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RESUMO

A via de biossintese do acido aspartico vem sendo extensivamente estudada por fazer
parte da formag8o de aminodcidos essenciais, os quais sdo necessarios na dieta humana e
na dos animais. A baixa qualidade dos grdos dos cereais reside nas proteinas de reserva que
sdo deficientes nesses aminoacidos essenciais, principalmente lisina, treonina e metionina.
Desta maneira, a obtencdo de cereais com alto valor nutritivo é a meta de muitos
pesquisadores, os quais utilizam de diversas estratégias para o melhoramento desses gréos.
Alguns programas de melhoramento genético tém como meta a obtencdo de mutantes,
naturais ou induzidos, com alto teor de lisina. Por outro lado, tais mutantes tornam-se
indesejdveis para outras caracteristicas quando comparados com os selvagens. Cereais
como o Coix, milho e arroz foram objetivo de nosso trabalho, considerando que no caso do
Coix e arroz, ambos de grande importdncia agronémica, muito pouco se conhece com

relacdo as enzimas envolvidas no metabolismo e na degradagdo da via do aspartato.

A fase inicial dos estudos com Coix foi dedicada a purificagdo e caracterizagdo das
principais enzimas do metabolismo da via: AK e HSDH, e LOR/SDH que fazem parte da
degradacdo de lisina. A enzima AK foi inibida por treonina e lisina separadamente, sugerindo
a presenca de duas isoenzimas, sendo uma sensivel a lisina e outra a treonina, esta uitima
correspondendo a 60% do total da atividade da AK, contrastando com outras espécies de
plantas, onde o componente predominante € a lisina. A enzima AK sensivel a lisina foi eluida
em cromatografia de troca idnica apds a forma sensivel a treonina. A enzima HSDH foi
parcialmente inibida por treonina, indicando assim a presenca de uma isoforma sensivel e a
outra resistente a treonina. As enzimas LOR/SDH passaram pelos mesmos processos de
purificagdo (e co-purificadas em colunas de cromatografia de troca ionica), sendo sugerida a
existéncia de um Unico polipeptideo bifuncional contendo as atividades de LOR/SDH, assim
como observado em outras espécies de plantas. Foi observada uma uUnica banda de
atividade de SDH em gel ndo desnaturante. Os K, para sacaropina e NAD foram
determinados como sendo 0,143 e 0,531 mM, respectivamente.

Foram conduzidas analises de linhagens seivagens e mutantes de milho. A enzima AK
foi isolada e caracterizada em varios tecidos da linhagem selvagem, do mutante opaco-2, do
mutante Ask1-LT19 e do duplo mutante. Nenhuma variag@o foi detectada na sensibilidade
da AK & inibicdo por treonina em todos os gendtipos dos trés tecidos analisados (plantula,
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antera e endosperma). Por outro lado, houve uma evidente na redugdo da sensibilidade da
AK & inibicdo por lisina quando comparados o tipo selvagem e o mutante. A redugdo na
sensibilidade & lisina nas plantulas, anteras e endosperma foi de 37, 41 e 25%
respectivamente. Houve uma reducdo de 54% na sensibilidade a lisina no duplo mutante
quando este foi comparado com o mutante opaco-2. Estes dados sugerem que o gene
(Ask1) de AK, que codifica a sensibilidade a lisina pode ser regulado pelo gene opaco-2.

Os efeitos da presenca de célcio e inibidores de calmodulina, aminodcidos e analogos,
bem como concentracdo de KCl, foram analisados para duas isoenzimas, AK-lis e AK-tre
isoladas e purificadas de arroz. Os resultados demonstraram que nenhuma das substancias
testadas foram capazes de produzir qualquer alteragdo significativa na AK-tre. Por outro
lado, a atividade de AK-lis foi levemente aumentada por calcio. S-adenosiimetionina sozinha
foi capaz de inibir a atividade em até 12% de AK-lis, sendo intensificada com adicdo de
lisina. Aminoetilcisteina também inibiu a atividade de AK-lis, mas ndo na mesma intensidade
que a lisina. Os resultados também mostraram que a atividade de AK-lis foi
sinergisticamente inibida por S-adenosilmetionina, como observado em outras espécies de
plantas. Embora tenha sido observado um aumento na atividade de AK pela presenca de
célcio, o grau de alteragdo ndo foi suficiente para indicar um papel regulatério de célcio
sobre AK.



SUMMARY

The aspartic acid biosynthesis pathway has been widely studied in the last three
decades, and special attention has been given to the essential amino acids, which are
necessary to human and animal diet. The low quality of cereal grains is attributed to the
endosperm protein, which may be deficient in certain essential amino acids, such as lysine,
threonine and methionine. Researche groups have tried several strategies for improving
cereals and obtaining high nutritional value grains. Some programs involving plant breeding
have obtained natura! or induced mutants, with high lysin content. On the other hand, this
high lysine content was always associated to undesirable agronomic traits. Cereals as Coix,
maize and rice were used in our work. Considering the case of Coix and rice, both of great
agronomic importance, very little is known about the enzymes involved in the metabolism
and degradation of the aspartate pathway.

The first step was the purification and characterization from Coix of the main
enzymes of the aspartate metabolic pathway, AK and HSDH, and LOR/SDH which are
envolved in lysine degradation. The enzyme AK was inhibited by threonine and lysine
separately, suggesting the presence of two isoenzymes, one being sensitive to lysine and
the other sensitive to threonine, the latter corresponded to 60% of the total AK activity,
which is not found in other plants species, where the main component is the lysine-sensitive
form. The lysine-sensitive enzyme was eluted from an ion exchanged chromatography
column after the treonine-sensitive form. The HSDH enzyme activity was partially inhibited
by threonine, showing the presence of threonine-sensitive and resistant isoenzymes. The
enzymes LOR/SDH were submitted to the same purification process, and were co-purified
from an ion exchange chromatography column, suggesting the existence of a single
bifuncional polipeptide containing both LOR/SDH activities. The same behavior was also
observed in other plant species. A single SDH activity band was observed on non-denaturing
PAGE gels. The Km for saccharopine and NAD were determined as 0.143 and 0.531 mM,
respectively.

Analysis of AK was also carried out in maize wild types and mutant. The AK enzyme
was purified and characterized from seedlings, anthers and endosperm tissue isolated from
wild type maize, Ask1-LT19 and opaco2 mutant and the Ask1-LT19/opaco2 double mutant.
No variation was detected in AK sensibility to the threonine feedback in all genotypes of the
three tissues tested. On the other hand, there was a clear evidence in the reduction of the
sensibility of AK to inhibition by lysine when the wild type was compared with the Ask1-LT19
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mutant. These reductions in enzyme sensitivity of the Ask-LT19 seedlings, anthers and
endosperm were of 37, 41 and 25% respectively. There was a 54% reduction of the
sensitivity of the double mutant endosperm AK to lysine when the opaco2 mutant was
compared with the double mutant Ask1-LT19/opaco2. The data suggested that the gene
encoding the lysine-sensitive AK (ASKI1) might be regulated by the opaco2 mutation in
maize.

The activities of the two AK isoenzymes (AK-Thr, AK-lys) have been isolated from
develloping rice seeds. The enzymes were studied in the presence of calcium, calmodulin
inhibitors, amino acids and their analogous, as well as KCl concentration. The results
demonstrated that none of the substances tested were able to produce any significant
alteration in AK-thr. However, the activity of AK-lys was slightly increased by calcium. S-
adenosylmethionine alone inhibited the activity by 12%, and it was intensified with lysine
addition. S-(2-aminoethyl)-L-cysteine also inhibited the activities of AK-lys, but not in the
same extent of lysine. The results with rice AK indicate that AK-lys is also synergistically
inhibited by S-adenosylmethinine, as observed for other plants species. Although some
increase in AK activity was observed in the presence of calcium, the extent of the alterations
was not sufficient to indicate a regulatory role of calcium on rice AK activity.
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ESTUDOS ENZIMATICOS DA BIOSSINTESE E DEGRADACAO DE LISINA EM Coix
lacryma jobi, MILHO E ARROZ.

1. INTRODUCAO

Em animais, dos 20 aminodcidos existentes somente 11 podem ser sintetizados,
enquanto que os 9 remanescentes sdo denominados essenciais e sua ingestdo via dieta é
necessaria, ao passo que plantas, fungos e bactérias tém a habilidade de sintetiza-los.
Quatro desses 9 aminoacidos (lisina, treonina metionina e isoleucina) sdo sintetizados a
partir de um precursor comum, o acido aspartico.

