de 

β-galactosidase. Se a proteína NifA N-truncada expressa em E. coli for ativa, a ativação do 

promotor nifH levará a síntese da proteína β-galactosidase. 

Os ensaios de ativação transcricional foram realizados na presença e na ausência de 

íons NH4
+ 

e de oxigênio, com o objetivo de verficar uma possível regulação in trans da 

proteína NifA N-truncada pelo domínio N-terminal e o controle negativo exercido pelo 

oxigênio. Para isso as células JM109 (DE3) contendo o plasmídeo pRT22 (contém uma fusão 

nifH::lacZ) foram transformadas com  um plasmídeo que codifica para o domínio N-terminal 

da NifA e outro que codifica para a proteína NifA N-truncada. 
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O domínio N-terminal em A. brasilense é responsável pelo controle negativo da 

atividade da proteína na presença de íons amônio (ARSÈNE et al., 1996). O domínio central 

interage com o fator σ
54

 da RNA polimerase, possui um motivo AAA de hidrólise do ATP 

(GONZÁLEZ et al., 1998; WALKER et al., 1982) e está ligado ao domínio C-terminal pela 

região interdomínio (IDL) que apresenta um motivo contendo resíduos de cisteínas, 

provavelmente envolvidos com a sensibilidade ao oxigênio (FISCHER, 1994). Dessa forma, 

espera-se que na presença de oxigênio a atividade da NifA N-truncada esteja inibida, assim 

como na presença do domínio N-terminal e de íons NH4
+
, consequentemente não haverá a 

transcrição da enzima β-galactosidase. O ensaio de atividade da β-galactosidase foi realizado 

como descrito em Material e Métodos (item 3.18.1). A Figura 20 ilustra de uma forma geral 

como o ensaio de ativação transcricional foi realizado. 
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Figura 20 Esquema geral do ensaio de ativação transcricional pela proteína NifA N-truncada. (A) Na ausência 

de oxigênio e/ou de NH4
+
 (e do domínio N-terminal) espera-se que a proteína NifA N-truncada esteja ativa e seja 

observada a atividade da enzima β-galactosidase. (B) Na presença de oxigênio e/ou de NH4
+
 (e do domínio N-

terminal) espera-se que a atividade da proteína NifA N-truncada esteja inibida, não haja transcrição da enzima β-

galactosidase e não seja observada a atividade desta. 

 

 

Os ensaios foram inicialmente realizados com células JM109(DE3) transformadas 

com os plasmídeos pRT22 e pCNT7CCT na presença ou na ausência de oxigênio. O 

plasmídeo pCNT7CCT expressa a proteína NifA N-truncada a partir do promotor T7 (Figura 
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21). Como controles negativos foram utilizadas células apenas com o plamídeo pRT22 e 

células com os plasmídeos pRT22 e pLANTpET (que expressa o domínio N-terminal da 

proteína NifA). É possível observar ausência de atividade β-galactosidase em células 

transformadas somente com os plasmídeos pRT22 e/ou pLANTpET. Por outro lado, a 

atividade de β-galactosidase em células transformadas com os plasmídeos pRT22 e 

pCNT7CCT foi observada, indicando que a proteína NifA N-truncada de A. brasilense, 

expressa nessas condições, é capaz de ativar a transcrição do promotor nifH. Entretanto, 

aparentemente não existe regulação por oxigênio, uma vez que a atividade de β-galactosidase 

foi observada em células mantidas na presença ou ausência de O2. Este resultado não era 

esperado, pois a proteína NifA de A. brasilense é sensível a O2 (STEENHOUDT e 

VANDERLEYDEN, 2000). A ausência de controle por O2 pode ser decorrente de um escape 

na expressão da proteína NifA N-truncada.  

