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Proteinas ferro-enxofre sdo onipresentes na natureza e participam de muitos processos vitais, como a fixagdo de
nitrogénio, reparo do DNA, biossintese de aminodcidos e nucleotideos e metabolismo energético. Os genes nif,
envolvidos na fixagdo do nitrogénio, tém importante papel na formacéo de todos os metalocluster da nitrogenase. Em
Azotobacter vinelandii, a proteina NifS, produto do gene nifS, é uma piridoxal fosfato que utiliza a L-cisteina como
substrato para formar os produtos L-alanina e o elemento enxofre, que participa da formacdo do agrupamento [Fe-S],
além de estar envolvida na biossintese de biotina, tiamina, tioridina e todos os tionucleosideos. A procura de genes
potencialmente envolvidos com a biossintese do agrupamento [Fe-S] levou a identificacdo dos genes isc em A.
vinelandii e Escherichia coli. A seqiiéncia priméria das proteinas NifS e IscS de A. vinelandii e IscS de E. coli
apresentam alta homologia. Porém, resultados preliminares demonstraram que a complementacdo da linhagem
mutante de E. Coli CL100 (IscS-) com os genes nifS e iscS de A. Vinelandii provocam variagdes na reconstituigdo
do fenotipo Isc-/+. O objetivo desse trabalho baseia-se na caracterizagdo molecular das proteinas NifS e IscS de A.
vinelandii. O projeto prope a criacdo de mutantes ao acaso para NifS, que complementem o fenétipo IscS- de E. coli
CL100 em niveis similares aos obtidos com IscS. Os mutantes NifS serdo obtidos ao acaso através da transformacéo
do plasmideo recombinante pARA13::NifS em células de E. coli XL-red, que é desprovida do sistema de reparo. As
células obtidas na transformacdo terdo seu DNA plasmidial extraido e o mesmo sera utilizado no evento de
complementacdo génica. Transformantes NifS que atingirem o mesmo nivel de complementacdo da linhagem
transformadas com IscS terdo a sua seqliéncia primaria determinada e as diferencas estruturais entre as duas proteinas
serdo analisadas. (PIBIC/CNPg-UFRGS).
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