A alimentagdo do homem é baseada principalmente em cereais por serem estes uma
fonte de facil obtencdo, destacando-se o trigo, o arroz e o milho. Apesar de serem
importantes para alimentagdo humana e animal, os cereais possuem reduzido conteldo
protéico, cerca de 10% do peso seco (Earle et al., 1946). A baixa qualidade deve-se as
proteinas de reserva, as quais sdo deficientes principalmente em lisina, treonina e
metionina, necessitando sua suplementacao na alimentagdo com proteinas de origem animal
ou vegetal.

A obtencdo de cereais com alto valor nutritivo tem sido objetivo de estudo de varios
grupos de pesquisa em todo mundo, utilizando-se de diversas estratégias, desde o
melhoramento genético classico até as mais modernas técnicas de biologia molecular.

Alguns programas de melhoramento genético tém como proposito a obtengdo de
mutantes expontdneos com alto teor de aminoacidos essenciais, com énfase em lisina.
Sendo assim, mutantes com alto teor deste aminoacido foram isolados, contudo mostraram
baixa produtividade e eram mais susceptiveis a patdégenos quando comparados com a
linhagem selvagem (Koie et al/., 1976; Nelson, 1980).

Os aminoacidos essenciais, bem como outros aminoacidos, sdo regulados por
retroinibicdo. Deste modo, o estudo do metabolismo dos aminoacidos essenciais tem-se
mostrado extremamente importante e promissor para o desenvolvimento de estratégias que
permitam aumentar a qualidade nutricional dos cereais. Tal estudo contribui com o
conhecimento primordial sobre a regulagdo dos niveis de aminodacidos presentes e
fundamentais no metabolismo celular de plantas. A importancia dos aminoacidos se deve
ndo somente ao papel primario de constituir as proteinas, mas também por participarem em
diversos outros processos importantes, como por exemplo o transporte e armazenamento de
nitrogénio e sintese de compostos secundarios e de fito-hormdnios, tornando-se ainda mais

desejavel a compreensdo e manipulagdo da regulagdo de suas vias metabdlicas. Apesar de



todos os avangos, o conhecimento obtido até hoje sobre a genética, a bioquimica e os
aspectos moleculares da regulagdo das vias metabdlicas de aminodcidos essenciais em
plantas é bastante restrito quando comparado com os estudos realizados com os
microrganismos.

Cereais como o arroz, que tem grande importéncia nos paises em desenvolvimento,
tém sido estudados com a intengéo de se melhorar os niveis de aminodcidos essencias, uma
vez que este cereal, como os demais, possui deficiéncia nos aminodcidos essenciais tais
como: lisina, treonina e triptofano. Embora o conteddo protéico do arroz (9%) seja menor
que o do trigo (12%), suas proteinas de reserva apresentam o maior valor nutricional dentre
os cereais. Este fato deve-se aos niveis mais elevados de aminodcidos essenciais, incluindo
lisina e treonina, presentes no arroz. Mesmo assim, é prioritario aumentar o contelido destes
aminoacidos essenciais em arroz, para o melhoramento da qualidade nutricional de

variedades desta espécie.

Recentemente, grande progresso vem sendo obtido nos estudos genéticos,
bioquimicos e do metabolismo de nitrogénio, bem como sobre a biossintese de aminodcidos
em plantas. Este Gltimo é um campo de fundamental importdncia para a sintese de
proteinas, uma vez que as plantas utilizam os aminoacidos e seus precursores, assim como
os produtos de seu catabolismo, para muitas atividades metabdlicas. Deste modo,
evidencia-se a importdncia do estudo da regulagdo, biossintese e degradagdo dos

aminodcidos essenciais.

Além do arroz, outro cereal que esta sendo estudado é o Coix lacryma-jobi conhecido
simplesmente como Coix; este cereal ndo é muito importante agronomicamente no Brasil e
pouco se conhece quanto aos aspectos relacionados com a regulagdo e sintese dos
aminodacidos essenciais nesta planta. A importancia do estudo de Coix é dada pela relagéo
que esta espécie tem com o milho. Os estudos feitos neste cereal tém o intuito de verificar
sua potencialidade em nivel bioquimico e molecular para o entendimento da sintese de
proteinas de reserva (Ottoboni et al., 1990; Targon et al., 1992).

No presente estudo, foi dada a énfase aos aminodcidos lisina e treonina em Coix,
visto que estes sdo os principais aminodcidos do ponto de vista nutricional, presentes em
baixo niveis neste cereal. Sendo assim, um entendimento mais profundo do sistema de
regulacio da via que da origem a estes aminodcidos é de extrema importdncia. Este
conhecimento nos informard a respeito das propriedades das enzimas envolvidas na
biossintese e catabolismo da lisina e treonina. Desta forma em uma fase ulterior, sera
possivel elaborar estratégias que possibilitem a obtengdo de cereais com alto teor de lisina e

treonina nas sementes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Via metabdlica do acido aspéartico

A via de biossintese do &cido aspartico tem sido extensivamente estudada por estar
associada a formagdo dos aminodacidos essenciais como lisina, treonina, metionina e
isoleucina, os quais sdo necessarios a dieta humana e da maioria dos animais. O estudo dos
mecanismos de sintese e degradagdo desta via e seus produtos finais é a meta principal dos
pesquisadores. A via tem inicio com o &acido aspartico que é a base da formacdo dos
aminoacidos, um composto estavel com quatro carbonos.

A primeira enzima da via metabdlica do acido aspartico é a aspartato quinase,
também conhecida como aspartoquinase (AK). Esta enzima catalisa a conversio do
aspartato em B-aspartil fosfato, que por sua vez é convertido pela acdo da enzima aspartato
semialdeido desidrogenase em B aspartil semialdeido. Até nesse ponto a via é comum a
todos os quatro aminoacidos nela formados, seguindo dai em duas ramificagées, uma delas
originando o aminoacido lisina e a outra originando treonina, isoleucina e metionina.

A partir do composto B-aspartil semialdeido observa-se duas vias, numa delas este é
reduzido a homoserina pela enzima Homoserina desidrogenase (HSDH) seguindo-se novas
reacdes até a sintese de treonina, quando a via apresenta nova ramificagdo uma conduzindo
a sintese de isoleucina e a outra de metionina que posteriormente é convertida a S-
adenosilmetionina.

Na ramificagdo que leva a formagdo do aminodcido lisina, o B-aspartil semialdeido é
transformado em 2,3-dihidrodipicolinato pela enzima dihidrodipicolinato sintase (DHDPS).
Em seguida, a piperidina 2,6-dicarboxilato sob agdo da dihidrodipicolinato redutase,
desencadeia outras reacdes enzimaticas até finalmente originar o aminoacido lisina (Fig.1
pag.4).

Cinco enzimas tédm um papel fundamental na via metabdlica do &cido aspartico, e séo
importantes na regulagdo de biossintese e degradagdo dos aminoéacidos lisina e treonina. A
primeira delas, como ja mencionado é a AK, seguida por HSDH, DHDPS, lisina oxoglutarato
redutase (LOR) também conhecida como lisina cetoglutarato redutase (LKR) e a sacaropina
desidrogenase (SDH).

A enzima AK é fundamental na regulagdo do direcionamento do fluxo de carbono nas
ramificacBes que originam os aminoaeidos- lisina, treonina, isoleucina e-metionina. Uma série
de isoformas de AK ja foram identificadas; estas sdo reguladas via retroinibicdo pelos

aminoacidos lisina, treonina e S-adenosiimetionina.
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Figura 1: Via metabolica do acido aspartico, adaptado de Bryan, J. K. , 1990.

1 Aspartato Quinase; 2 Aspartato Semialdeido Desidrogenase; 3 Dihidrodipicolinato
Sintase; 4 Dihidrodipicolinato Redutase; 5 Piperidina Dicarboxilase Acilase; 6
Acildiaminopimelato  Aminotransferase; 7 Acildiaminopimelato  Deacilase; 8
Diaminopimelato Epimerase; 9 Diaminopimelato Descaboxilase; 10 Lisina Oxoglutarato
Redutase; 11 Sacaropina Desidrogenase; 12 Homoserina Desidrogenase; 13
Homoserina Quinase; 14 Treonina Sintase; 15 Treonina Desidratase; 16 Acetolato
Sintase; 17 Acetohidroxato Redutoisomerase; 18 Dihidroxato Desidratase; 19
Aminotransferase de Cadeia Ramificada; 20 Cistationa-y-Sintase; 21 Cistationa-p-
Liase; 22 Metionina Sintase; 23 Metionina Adenosil Transferase.

