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1.Introducao

Cofatores ferro-enxofre [Fe-S] sdo espécies quimicas altamente
versateis presentes em inumeros processos biologicos, como
respiragao, fotossintese e fixagdo de nitrogénio (N,). Diversas classes

de proteinas tem sua funcao, pelo menos em parte, regulada pelo

metabolismo de cofatores [Fe-S]. Este trabalho investiga o genoma da
bactéria fixadora de N, Azotobacter vinelandii, buscando novos

membros dedicados a biologia geral de cofatores [Fe-S]. Além disso,
o estudo avalia o papel do RNA nao-codificante arrF na expressao de
genes associados ao metabolismo [Fe-S].

2.Materiais e Métodos

2.1. Analises de Bioinformatica

InformagOes gendmicas de A. vinelandii foram obtidas do projeto de
sequenciamento do organismo’. STRING 82 foi utilizado para avaliar
iInteracOes fisicas e funcionais entre proteinas. Dominios proteicos
foram determinados por Pfam?®. Operons foram estimados pelo
servidor MicrobesOnline*. O pacote de ferramentas MEME® foi
utilizado na geracao de uma matriz de substituicao especifica para o
elemento regulatorio [Fe-S] IscR.

2.2. Caracterizacao do RNA nao-codificante arrF

A fim de se identificar possiveis elementos regulados por arrF, o perfil
proteico de celulas sem o gene do elemento responsivo ao ferro, fur,
(linhagem DJ1943 ou fur:KanR®) e com a expressao de arrF induzida
por promotor de arabinose (linhagem arrF) foi determinado por
eletroforese bidimensional e comparado a linhagem selvagem (Trans).
As células foram cultivadas em meio de Burk sem (B) ou com acetato
de amoénio (BN). O software Melanie foi utilizado na analise dos géis.

3.Resultados e Discussao
3.1. Diversidade de proteinas [Fe-S] de A. vinelandii

As analises de bioinformatica permitiram a identificacao de diversas
proteinas [Fe-S], conhecidas e hipotéticas, codificadas pelo
organismo diazotrofico A. vinelandii. A figura 1 ilustra a grande
variedade de processos biologicos nos quais a bactéria emprega
centros [Fe-S]. Nesse caso, destacam-se as vias de metabolismo
energético (principalmente transporte de elétrons), metabolismo
intermediario (assimilacdo de nitrogénio e enxofre) e biossintese de
grupos prosteticos.
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Figura 2: Painel sobre proteinas [Fe-S] caracterizadas de Azotobacter vinelandii. Os
elementos estao codificados por cores, dependendo do tipo de cofator que interage com a
proteina em seu estado funcional. A organizacdo dos membros foi realizada de acordo com
os grupos funcionais definidos pelo grupo de sequenciamento do genoma do organismo.
FeMoco: cofator ferro-molibdénio.
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Figura 3A: Geracdo de uma matriz de substituicido especifica para o elemento regulatério [Fe-
S] IscR. A matriz gerada (Avin_+ Pseudomonads_IscR_signatures, linha inferior) foi baseada
na regiao de ligacao a IscR a montante dos genes iscR de Azotobacter vinelandii e de
espécies sequenciadas de Pseudomonas. Essa construcao foi comparada a matriz de IscR
para Beta e Gammaproteobacteria do banco de dados curado RegTransBase e utilizada na
busca de motivos de ligagcao. B: Lista das 10 proteinas de A. vinelandii cujos genes
apresentaram os melhores motivos de ligacao a IscR nas analises com a matriz de
substituicdo gerada. Pfam: descrigdo de motivos proteicos segundo o banco de dados Pfam®.
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Figura  4: Comparacao do
crescimento de wuma linhagem
selvagem (Trans) de Azotobacter
vinelandii com uma linhagem sem
o0 gene do elemento responsivo ao
ferro, fur (DJ1943 ou fur:Kan®). As
duas linhagens foram crescidas em
meio B, que ndo promove a fixacio
de nitrogénio, e meio BN, que
permite a fixacdo desse elemento.
Em ambos os casos, a linhagem

Crescimento de Trans vs. DJ1943 (fur:KanR) em meio B/BN, apos 3 dias

Meio B (sem fixagéo de nitrogénio) Meio BN (B + NH,OAc) DJ1943 apresenta crescimento
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Figura 1: Diversidade de proteinas [Fe-S] em Azotobacter vinelandii. As proteinas estao
divididas em categorias funcionais definidas pelo grupo de sequenciamento do genoma do
organismo. NUumeros: subcategorias funcionais”.