Idealmente, a expressão da proteína NifA N-truncada deveria ocorrer somente após 

indução com IPTG como resultado da síntese de RNA polimerase de T7, entretanto, uma 

expressão basal da RNA polimerase de T7 pode ocorrer a partir do promotor lacUV5 presente 

em DE3, levando à síntese da proteína NifA N-truncada. Esse efeito é mais acentuado na 

ausência do gene lacI, presente em alguns plasmídeos, permitindo um controle mais rígido da 

expressão da proteína NifA N-truncada. Para confirmar esta hipótese, analisamos a taxa de 

crescimento das células JM109(DE3) transformada com os plasmídeos pRT22 e pCNT7CCT, 

na ausência de IPTG, concomitantemente com a atividade β-galactosidase. A Figura 22 

mostra os resultados obtidos. No início do experimento, o número de células (indicado pela 

DO600) é pequeno e a atividade de β-galactosidase é detectada (provavelmente decorrente do 

inóculo utilizado). Observa-se uma diminuição da atividade específica de β-galactosidase até 

4 horas de cultivo em decorrência do aumento no número de células. Entretanto, a partir da 5ª 

hora de crescimento pode ser observado aumento da atividade β-galactosidase provavelmente 

devido ao escape de expressão da NifA N-truncada e diminuição do teor de O2 presente na 

cultura. Os resultados observados na Figura 22 também sugerem uma menor sensibilidade ao 

O2 da proteína NifA de A. brasilense se comparada à de H. seropedicae (MONTEIRO et al., 

1999).  

Uma alternativa utilizada a fim de diminuir o efeito de escape na expressão da 

proteína NifA N-truncada a partir do plasmídeo pCNT7CCT foi a transformação da célula que 

contém este plasmídeo com o vetor pET28a, que possui o gene lacI, uma sequência que 

codifica para o repressor lac. O repressor lac, quando em lisogênicos DE3, atua tanto no 
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cromossomo da célula hospedeira, reprimindo a transcrição do gene da T7 RNA polimerase 

pela polimerase do hospedeiro, quanto no promotor T7 do vetor bloqueando a transcrição da 

proteína de interesse caso haja alguma T7 RNA polimerase que tenha sido transcrita. 

 

 

 
Figura 21 Ensaio de ativação transcricional in vivo de uma fusão nifH::lacZ presente no plasmídeo pRT22 pela 

proteína NifA N-truncada expressa a partir do plasmídeo pCNT7CCT. O ensaio foi realizado como descrito em 

Material e Métodos, na presença ou na ausência de oxigênio. A atividade de β-galactosidase foi determinada, os 

resultados apresentam um gráfico representativo do experimento e são apresentados em unidades Miller.  
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Figura 22 Curva de crescimento celular e de atividade β-galactosidase de células JM109 (DE3) transformadas 

com os plasmídeos pRT22 e pCNT7CCT. As células foram inoculadas em meio LB e mantidas sob agitação a 

37
o
C. Alíquotas foram retiradas nos intervalos indicados, sendo determinado a DO600 (crescimento) e atividade 

de β-galactosidase presente, conforme descrito em Material e Métodos. A atividade de β-galactosidase é 

apresentada como unidades Miller. 

 

 

A Figura 23 mostra o ensaio de ativação da transcrição utilizando células 

transformadas com o plasmídeo pCNT7CCT na presença do vetor pET28a. Pode-se observar 

que há um controle negativo na atividade da proteína NifA N-truncada na presença de 

oxigênio.  