4



A acdo da enzima HSDH da origem a treonina, isoleucina e metionina, tendo sido
identificadas isoformas na maior parte das plantas estudadas, sendo classificadas de acordo
com a susceptibilidade & inibigdo por treonina como HSDH-S (isoforma sensivel a inibigdo

Xeap s

X e epw

(Wilson, et al., 1991; Azevedo et al., 1992b, 1997).

Em plantas as investigagdes com relagdo a via metabdlica da AK tiveram inicio depois
dos achados com microrganismos, e destes, muitas informagdes foram obtidas com o
aprimoramento de novas técnicas bdsicas. O estudo da AK em plantas que inclui
identificacdo, purificagdo parcial e caracterizagdo bioguimica tem sido feito em uma ampla
variedade de plantas economicamente importantes tais como: milho (Bryan et al., 1970;
Gengenbach et al., 1978; Dotson et al., 1989; Azevedo et al., 1992a, 1992b, 1992c;
Brennecke et al., 1996), cevada (Aarnes 1977; Bright et a/., 1982; Arruda et al., 1984a; Lea
et al., 1992), cenoura (Davies e Mifflin, 1977; 1978; Matthews e Widholm, 1978; Relton et
al., 1988), ervilha (Aarnes e Rognes, 1974; Lea et al., 1992); soja (Lea et al., 1979) e arroz
(Teixeira et al., 1998).

2.2. Regulacdo da via biossintética do acido aspartico

A regulacdo da via biossintética do acido aspartico € feita em determinados pontos,
por aminoéacidos que inibem a atividade das principais enzimas da via (Fig.2 pag.5).

Uma infinidade de isoenzimas de AK foram identificadas, podendo estar sujeitas a
retroinibigdo. Pelo menos duas isoformas de AK foram identificadas como sendo sensiveis a
retroinibicdo por lisina, e outra por treonina ou ainda pela agao sinergistica de lisina e S-
adenosilmetionina (SAM) (Rognes et al., 1980; Azevedo et al., 1992b). Segundo Lea et al.
(1979) a ocorréncia de isoenzimas de AK pode variar dependendo do tecido utilizado e do
estdgio de crescimento. Bryan (1990) sugeriu que a isoforma de AK sensivel a lisina era
predominante em células de crescimento rapido, como por exemplo em cultura de células. A
forma sensivel a treonina foi observada em cevada (Bright et al.,, 1982) e em milho
(Azevedo et al., 1992a). Em arroz foram verificados duas isoformas de AK, uma
predominante e sensivel a inibigdo por lisina e a outra sensivel & inibigdo por treonina
(Teixeira et al., 1998).

A retroinibicdo da atividade da AK por lisina e treonina pode ser regulada pela sua -
prépria sintese, desde que ambos 0s aminodcidos lisina e treonina sejam derivados do

produto da agdo enzimética da AK, o B-aspartil fosfato.
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Figura 2 Regulagdo da via metabdlica do acido aspartico, adaptado de Bryan, J.K.
1990.



0O envolvimento do calcio e da calmodulina na regulagdo da AK foi proposto por
Kochhar et al. (1986) em espinafre, no qual calmodulina foi considerada uma das duas sub-
unidades da enzima.

Esta isoenzima sensivel a lisina representa aproximadamente 80% do total da
atividade de AK em todas as plantas testadas, com excegdo de cotilédone de soja e calos
(Matthews e Widholm, 1979) e raiz de cenoura (Matthews e Widholm, 1978; Sakano e
Komamine, 1978), nos quais a isoenzima de AK é sensivel a treonina e constitui

aproximadamente 60 a 70% do total da atividade de AK.

2.3. Aspartato quinase

AK foi caracterizada em milho por Bryan et al. (1970) trabalhando com pléantulas. A
enzima foi isolada de raiz e parcialmente purificada e sua atividade testada mostrando
dependéncia de uma série de fatores como ATP, Mg®* ou Mn?*, concentragdo de enzima e
acido aspartico. As propriedades de retroinibigdo foram determinadas de maneira que varios
aminoacidos foram testados para verificar a retroinibicdo da atividade de AK. Apenas lisina
com concentracdo de 10 mM, foi o aminodcido que causou maior inibicdo, em torno de 80-
85%. Outro aminodcido, a treonina, inibiu a atividade da enzima em 10-20%, enquanto que
com a alanina, a isoleucina e a valina ndo foram encontrados quaisquer efeitos sobre a
atividade da AK. Estes resultados foram confirmados mais tarde por Cheshire e Miflin (1975)
os quais verificaram o controle da biossintese de lisina em milho utilizando-se de plantulas.
Esses autores purificaram parcialmente a enzima AK e entdo, dos resultados obtidos foi
sugerido que somente uma forma da enzima estava presente em milho. No entanto, nado
puderam identificar qualquer outro padrdo de retroinibicdo. Apesar dos aminodcidos
testados funcionarem como retroinibidores em potencial da enzima AK, somente lisina foi
efetivamente o aminoacido inibidor.

Aarnes (1974), analisou a regulacdo da atividade de AK em quatro espécies de
plantas e duas de algas. Segundo o autor existe uma grande variedade de padrdes de
regulagdo para AK em plantas, similar a regulagdo em microrganismos. Nas plantas
examinadas, a atividade da AK foi inibida por lisina e treonina juntos, o que mostrou pela
primeira vez, a presenga de duas isoenzimas diferentemente sensiveis a lisina e treonina.

Aarnes e Rognes (1974) encontraram em ervilha isoformas de AK e HSDH, ambas
sensiveis a inibicdo- por treonina. Estas enzimas: foram parcialmente purificadas em colunas
de troca idnica e filtracdo em gel. A AK nesta planta mostrou ser ativada pela presenca dos

aminodcidos alanina, valina e isoleucina. O aminodcido lisina ndo teve nenhum efeito na



atividade da AK de ervilha, mesmo com adigdo conjunta com treonina. Quanto a enzima
HSDH, dois picos de atividades foram encontrados na eluicdo em coluna de Sephadex G-
200, sendo um sensivel e outro resistente a inibigdo por treonina.

Chibber et al. (1977), analisaram duas linhagens de milho, uma normal e uma
mutante opaco-2, e verificaram que as duas linhagens apresentaram o mesmo nivel de
atividade para ambos os gendtipos e 0 mesmo padrao de inibicdo por lisina. Henke e
Wahanbaeck (1977), mostraram também que a lisina foi o aminodcido capaz de inibir
atividade da AK (isolada de endosperma de milho) entretanto, esta inibigdo n&o foi total,
atingindo o maximo de 60%. Os aminoacidos treonina e metionina ndo mostraram nenhum
efeito sobre atividade de AK.

A AK de milho também foi isolada por Gengenbach et al. (1978), de diferentes
tecidos, entre eles: plantula, raiz, endosperma, cultura de calo e células em suspenséo.
Todos estes tecidos foram testados na presenga dos aminodcidos lisina, treonina e
metionina, sozinhos ou em combinagdo. As culturas de células em suspensdo mostraram a
mais alta atividade especifica entre os tecidos testados (3,3 nmol de NADP/min/mg de
proteina), enquanto que no endosperma, ocorreu a mais baixa (1,1 nmol de NADP/min/mg
de proteina); este resultado indicou que em tecido de crescimento rapido pode haver uma
maior atividade de AK. O efeito dos produtos finais (aminodcidos) testados sobre a atividade
de AK foi similar a todas as enzimas analisadas. A lisina em concentragdo de 1mM inibiu
atividade de AK de 60 a 89% e com aumento para a concentragdo de 10mM a inibigdo
alcancou 82 a 96%. Outros aminodcidos como isoleucina inibiram levemente a atividade de
AK. J4 metionina ndo afetou esta atividade, mas em combinagdo com treonina e lisina
ocorreu uma inibicdo adicional da atividade da enzima extraida do endosperma, quando
comparado com a lisina somente. Treonina também n&o produziu qualquer efeito adicional
sobre atividade de AK, entretanto em combinagdo com lisina pouco efeito adicional foi
observado na raiz, plantula e endosperma.