Determinou-se ainda o tipo de cofator associado a cada polipeptideo.
Mais uma vez, foi observada grande variabilidade no modo como o
organismo utiliza a versatilidade de centros [Fe-S] (figura 2). A
Imagem nao mostra proteinas hipotéticas; contudo, diversos
elementos dessa categoria sdo preditos como componentes [Fe-S]
(ver figura 1). A classe de proteinas Nif, envolvida na fixacao de N , €

a que apresenta maior diversidade de grupamentos [Fe-S], contando
com elementos FeMoco, [8Fe-7S], [2Fe-2S] e [4Fe-4S].

Alem disso, a analise avaliou possiveis parceiros de interacao da
proteina regulatoria [Fe-S] IscR. Para isso, uma matriz de substituicao
baseada na sequéncia de ligacdo a IscR foi gerada, levando-se em
conta o perfil genético de A. vinelandii (figura 3A). Dez candidatos a
interacao com IscR foram descobertos, sendo 7 deles proteinas
caracterizadas ou com algum tipo de informacao disponivel, enquanto
3 sao estritamente hipotéticos (figura 3B).

3.2. Caracterizacao funcional do RNA nao-codificante arrF

A fim de se avaliar um possivel papel do RNA nao codificante arrF na
regulacao de genes do metabolismo [Fe-S] em A. vinelandii, duas
estratégias foram seguidas para superexpressa-lo. Primeiro,
construiu-se uma linhagem sem o gene fur, que inibe a expressao de
arrF em condi¢cbes normais (figura 4). Segundo, transformou-se uma
linhagem selvagem com um plasmideo contendo arrF clonado sob a
acao de um promotor induzido por arabinose.

mais lento do que o controle.

Extratos proteicos das trés linhagens foram submetidos a eletroforese
bidimensional, a fim de se identificar diferencas de expressao. A
analise do géis foi realizada com o auxilio de ferramentas que medem
a densidade dos pontos na imagem, como ilustrado na figura 5. Até
momento, 7 proteinas foram sequenciadas, provenientes de uma das
trés condicdes de cultivo. O maior numero de diferencas € observado
entre as linhagens selvagem e fur:Kan®, como era esperado, uma vez
que fur € um regulador de expressao de acao bastante ampla. A
diferenca mais significativa da linhagem arrF € a indicacdo de
expressao mais elevada da proteina PhbA (Avin23640).

PhbA participa da via de
sintese de poli-beta-hi-
droxibutirato, uma fonte
de energia para a forma
de resisténcia em cisto
de A. vinelandii. Futuras
analises contribuirao pa-
ra o desenvolvimento
dessa questao.

Figura 5: Exemplo de analise de perfil proteico das linhagens Trans, fur:Kan® e arrF por
eletroforese bidimensional. A: Os trés detalhes correspondem a mesma posicao nos géis, em
que € possivel observar a auséncia de um dos pontos na linhagem fur:Kan®. O
sequenciamento desse ponto na linhagem Trans revelou tratar-se da proteina Fe-superoxido
dismutase (Avin37820), expressa somente quando fur esta presente. B: Esquematizagao dos
resultados mostrados em A, realizada a partir das densidades de cada ponto. Essa
ferramenta € muito util para se estimar niveis de expressao.

4.Perspectivas

* Iniciar a analise do transcriptoma de A. vinelandii, focando na grande
diversidade de proteinas [Fe-S] presentes.

* Continuar a investigacao do RNA nao-codificante arrF, buscando por
relacoes entre elementos nao expressos e cofatores [Fe-S].
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