A fim de verificar o efeito in trans da co-expressão do domínio N-terminal de NifA 

sobre a proteína NifA N-truncada, o mesmo ensaio foi realizado em células contendo os 

plasmídeos pCNT7CCT e pLANTpET. Nossa expectativa era a regulação da atividade em 

resposta a adição de íons NH4
+
 ao meio de cultura, do domínio N-terminal sobre a proteína 

NifA N-truncada (Figura 23). Não foi observado controle por NH4
+
 na presença ou ausência 

do domínio N-terminal. A diminuição de atividade quando o plasmídeo pLANTpET estava 

presente pode ser decorrente de uma menor expressão da proteína NifA N-truncada em vista 

da super-expressão de duas proteínas na mesma célula. 
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Ensaio semelhante foi realizado utilizando proteínas expressas a partir de promotor 

tac. A expressão a partir de promotor tac é menor se comparada ao promotor T7 diminuindo 

talvez o efeito de superexpressão das proteínas. O ensaio foi realizado com células 

transformadas com os plasmídeos pCNK6CCT e pCNK5NT (Apêndice A), como mostra a 

Figura 24. Resultado semelhante ao anterior foi observado: controle negativo por O2 e 

ausência de controle por NH4
+
. 
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Figura 23 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela proteína NifA N-truncada expressa a partir do 

plasmídeo pCNT7CCT na presença ou ausência do domínio N-terminal expresso a partir plasmídeo 

pLANTpET. O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presença e na ausência de 

oxigênio (O) e/ou NH4
+
 (N). Os resultados apresentam um gráfico representativo do experimento, desvio 

padrão em torno da média de uma amostra em duplicata e são apresentados em Unidades Miller. 

 



 
66 

 

 
Figura 24 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela proteína NifA N-truncada expressa a partir do 

plasmídeo pCNK6CCT na presença ou ausência do domínio N-terminal expresso a partir plasmídeo pCNK5NT. 

O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presença e na ausência de oxigênio (O) e/ou 

NH4
+
 (N). Os resultados são representativos e apresentados em Unidades Miller. 

 

 

A fim de confirmar que as proteínas de interesse estavam sendo expressas nas 

condições testadas, parte da cultura foi processada para separação de proteínas por 

eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE). A Figura 25 mostra que ambas as proteínas 

são expressas a partir dos plasmídeos pCNT7CCT, pCNK6CCT, pLANTpET e pCNK5NT 

nas condições do ensaio e que, portanto, a ausência de regulação in trans por amônio da 

proteína NifA N-truncada não é devido a ausência de expressão do domínio N-terminal. É 

possível observar também uma diminuição do nível de expressão da proteína NifA N-

truncada quando o domínio N-terminal é co-expresso, corroborando a diminuição de atividade 

de β-galactosidase observado. 
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Outros ensaios também foram realizados utilizando combinações de plasmídeos a 

fim de obter diferentes níveis de expressão entre a NifA N-truncada e o domínio N-terminal e 

verificar a influência sobre o controle de ativação transcricional da proteína NifA N-truncada. 

Foram utilizados plasmídeos com promotores T7, tac e lac. Os resultados estão apresentados 

nas figuras Figuras 26, 27 e 28. Como pode ser observado, os perfis dos gráficos de 

regulação da atividade transcricional da NifA N-truncada são semelhantes aos observados 

anteriormente, onde é observado um controle negativo da NifA N-truncada pelo oxigênio, 

mas não se observa regulação por íons NH4
+
. Análise de proteínas presentes nos extratos 

celulares dessas culturas, indicam que as proteínas de interesse foram expressas (Figura 29 e 

dados não apresentados) e que, portanto, a falta de regulação por amônio não é decorrente da 

ausência de expressão das proteínas.  
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Figura 25 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) de células JM109(DE3) 

contendo o plasmídeo pRT22 e expressando as proteínas NifA N-truncada e/ou o domínio N-terminal. Os sinais – 

e + indicam ausência ou presença de plasmídeos expressando as proteínas indicadas. MW indica marcador de 

massa molecular (kDa) e as setas indicam a migração das proteínas de interesse. À direita é mostrada a proteína 

NifA N-truncada purificada. As proteínas foram expressas a partir de plasmídeos contendo os promotores T7 

(pCNT7CCT e pLANTpET) ou tac (pCNK6CCT e pCNK5NT). As proteínas foram coradas com Coomassie-blue 

R250. 
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Figura 26 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela proteína NifA N-truncada expressa a partir do 

plasmídeo pCNpETCCT (promotor T7) na presença ou ausência do domínio N-terminal expresso a partir 

plasmídeo pCNK5NT (promotor tac). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presença e 

na ausência de oxigênio (O) e/ou NH4
+
 (N). Os resultados apresentam um gráfico representativo do experimento, 

desvio padrão em torno da média de uma amostra em duplicata e são apresentados em Unidades Miller. 