Utilizando plantulas de trigo (Triticum aestivum L. var. Maris Freeman), a AK foi
purificada por Bright et al. (1978a), a atividade da enzima foi verificada, sendo esta
fortemente inibida por lisina, 50% de inibicdo em concentracdo de 0,25 mM de lisina, ao
passo que treonina sozinha ou conjuntamente com lisina ndo apresentou inibigdo. Segundo
os autores, a caracterizacdo da AK neste estudo foi semelhante aos achados em cevada por
Shewry e Miflin (1977) e Aarnes (1977), e em milho por Bryan et al. (1970) e Cheshire e
Miflin (1975), com a enzima AK sendo regulada predominantemente por lisina Os autores
sugerem ainda que o fato de ndo encontrar inibicdo por treonina, possa ser devido as
diferengas nas variedades. utilizadas, como também as diferengas nas idades dos tecidos
estudados. Além disso, surgiram dificuldades em se obter conclusdes a partir das

preparacdes de baixa atividade especifica, obtendo-se baixas alteragdes nas absorbancias na



presenga de grande quantidade de proteina. Ademais ndo foi encontrada evidéncia em dois
estdgios de crescimento testados para a sensibilidade & AK no decorrer do tempo, como foi
descrito por Matthews et al. (1975) com a enzima HSDH de milho.

Green e Donovan (1980) testaram o efeito dos 20 aminodcidos mais o andlogo de
lisina, a aminoetilcisteina (AEC), suplementados exogenamente sobre o crescimento de raiz
originado de embrido de milho. A AEC mostrou ser um inibidor em potencial do crescimento
da raiz, enquanto que lisina foi o que apresentou efeito equivalente a inibicdo de AEC. A
lisina inibiu o crescimento numa concentragdo de 1mM e uma inibigdo sinergistica em torno
de 90% da raiz e plantula em crescimento foi observado pela adi¢cdo de lisina e treonina. O
efeito sinergistico ndo foi observado com outras combinagdes dos outros aminoacidos
derivados do acido aspartico. Treonina em concentracdo de 2mM inibiu o crescimento da raiz
em 60%, ao passo que metionina e homoserina apresentaram inibicdo sinergistica
equivalente a pela lisina mais treonina. Estes resultados sugerem que a inibigdo por lisina
mais treonina afetou um dos passos da via do acido aspartico antes da sintese de
homoserina. Cultura de calos de milho quando colocados na presenga de 2 mM de AEC,
levou a uma inibigdo de 90% do crescimento, ao passo que quando utilizado lisina mais
treonina na mesma concentragao, a inibigdo do crescimento da raiz foi de 100%. Lisina e
treonina causaram mais inibicdo em raiz do que em plantula, quando estas vieram de
embrides crescidos em meio contendo 2 mM de lisina mais treonina (Azevedo, 1988).

A adicdo simultédnea de lisina e treonina inibiu o crescimento de calus de milho,
resultados descritos por Green e Phillips (1974). Estes autores propuseram um sistema de
selegdo para isolar plantas resistentes a inibigdo por lisina e treonina, o qual poderia resultar
em mutantes com superproducgao de lisina, treonina e metionina. Este sistema foi usado em
milho por Hibberd et al/. (1980), que descreveram o isolamento de uma linhagem de milho
(D33) utilizando cultura de tecidos, onde as enzimas da via do acido aspartico foram menos
sensiveis a retroinibicdo por lisina. As células da linhagem D33 foram capazes de crescer
num meio contendo lisina mais treonina; deste modo, a partir destas células, foram obtidas
plantas resistentes. Com esses resultados foi possivel selecionar mais células resistentes, e
suas progénies foram testadas do ponto de vista genético e bioquimico a partir de uma
linhagem estavel.

Hibberd e Green (1982) fizeram andlise genética da progénie das plantas
regeneradas a partir de uma linhagem estdvel denominada LT19 e verificaram que a
resisténcia a lisina mais treonina era devido a um Unico gene dominante designado
atualmente de Ltrl. Cultura de tecidos iniciada com embrides resistentes, era também
resistente a inibigdo por lisina. mais treonina. Uma superprodugéo de treonina sollvel
ocorreu em endosperma de plantas resistentes a lisina mais treonina, 75 a 110 vezes

quando comparado com o endosperma de plantas sensiveis. Estes resultados foram também



confirmados quando o gene mutante Ltrl foi transferido para outras linhagens homozigotas
de milho, Cat100-1 e L1038 contendo endosperma normal, "brittle", "shrunken" e opaco-2
(Azevedo et al., 1990). O efeito da mutagdo foi basicamente o mesmo, contudo o efeito
sinergistico sobre o aumento de treonina soltivel foi observado quando a mutagdo estava
combinada com as mutagtes do endosperma. Um aumento de 45 a 144 vezes de treonina
solivel e 3 a 10 vezes de aminoacidos totais foi observado no duplo mutante (Ltri/opaco-
2). Ademais, o gene Ltrl intensificou o efeito do gene opaco-2 sobre a sintese de
aminoacidos e proteinas no endosperma do milho. O gene Ltrl foi também mapeado no
brago curto do cromossomo 7 a 10.6 centimorgans do gene opaco-2, perto dos genes que
codificam os polipeptideos da principal proteina do milho, a zeina, alguns dos quais s&o
regulados pelo gene opaco-2 (Azevedo et al., 1990).

Cattoir-Reynaerts et a/. (1981 e 1983) e Hibberd e Green (1982) descreveram
mutantes de vdrias espécies de plantas que acumulavam lisina, metionina e treonina,
detectados em muitos tecidos incluindo sementes, entretanto em sementes de milho, néo
houve acimulo em nenhum dos mutantes selecionados. Isto deve-se a degradagdo de lisina
em endosperma durante o desenvolvimento da semente. Este fato foi descrito pela primeira
vez por Sodek e Wilson (1970) usando lisina com carbono marcado, o que foi confirmado
por Brandt (1975).

A sensibilidade da atividade da AK ao calcio ou calmodulina foi questionada por
Bonner et al. (1986), trabalhando com células de cenoura em suspensdo. Os autores
conseguiram preparagbes da enzima com recuperagdo de até 300 vezes. A inibigdo da
atividade por trifluorperazina (antagonista ndo-especifico de calmodulina), foi quase idéntica
aquela observada por Sane et al. (1984) nas mesmas concentragbes. A maioria das enzimas
da via do aspartato, incluindo AK, estdo localizadas nos cloroplastos e mais de 90% das
calmodulinas das plantas estdo no citosol, sendo que apenas 1 a 2% estdo associados aos
cloroplastos (Dieter, 1984). Segundo os autores, a concentracdo de calmodulina dentro dos
cloroplastos é baixa, de 1 a 3 pg/mit (Muto, 1982). Deste modo, a concentragdo de
calmodulina dentro dos cloroplastos deve ser menor do que aquela que foi usada para os
testes. Pensando assim, os autores ndo encontraram evidéncia neste trabalho para garantir
um papel para calcio e calmodulina como reguladores da sensibilidade de AK em planta.

Dotson et al. (1989), purificaram e identificaram duas isoformas de AK de milho em
cultura de células em suspensdo. Essas isoformas foram sensiveis a inibigdo por lisina,
enquanto que com treonina nenhuma tipo de inibigdo foi encontrada em todos os estagios
testados. Os passos de purificagdo utilizados foram colunas de cromatografia de Phenil
Sepharose, Sephacryl S300 e mono Q sendo que, somente a coluna de cromatografia-com

troca idnica (Mono Q HR r/r) foi eficiente para separagdo das duas isoformas de AK. A
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primeira isoforma foi purificada mais de 1200 vezes, enquanto que a segunda forma, em
ordem de eluigdo, ultrapassou 1300 vezes na purificagdo.

Azevedo et al. (1992a), purificaram AK de células de milho, até préximo da
homogeneidade, ap6s cinco passos de purificagdo, incluindo sulfato de ambdnio,
cromatografia de troca idnica, filtragdo em gel e gel de poliacrilamida. Destas cinco etapas,
cromatografia de troca idnica e filtragdo em gel provaram ser os melhores métodos para
purificagdo da enzima de cultura de milho, confirmando os resultados obtidos em cenoura
por Relton et a/. (1988) e Dotson et al. (1989).

Azevedo et al. (1992b) observaram dois picos de atividade eluidos da coluna de troca
iOnica, os quais mostraram inibigéo por lisina e uma leve inibigdo por treonina; dois picos
também foram sensiveis a S-adenosilmetionina. O perfil de eluigdo da enzima de coluna de
filtragdo em gel, inicialmente mostrou um pico de atividade que pdde ser separado em dois,
pela adicdo de lisina, treonina e S-adenosilmetionina. Os mesmos autores coraram gel de
poliacrilamida para atividade de AK, o qual mostrou uma larga banda contendo a fragdo
enzimdtica sensivel & inibicdo a lisina. Esta banda foi eletroeluida do gel e analisada,
mostrando trés bandas de proteinas, (a banda menor foi identificada com sendo AK). Foi
determinado também o peso molecular da forma sensivel a lisina em torno de 150 kDa e a
forma sensivel a treonina de 180 kDa. Os autores concluiram de que em plantas superiores,
no minimo trés formas de AK estdo presentes, duas sensiveis a lisina e uma a treonina.

Cultura de tecidos de milho foi usada para selecionar plantas resistentes a AEC por
Azevedo e Arruda (1995), de maneira que calos embrionarios de milho da linhagem Cat-100
foram tratados com Nitrato de sddio e selecionados em meio de cultura contendo 0,25 mM
de AEC. Sessenta e trés plantas foram regeneradas, transferidas para o solo e crescidas até
a maturidade. Das 63 plantas regeneradas, duas delas (AEC-1 e AEC-5) quando auto-
polinizadas segregaram tanto plantas sensiveis quanto resistentes. Apds analise da progénie
obtida das regeneradas AEC-1 e AEC-5, verificou-se que a resisténcia das plantas AEC-1 e
AEC-5 foi devido a um gene dominante e um recessivo respectivamente. Os aminoéacidos
soltveis do endosperma desses mutantes, foram extraidos e quantificados por cromatografia
liquida de alta resolugd@o. Estes mutantes apresentaram um aumento na concentragdo de

lisina soliivel quando comparado com as plantas sensiveis.
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2.4. Homoserina desidrogenase

Duas formas moleculares de HSDH e uma de AK sensivel a lisina de pléntulas de
aveia, foram parcialmente purificadas com fracionamento de sulfato de amodnio, coluna de
cromatografia DEAE-Sephadex e filtragdo em gel, por Aarnes (1977). A enzima AK, através
deste procedimento resultou na purificagdo de até 27 vezes (produgdo de 17%) com uma
atividade especifica de 8 a 11 unidades/mg de proteina. A AK foi sensivel a inibigdo por
lisina em todos os estagios de purificacdo e a inibigdo ndo foi competitiva com respeito ao
aspartato, indicando ligagdo de aspartato e lisina em dois sitios diferentes da enzima. Os
seguintes aminodcidos foram levemente inibitérios, todos na concentracdo de 8 mM cada:
treonina 19%, metionina 25%, L-leucina 35%, L-isoleucina 14%, L-alanina 15%, L-
homoserina 6% e valina 35% de inibigdo. Os valores de K, para aspartato e ATP foram de
6,6 mM e 4,2 mM respectivamente. A enzima HSDH apés eluicgdo em Sephadex-200
produziu duas formas de enzima de diferentes pesos moleculares, HSDH I com 150 kDa e a
HSDH II com 75 kDa. As duas formas da enzima tiveram diferentes sensibilidades a L-
treonina que na concentragdo de 0,1 mM, causou 50% de inibicdo da HSDH I enquanto que
a HSDH II ndo foi afetada. Ambas as formas moleculares foram inibidas por L-cisteina e L-
aspartato e o efeito inibitério da cisteina sobre HSDH I ndo foi competitivo com respeito a
treonina.

Em ervilha, formas diferentes de AK e da HSDH, que eram sensiveis a inibigdo por
treonina em concentracdo de 5mM, foram extraidas e parcialmente purificadas em colunas
de troca idnica e filtragdo em gel (Aarnes e Rognes, 1974). A AK mostrou inibicdo pelos
aminoacidos isoleucina, valina e alanina, conforme os achados de Bryan et al. (1970) para a
isoforma sensivel ao aminoacido lisina estudada em milho. A lisina ndo teve nenhum efeito
na atividade de AK de ervilha, mesmo quando eram adicionados concomitantemente com
treonina. Para HSDH, dois picos de atividade foram encontrados na eluicdo em coluna de
AK e HSDH foram eluidas em um uGnico pico em colunas de troca i6nica e filtragdo em gel,
isso sendo assumido pelos autores como um indicio de que as enzimas fazem parte de um
complexo bifuncional, o que j& havia sido descrito em E. coli por Patte et al. (1967).

Bright et al. (1978b), estudaram o efeito dos aminoacidos lisina, treonina e metionina
no crescimento de embrides excisados de trigo e cevada. Os embrides cresceram num meio
contendo fons nitrato e amdnio, com adicdo de lisina (1mM) mais treonina (1mM). Estes
aminodcidos causaramvinibicdo sinergisitica na medida do crescimento da primeira folha e no
peso seco. A inibicdo foi especificamente acompanhada pela metionina, homocisteina e

homoserina. J& treonina em concentracdo de 0,2 a 0,3 mM causou quase 50% de inibigdo do
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crescimento. Quando utilizada a lisina, observou-se aumento sinergistico da inibigdo em
concentragdo acima de 3 mM. Segundo os autores a inibigdo é explicada por um modelo no
qual lisina atua como retroinibidor da AK e treonina de HSDH. Deste modo, a inibi¢do por
lisina mais treonina foi maior em altas concentragées. Como conclusdo, as medidas deo peso
seco e o comprimento das primeiras folhas mostraram claramente que o crescimento do
embrido de trigo e cevada pode ser inibido de uma maneira sinergistica por lisina mais
treonina.

Matthews e Widhoim (1978), examinaram as atividades das enzimas AK, HSDH e
DHDPS de raiz e extratos de cultura de células de cenoura em suspensdo de 1 ano e 11
anos. A atividade da AK da cultura de células em suspenséo foi inibida em 85% por 10 mM
de L-lisina e 15% por 10 mM de L-treonina, enquanto que a atividade de AK na raiz foi
inibida 45% por lisina e 55% por treonina na mesma concentragao de 10 mM, sendo que
estas diferengas, segundo os autores, se deviam as alteragbes na proporcdo das duas
formas de AK (lisina e treonina sensivel), uma vez que a atividade é consistentemente
inibida por lisina e treonina em 100%. Somente uma das formas de HSDH e a DHDPS foi
encontrada no extrato de raiz e cultura em suspensdo. A forma sensivel a treonina da AK é
predominante na raiz de cenoura (acima de 50%), enquanto que a forma sensivel a lisina é
predominante em cultura de células (78%). A forma sensivel a lisina de AK também esta
mais presente em células de cenoura em suspensao.

Walter et al. (1979) isolaram e caracterizaram duas isoformas de homoserina
desidrogenase de cultura de células em suspensdo de milho. Os autores partiram de um
extrato impuro, onde a atividade da enzima foi inibida em 73% pela treonina, e os 27%
restantes do total da atividade ndo foram afetados mesmo em altas concentragbes de
treonina. As enzimas HSDH resistente e sensivel a treonina foram separadas por afinidade
em coluna “Blue Sepharose” e duas distintas enzimas foram purificadas. A HSDH resistente
a treonina teve um peso molecuiar de 70 kDa, um dimero de duas sub-unidades de 38 kDa.
J34 a sensivel a treonina teve um peso molecular de 190 kDa, também um dimero com duas
sub-unidades aparentemente diferentes com pesos moleculares de 89 kDa e 93 kDa.

Krishnaswamy e Bryan (1986) utilizaram anticorpos monoclonais, altamente
especificos contra a isoenzima HSDH de milho sensivel a treonina. Os resultados em gel de
poliacrilamida sob condigdes de desnaturagdo indicaram que a enzima era composta de sub-
unidades de peso molecular idéntico. Aparente micro heterogeneidade das sub-unidades foi
observada durante focalizagdo isoelétrica, mas mapas peptidicos geraram clivagem parcial
com trés diferentes reagdes quimicas, ndo revelando nenhuma diferenga entre as proteinas
separadas.por este processo.. Os.autores concluiram que as sub-unidades de centrifugagoes

diméricas e tetraméricas ativas das enzimas sdo idénticas ou muito similares.
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HSDH de folhas de espinafre foi purificada até a homogeneidade por Pavagi et al.
(1995), usando fracionamento com sulfato de aménio, cromatografia de troca ibnica,
filtracdo em gel e técnicas de FPLC. A enzima purificada apresentou uma massa molecular
de 220 kDa e quatro sub-unidades de massa molecular de 55 kDa, provaveimente ocorrendo
um tetrdmero. A enzima foi sensivel a treonina e exibiu atividade de AK, também sensivel a
treonina, motivo pelo qual foi sugerido que a enzima HSDH poderia ser uma proteina
bifuncional. Testaram a reagdo cruzada a qual foi positiva com anticorpos da isoenzima AK

purificada. Ambas as atividades HSDH e AK foram estimuladas por céicio e calmodulina.