 

 

 
Figura 27 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela proteína NifA N-truncada expressa a partir do 

plasmídeo pCNK5CCT (promotor tac) na presença ou ausência do domínio N-terminal expresso a partir 

plasmídeo pLANTpET (promotor T7). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presença 

e na ausência de oxigênio (O) e/ou NH4
+
 (N). Os resultados apresentam um gráfico representativo do 

experimento, desvio padrão em torno da média de uma amostra em duplicata e são apresentados em Unidades 

Miller. 
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Figura 28 Ensaio de ativação transcricional in vivo pela proteína NifA N-truncada expressa a partir do 

plasmídeo pCNK6CCT (promotor tac) na presença ou ausência do domínio N-terminal expresso a partir 

plasmídeo pCN18RNT (promotor lac). O ensaio foi realizado como descrito em Material e Métodos na presença 

e na ausência de oxigênio (O) e/ou NH4
+
 (N). Os resultados apresentam um gráfico representativo do 

experimento, desvio padrão em torno da média de uma amostra em duplicata e são apresentados em Unidades 

Miller. 
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Os resultados do ensaio de ativação transcricional do gene de fusão nifH::lacZ pela 

proteína NifA N-truncada indicam que tanto a proteína nativa quanto a recombinante 

fusionada a cauda-His são capazes de ativar a transcrição na ausência de oxigênio e não 

apresentam controle por NH4
+
. A proteína NifA N-truncada de A. brasilense aparentemente 

também é menos sensível ao oxigênio que a de H. seropedicae (MONTEIRO et al., 1999). Na 

presença do domínio N-terminal e de íons NH4
+
 não observamos controle negativo da 

ativação transcricional. O perfil de ativação transcricional apresentado com as proteínas 

expressas a partir de diferentes promotores foi o mesmo, indicando que provavelmente o 

controle negativo da ativação transcricional não observado não é devido aos diferente níveis 

de expressão das proteínas, que foram confirmados por eletroforese em gel SDS-PAGE. 

14,4 

18,4 

25 

35 

45 

66,2 

116 

kDa 

NifA  

N-truncada 

Domínio N-

terminal da NifA 

NifA N-truncada 

N-terminal 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

T7 tac tac/T7 

MW 1 2 3 4 5 6 7 8 

Figura 29 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) de células JM109(DE3) 

contendo o plasmídeo pRT22 e expressando as proteínas NifA N-truncada e/ou o domínio N-terminal. Os sinais 

– e + indicam ausência ou presença de plasmídeos expressando as proteínas indicadas. MW indica marcador de 

massa molecular (kDa) e as setas indicam a migração das proteínas de interesse. As proteínas foram expressas a 

partir de plasmídeos contendo os promotores T7 (pCNT7CCT e pLANTpET) ou tac (pCNK6CCT e 

pCNK5NT). Nas colunas 7 e 8 a proteína NifA N-truncada foi expressa a partir do plasmídeo pCNK5CCT e 

domínio N-terminal a partir do plasmídeo pLANTpET As proteínas foram coradas com Coomassie-blue R250. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nossos resultados indicam que a proteína His-NifA N-truncada de A. brasilense 

purificada é ativa mesmo tendo sido purificada sob atmosfera de oxigênio, pois apresenta 

atividade in vitro de ligação ao promotor nifB de H. seropedicae. Oliveira et al. (2009) 

demonstraram que o motivo conservado de cisteínas da NifA de H. seropedicae é essencial 

para a ativação transcricional dos genes nif, porém a proteína mutada nestes resíduos mantém 

a capacidade de ligação ao DNA in vitro sob atmosfera de oxigênio,  sugerindo que esta 

atividade não é alvo direto de controle pelo oxigênio da atividade da NifA. Porém, em 

presença de oxigênio a mudança no estado redox pode causar alteração conformacional no 

domínio central de tal forma que afete a afinidade de ligação ao DNA do domínio C-terminal. 