2.5. Lisina oxo-glutarato redutase, Sacaropina desidrogenase e Dihidrodipicolinato
sintase envolvidas com a via metabélica do Acido Aspartico

Além das enzimas envolvidas na biossintese, outras fazem parte da degradagdo dos
aminodcidos essenciais. Dentre elas, destacamos as enzimas lisina oxoglutarato redutase
(LOR) e a sacaropina desidrogenase (SDH), que atuam na degradagdo da lisina. A LOR
condensa lisina e 2-oxoglutarato em sacaropina na presenga de NADPH, ao passo que SDH
hidrolisa a sacaropina em a-aminoadipico-semialdeido e glutamato na presenga de NAD ou
NADP. Os estudos vém sendo conduzidos em microrganismos, plantas e mamiferos.

Duas hipéteses podem ser consideradas na degradagéo da lisina como sendo um dos
principais fatos para o acumulo de lisina na sementes: 1° Durante o desenvolvimento das
sementes a translocagdo da lisina do endosperma ocorre em excesso de 2 a 3 vezes 0 nivel
necessario de lisina para sintese de proteinas (Arruda e Silva, 1979). O excesso de lisina
translocada é degradado no endosperma normal, mas isto ndo ocorre nos mutantes ricos em
lisina; segundo, que a LOR mostra baixa atividade no endosperma de opaco-2, o qual esta
caracterizado com alto nivel de lisina. A mutacdo (opaco-2) nédo afeta a SDH no entanto,
LOR deve metabolizar o excesso de lisina que pode estar se acumulando no mutante
resistente. (Arruda et al., 1984b).

Ogawa e Fujioka (1978), purificaram e caracterizaram a enzima sacaropina
desidrogenase de levedura (fermento de pé&o) até a homogeneidade, cuja purificagao total
do extrato bruto alcancou cerca de 1.200 vezes com uma recuperagao de 24%. A
determinacgdo do peso molecular por equilibrio de sedimentagéo, Sephadex G-100, filtragdo
e eletroforese em gel de poliacrilamida revelou o valor de 39 kDa e portanto, a enzima SDH
mostrou ser constituida de uma Gnica cadeia polipeptidica. Foi determinado também um alto. ..

pH iso-elétrico de 10,1, assim como a seqiéncia NH; terminal de Ala-Ala---. Os autores
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observaram ainda que a enzima possui trés moléculas de cisteina residuais; nenhuma banda
de dissulfeto foi encontrada.

Sacaropina desidrogenase, também de levedura, foi purificada por Storts e
Bhattacharjee (1987), 1.122 vezes usando precipitagdo com acido, sulfato de aménio,
DEAE-Sepharose, filtracao em gel e cromatografia (*Reactive red-120 agarose”). Os autores
encontraram uma enzima com um peso molecular de 69 kDa, consistindo de um unico
polipeptideo de 50 kDa, baseado em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Foram
verificadas algumas propriedades da enzima, como pH étimo 9,5, o K, para L-sacaropina e
NAD*, 2,32 e 0,054 mM, respectivamente.

A purificagdo e caracterizacdo de uma enzima com atividade de LOR e SDH, foi feita
por Markovitz et al. (1984). Os autores descreveram que as atividades das enzimas redutase
e desidrogenase ocorrem em uma Unica proteina com base nos seguintes achados: 1° as
taxas de atividade de redutase e desidrogenase permanecem constantes por mais de 500
vezes de purificacdo de ambas as enzimas de extrato de mitocdndria, figado bovino e de
babuino; o perfil de atividade da redutase e desidrogenase entre elas se sobrepGe apds a
eluicdo em colunas de DEAE-celulose e Sephacryl S-300; 2° a coloragdo em gel
poliacrilamida mostrou que ambas atividades migraram na mesma distdncia em diregdo
anibnica. 3. A enzima altamente purificada com atividades para redutase e desidrogenase
mostrou uma Uunica banda polipeptidica de peso molecular de 115 kDa em gel de
poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Foi concluido ainda que a enzima nativa vinda de
figado de bovino e babuino tem um peso molecular aparente de 468 KDa, determinado por
filtracdo em gel. Tal fato sugere uma estrutura tetramérica de sub-unidades idénticas.
Finalmente, os autores propdem que a enzima bifuncional poderia ser chamada de
aminoadipico semialdeido sintase.

Blemings et al. (1994), descreveram a localizacdo das enzimas LOR e SDH em figado
de rato. Comparacgdes de marcadores de atividade enzimatica como: beta-hexosaminidase,
lisossomas, catalases, peroxissomas, citocromos, membrana mitocondrial interna e externa,
monoamina oxidase, ornitina aminotransferase de matriz mitocondrial, mostraram que LOR
e SDH sdo encontradas somente na matriz mitocondrial. Estes resultados sdo consistentes
com a entrada obrigatéria da lisina na matriz mitocondrial para que ocorra o catabolismo da
lisina. Assim surge a possibilidade de que o transporte de lisina na mitocdndria seja
associado ao controle da degradagao da lisina.

Simonson e Eckel (1985) desenvolveram um método enzimatico para medir
sacaropina, de maneira que a enzima SDH oxida lisina e 2-oxoglutarato com a
correspondente conversdo de NAD para NADH. O equilibrio natural favorece a formagéo da
sacaropina mas, usando hidrazina para bloquear um dos produtos, o 2-oxoglutarato altera a

reacdo oxidativa da sacaropina. Segundo os autores, o ponto estavel é alcancado em 15-20
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minutos. Embora em altas concentragbes de 2-oxoglutarato a reacdo seja diminuida, o
produto final é recuperado na sua totalidade. Os autores relatam que o método é especifico,
conveniente e capaz de medir sacaropina diretamente em proteinas livres ou de extratos.

Em plantas, a maioria das informagfes das enzimas LOR e SDH sobre a degradacgéo
de lisina foi alcangada a partir de estudos de incorporagdo e metabolismo de aminoacidos
marcados com C!. Lisina marcada levou & incorporacdo do composto em &cido a-
aminoadipico e acido glutdmico, sacaropina e acido diaminopimélico. Em endosperma de
milho e cevada, lisina marcada foi incorporada em acido glutadmico, prolina e sacaropina.
Estes achados indicaram que a lisina € principalmente catabolisada em plantas via
sacaropina. A primeira evidéncia enzimatica para a operagdo da via da sacaropina em
plantas foi obtida pela demonstragdo da atividade de LOR em endosperma de milho em
desenvolvimento. E sabido que os primeiros passos envolvidos no catabolismo de lisina em
plantas sdo semelhantes aos encontrados em mamiferos e sdo catabolisados pela enzima
bifuncional LOR e SDH. Em fungos e leveduras, a LOR e SDH catalisam os passos finais da
biossintese de lisina e estdo presentes como dois polipeptideos separados (tépico revisado
por Azevedo et a/., 1997).

Arruda et al. (1982), verificaram a atividade de LOR em endosperma de milho em
desenvolvimento; a enzima mostrou especificidade para os substratos lisina, 2-oxoglutarato
e NADPH, na presenca desses dois compostos o NADPH foi oxidado, e na auséncia de um
destes substratos a oxidagdo foi minima. Outras caracteristicas da enzima foram
determinadas: pH 6timo em torno de 7 e temperatura 6tima de 30°C. A oxidagdo de NADPH
foi também linear com o tempo, e a atividade foi proporcional a quantidade de extrato
adicionado ao ensaio. O K, para lisina e LOR foi de 5,2 e 1,8 mM, respectivamente.

A purificagdo parcial e a caracterizagdo da LOR de endosperma imaturo de milho bem
como a atividade desta enzima no endosperma normal € no mutante opaco-2 durante o
desenvolvimento da semente foram estudadas por Brochetto-Braga et a/. (1992). Arruda e
Silva (1983), demonstraram que a LOR é bastante ativa no endosperma de milho em
desenvolvimento. Esta enzima exibe especificidade para lisina e a-cetoglutarato, e é
dependente de NADPH como co-fator, tendo como produto final a sacaropina. A atividade da
enzima LOR é bastante reduzida no mutante opaco-2 , o que esta relacionado com os niveis
de zefna no mutante (Arruda et al., 1982; Brochetto-Braga et al., 1992).

A proteina do milho zeina é carente do aminodcido lisina (Dalby e Tsai, 1975), sendo
encontrada em grande quantidade no endosperma em desenvolvimento, e embora a lisina
seja sintetizada no endosperma (Sodek, 1976), quantidades razodveis deste aminoacido
(aproximadamente.. 5%) sdo. encontradas. fora do endosperma. Acredita-se que seja
produzidas por hidrélise de proteinas soliveis acumuladas nas folhas e transferidas para o

endosperma durante o desenvolvimento da semente (Arruda e Silva, 1979). Neste caso,
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poderia se esperar um excesso de lisina acumulada no endosperma. Entretanto, isto ndo
acontece, a quantidade total de lisina n&o ultrapassa 1,5% e a concentragdo de lisina livre
no endosperma em desenvolvimento é inespressiva. A baixa concentracdo de lisina livre
deve-se a retroinibigdo das enzimas envolvidas na via metabdlica do acido aspértico (Arruda
e Silva, 1983).

A alta atividade de LOR durante o desenvolvimento do endosperma poderia evitar o
acumulo de lisina livre. Neste caso, seria esperado que a sintese de zeina e o catabolismo de
lisina fossem regulados pelo mesmo sistema, sugerindo assim que os genes que codificam
LOR e a proteina zeina poderiam estar sob o controle do mesmo sistema regulatério
(Brochetto-Braga et al., 1992). Ainda ha evidéncia de que LOR possa estar sob o controle do
gene opaco-2, o qual é um gene transativador da expressdo da zeina no endosperma do
milho. Ha indicagGes de que o catabolismo de lisina seja maior no endosperma da linhagem
normal do que no mutante (opaco-2). Tais suposigbes foram confirmadas com experimentos
feitos com lisina marcada com C!* em sementes em desenvolvimento quando estas estavam
segregando em linhagens normal e mutante (Sodek e Wilson, 1970).

Karchi et al. (1994), estudaram a regulagdo da sintese e o acumulo de lisina em
sementes de plantas transgénicas de tabaco; as duas enzimas, DHDPS e AK de bactéria,
insensiveis a retroinibicdo por lisina, expressas nesta planta, exibiram altos niveis de
transcritos, resultando somente num leve aumento de lisina livre acumulada no estagio de
desenvolvimento da semente. Por outro lado, a quantidade de lisina diminuiu na planta
controle a medida que ela alcangou a maturidade. Foi analisado se o aumento do
catabolismo poderia contribuir com a falta de lisina livre acumulada na semente das plantas
transgénicas. Para tanto, analisou-se a atividade da enzima LOR. Observou-se que tanto no
controle como na planta transgénica, os tempos de aparigdo das atividades das enzimas LOR
e DHDPS estavam estreitamente correlacionados, sugerindo que a sintese de lisina e o
catabolismo estavam regulados coordenadamente durante o desenvolvimento da semente.
Notoriamente a atividade de LOR foi significativamente mais alta nas sementes das plantas
transgénicas do que nas do controle.

Gaziola et al. (1997), fizeram a purificagdo parcial e caracterizacdo de LOR e SDH em
sementes imaturas de arroz. Os procedimentos de purificagdo envolveram varios passos,
entre eles, a precipitagdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca idnica e filtragdo
em gel, levando a uma recuperagdo de 30% para LOR (uma produgdo razoavel quando
comparada com a de milho que foi de apenas 0,6%) e 24% para SDH (enquanto que a de
milho foi de 2%).

Um Unico pico de atividade de LOR e um Unico e coincidente pico de atividade de SDH
foram eluidos nas mesmas fragdes com 160 mM de KCI. A massa molecular da enzima LOR
foi estimada em 203 kDa usando Sephacril S200, e de 202 kDa determinada por "Ferguson
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plots" e, 396 kDa para LOR e SDH. Estas massas foram estimadas usando duas bandas
obtidas em géis ndo-desnaturantes, as quais indicaram que a banda de 202 kDa deve ser
uma holoenzima e a de 396 kDa representa uma molécula dimérica ou tetramérica, uma vez
que as composigoes das sub-unidades do polipeptideo bifuncional em arroz ndo foram ainda
determinadas. Estudos cinéticos foram consistentes com mecanismos ordenados de
sequiéncias para LOR, onde 2-oxoglutarato foi o primeiro substrato e sacaropina foi o ultimo
(Gaziola et al., 1997).

A regulagdo do catabolismo de lisina através das enzimas LOR e SDH em Arabidopsis
foi estudada por Tang et al. (1997a). Os autores clonaram um cDNA de Arabidopsis que
codifica um polipeptideo bifuncional contendo as atividades das duas enzimas ligadas uma a
outra. Analise de gel de RNA mostrou duas bandas de mRNA, uma grande contendo
seqliéncias de mMRNA de LOR e SDH e uma seqiiéncia menor contendo somente a da SDH.
Entretanto, hibridacbes usando cDNA de seqiiéncia tanto de LOR quanto SDH como molde,
sugeriram que os dois mRNA aparentemente sdo codificados pelo mesmo gene. Para testar
se esses dois mMRNA s3o mesmo funcionais, extrato de proteinas de células de Arabidopsis
foram fracionados por cromatografia de troca idnica. O resultado revelou dois picos
separados, um contendo ambas as atividades das enzimas (LOR e SDH) e o outro contendo
somente atividade para sacaropina. (Tang et al. 1997b).

Kemper et al. (1998), verificaram a estrutura e regulagdo das enzimas LOR e SDH do
endosperma de milho. Os autores mostraram que estas enzimas eram ativadas por Ca* a
altas concentragbes de sal, solventes orgénicos e Mg**. A atividade da LOR dependente de
Ca** foi inibida por um antagonista de calmodulina, o N-(6-aminohexil)-5-cloro-1-
naftalenesulfonamida, e calmidazolium. A digestdo com elastase separou a enzima
bifuncional em trés polipeptideos de 125 kDa e dois de 65 e 57 kDa, contendo dominios
funcionais de LOR e SDH, respectivamente.

Clones de cDNA designados ZLKRSDH, que codificam a enzima bifuncional LOR e SDH
de milho, foram isolados por Kemper et al. (1999). O suposto polipeptideo advindo daqueles
clones tem dominio de LOR N-terminal e dominio de SDH C-terminal que sdo similares aos
polipeptideos (LYS1 e LYS9) de proteinas monofuncionais de levedura. A proteina bifuncional
LOR/SDH esta localizada no citoplasma da camada de sub-aleurona do endosperma do
milho. Transcritos e polipeptideos, bem como as atividades das enzimas, mostraram
respectivamente uma alta e baixa regulagdo durante o desenvolvimento do endosperma.
Alem disso, os autores analisaram a expressdo do clone ZLKRSDH no desenvolvimento das
sementes das linhagens normal e do mutante opaco-2. No endosperma do mutante, o nivel
de mRNA foi reduzido em mais de 90%. Concomitantemente, houve redugdes nos niveis de
polipeptideo e na atividade de LOR/SDH. Assim, concluiu-se que os niveis de lisina no en-

dosperma podem ser controlados em nivel transcri¢do pelo fator de transcrigdo do opaco-2.
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Gaziola et al. (1999) estudaram variedades de milho QPM (“Quality Protein Maize”)
produzidas pela introdugéo de um gene modificador ao opaco-2. As variedades BR 451, 473
e opaco-2 e a linhagem selvagem foram usadas para estudar as principais enzimas que
controlam o metabolismo de lisina no endosperma em desenvolvimento. As enzimas AK e
HSDH, as quais estdo envolvidas na biossintese de lisina e treonina respectivamente,
exibiram padrdes de atividade idénticos, com méximo de atividade especifica apds 16 dias
de polinizagdo. As variedades de QPM exibiram niveis altos de atividade da AK no
endosperma, sugerindo um aumento na taxa de biossintese de lisina quando comparadas
com os gendtipos do opaco-2 e o tipo selvagem. Resultados similares foram obtidos para as
enzima LOR e SDH, as quais tiveram suas atividades fortemente reduzidas na variedade
mutante opaco-2 quando comparadas com a linhagem selvagem. As variedades QPM
exibiram niveis reduzidos de atividade de LOR e SDH, comparada com a variedade opaco-2.
O padrdao de desenvolvimento da atividade da enzima mostrou diferengas quando
comparado com as enzimas envolvidas na biossintese de lisina, com atividade observada
somente apos 16 dias de polinizagdo e atividade maxima ap0s 24 dias. Os autores sugeriram
que o gene modificador tem intensificado o efeito do mutante opaco-2 sobre as enzimas LOR
e SDH, e que estas alteragbes levam a um aumento na lisina solivel no endosperma das
variedades QPM quando comparadas com o opaco-2 e a linhagem selvagem.