Dessa forma, a proteína purificada neste trabalho, embora tenha mostrado capacidade de 

ligação ao promotor nifB não apresentou alta especificidade. 

 As proteínas NifA N-truncada nativa ou fusionada a cauda His também foram 

testadas quanto à capacidade de ativação de transcrição do promotor nifH de K. pneumoniae, 

mostrando atividade in vivo. Os resultados de ativação transcricional indicam também que a 

proteína NifA N-truncada de A. brasilense parece ser menos sensível ao oxigênio se 

comparada a NifA N-truncada de H. seropedicae, a qual apresenta atividade β-galactosidase 

próxima a zero na presença de oxigênio (MONTEIRO, 1999). A proteína de A. brasilense, 

apesar de apresentar atividade β-galactosidase menor na presença de oxigênio do que na 

ausência, a atividade na presença de oxigênio observada é significativamente alta. Esta 

sensibilidade ao oxigênio menor apresentada pela NifA N-truncada de A. brasilense pode ser 

alvo de estudos posteriores para melhor explicação deste efeito.  

Neste trabalho os experimentos de regulação in trans do domínio N-terminal da 

proteína NifA sobre a forma NifA N-truncada não mostraram efeito sobre a atividade 

transcricional. Considerando que em estudos anteriores há evidências de que a atividade da 

NifA é controlada por NH4
+
 e pela PII através de mecanismos que envolvem o domínio N-

terminal (ARSÈNE; KAMINSKI; ELMERICH, 1996), a falta de influência do domínio N-

terminal sobre a proteína N-truncada em nossos estudos pode ser decorrente de fatores 

envolvendo a conformação do domínio N-terminal, ausência ou falta de alguma outra 

molécula necessária neste controle, por exemplo. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 O gene que codifica para a proteína NifA N-truncada de A. brasilense foi clonado em 

diferentes vetores de expressão (pET28a, pT7-7, pDK5, pDK6 e PDK7); 

 A proteína NifA N-truncada foi expressa e purificada como uma proteína fusionada a 

uma cauda de seis histidinas na porção N-terminal; 

 A proteína His-NifA N-truncada purificada foi capaz de se ligar in vitro  à região 

promotora do gene nifB de H. seropedicae; 

 A proteína NifA N-truncada foi capaz de ativar a transcrição in vivo de uma fusão 

nifH::lacZ. 
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Apêndice A – Estratégia de clonagem do gene que codifica para o domínio N-terminal em 

vetores pDK5, pDK7 e pTZ18R. O fragmento do gene que codifica para o domínio N-

terminal (His-NT) do plasmídeo pLANTpET (ARAÚJO, 2008) foi clonado XbaI/HindIII 

nesses vetores, gerando os plasmídeos pCNK5NT, pCNK7NT e pCN18RNT, 

respectivamente. 
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Anexo A – Vetor de clonagem pTZ57R/T (Fermentas) 
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Anexo B – Vetor de expressão pET28a (Novagen) 
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Anexo C – Vetor de expressão pT7-7 (Tabor e Richardson, 1985) 
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Anexo D – Vetor de expressão pDK5 (Kleiner et al., 1988) 
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Anexo E – Vetor de expressão pDK6 (Kleiner et al., 1988) 
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Anexo F – Vetor de expressão pDK7 (Kleiner et al., 1988) 
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Anexo G – Vetor de expressão pTZ18R (Mead; Szczena-skorupa e Kemper, 1986) 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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