Kumpaisal et a/. (1987) purificaram e caracterizaram a enzima DHDPS de trigo cerca
de 5100 vezes, e determinaram o peso molecular em filtracdo em gel como 123 kDa, a qual
exibiu atividade maxima em pH 8,0. Verificaram também a retroinibicdo em baixa
concentragdo de lisina, e segundo os autores a lisina atua como inibidor alostérico, deste
modo controlando sua prépria sintese, e bloqueando a ramificagdo especifica da lisina
quando ocorrem niveis altos deste aminoécido. Foi observado que a enzima era composta de
quatro sub-unidades idénticas com um Unico sitio de ligagdo por sub-unidade, sugerindo
que a enzima nativa com peso molecular de 123 kDa poderia ser um tetrdmero.

DHDPS de milho foi altamente purificada de cultura de células em suspensédo e de
folhas, por Frisch et al. (1991a) em 4000 vezes, e a recuperagdo da enzima foi de 25% para
ambas as fontes de milho. Baseado em SDS-PAGE duas sub-unidades de aproximadamente
38 e 72 kDa foram obtidas. O mesmo padrédo foi observado quando bandas da proteina de
gel ndo denaturante foram excisadas e submetidas a eletroforese em gel bidimencional. Foi
confirmado pelos autores que o polipeptideo de 38 kDa era um mondmero comparando com
a seqliéncia N-terminal de aminodcidos do cDNA da DHDPS de milho. Oito aminodcidos N-
terminal do polipeptideo de 38 kDa correspondiam exatamente a regido do clone de cDNA
da enzima DHDPS de um mutante auxotréfico de E. coli. Além disso, os autores propuseram

que o polipeptideo de 72 kDa foi co-purificado de uma proteina ndo relacionada com um
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peso molecular de aproximadamente 140 kDa. O K., para aspartato semi-aldeido foi
estimado em 0,6 mM.

Dereppe et al. (1992) propuseram o procedimento de purificagdo, caracterizagdo e
investigagdo das propriedades funcionais da DHDPS de plantula de ervilha, usando uma
combinacdo de passos convencionais e cromatografia por afinidade. A enzima apresentou
um peso molecular de 127 kDa, composta de trés sub-unidades de 43 kDa determinadas por
filtracdo em gel. Estas estruturas triméricas sdo semelhantes as estruturas triméricas de
outras aldolases tais como 2-ceto-3-deoxi-6-acido fosfoglucdnico, as quais catalisam
condensacdo de aldol. A composigdo de aminodcidos da DHDPS de ervilha e de E. coli é
semelhante, sendo mais significativa, a diferenga no conteido de metionina, que é ausente
na bactéria. Ainda a DHDPS é altamente especifica para os substratos piruvato e L-
aspartato-p-semialdeido e segue a cinética de Michaelis-Menten para ambos os substratos
que possuem os valores da constante de Michaelis de 1,70 e 0,40 mM, respectivamente. Os
autores concluiram que em todos os estdgios de purificagdo a enzima apresentou duas
bandas de atividade, onde os pesos moleculares dessas duas bandas corresponderiam a
enzima nativa de 127 kDa e sub-unidades 43 kDa, de modo similar aos obtidos em milho
(Frisch et al., 1991b) e espinafre (Wallsgrove e Mazelis, 1981).

Shaver et al. (1996) estudaram mutantes que mostravam retroinibigdo por lisina.
Para isso transformaram uma linhagem de E. coli que ndo tinha atividade para a enzima
agente mutagénico etilmetanosulfonato, e os mutantes para DHDPS selecionados pelo
crescimento em meio minimo contendo o inibidor andlogo a lisina (S-2-aminoetil-L-cisteina).
Deste modo, dez mutagdes de pares de bases foram identificadas na seqiiéncia do cDNA da
enzima DHDPS de milho, estes mutantes foram especificos para um dos trés residuos de
aminoacidos (aminoacido 157, 162 e 166), os quais estavam localizados dentro de uma
pequena regido do polipeptideo. Nenhuma outra mutagdo foi encontrada na seqliéncia de
¢DNA da enzima, indicando que a alteragdo foi somente em um dos trés residuos de
aminodacidos, e suficiente para eliminar a inibigdo por lisina na DHDPS de milho. A
identificacio destas mutagbes especificas que mudam por completo a sensibilidade da
enzima, conduzindo a uma isoforma insensivel a lisina, ajudou a entender o mecanismo de
ligagdo a lisina e a mudanga conformacional envolvida na inibigdo da atividade de DHDPS.
Finalmente, os autores concluiram que os genes derivados destes mutantes poderiam servir
para melhorar a qualidade nutricional do milho, assim como de outros cereais que servem

de alimento para animais e 0 homem, mas tém conteldo de lisina inadequado.
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2.6. Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas do cereal Coix lacryma-jobi

O Coix lacryma-jobi é um cereal conhecido em quase todos os paises do mundo, com
os mais diversos nomes. No Brasil, ele recebe varias denominagbes, sendo mais conhecido
como Capim de Contas ou de Nossa Senhora, Rosario ou simplesmente Coix.

O género Coix, € originario dos paises asiaticos (Uphof, 1968; Arora 1977) e foi
descrito pela primeira vez em 1753, e recentemente foi descrito por Clayton (1981) como
pertencente a familia Gramineae, tribo Andropogoneae e sub tribo Coiceneae (Clayton e
Renvoize, 1986).

No Brasil, o Coix foi introduzido em 1938 com o nome de Adlay, cultivado e
distribuido largamente entre instituigbes oficiais e particulares. E uma espécie anual e
perene chegando a atingir até 1,6 m de altura, produzindo frutos cariépses livres, de
tamanho e forma variados. Apresenta cinco espécies morfologicamente distintas de acordo
com o formato das folhas e sementes, sendo Coix lacryma-jobi Linn; C. Gigantea Koen; C.
Aquatica Robx; C. Puellarun Balansa e C. Pailanei Mimeur. A variedade Adlay é uma
graminea aparentada ao milho que contém aproximadamente 21% de proteinas no
endosperma, sendo estas albuminas, globulinas, prolaminas e proteinas residuais. As
prolaminas constituem a principal fragdo protéica do Adlay, a qual é denominada de coixina,
representando mais de 70% das proteinas, divididas em alfa, beta e gama-coixinas. A alfa
corresponde a mais de 80% das prolaminas e sdo compostas de 12 polipeptideos agrupados
em 4 classes de tamanho. Estas coixinas sdo codificadas por uma familia multigénica
semelhante as encontradas no milho. As gamas coixinas correspondem a 15% das coixinas
e sdo constituidas por uma Gnica proteina de 22 kDa, bastante homdloga a gama zeina de
28 kDa (De Wet, 1982).

As coixinas sdo sintetizadas no endosperma durante o desenvolvimento da semente,
acumulando-se nas organelas e em corpos protéicos e caracterizam-se por seu alto teor de
prolina e glutelina; no entanto, as coixinas s&o pobres em aminoacidos essenciais fazendo
com que a semente tenha um baixo valor nutritivo. Por outro lado, Jain e Banerjee (1974)
mostraram a importéncia deste cereal na alimentagdo animal assim como na fabricagdo de
farinha para panificagdo, preparo de mingau e fermentagdo de cerveja.

A analise dos aminoacidos revelou que as albuminas e globulinas do endosperma da
Adlay sdo ricas em &cido glutdmico, dcido aspartico, glicina e alanina. As proteinas do
endosperma da Adlay foram comparadas com as de milho variedade Maya, verificando-se
que 51,7% destas proteinas sdo representadas por prolaminas, enquanto que anadlise de
aminoacidos da variedade Maya mostrou que existe uma similaridade na composigéo de

aminoacidos das fragdes protéicas da Maya e da Adlay (Ottoboni, 1989).
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Andlise por SDS-PAGE, revelou que as coixinas estdo separadas e apresentam cinco
componentes com pesos moleculares de 27, 25, 22, 15 e 17,5 kDa, chamadas de C1, C2,
C3, C5 e C4, respectivamente (De Wet, 1982).

Estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares foram conduzidos por Ottoboni
et al. (1990), onde os mesmos estudaram a relagdo filogenética das proteinas zeinas e
coixinas determinadas por reagdo cruzada e anadlise de "Southern blot". As proteinas foram
fracionadas para obter as formas alfa, beta e gama-zeinas e as mesmas para Coix. As alfa
coixinas sdo compostas de 4 classes polipeptidicas de 27 a 15 kDa correspondendo de C1 a
C5, com propriedades muito semelhantes as de alfa-zeina de 22 e 19 kDa. Semelhante a
alfa-zeina, C1 e C2 de alfa-coixina correspondem a 80% do total de prolaminas de Coix. A
anadlise da fragdo que correspondeu a gama coixina continha uma banda de proteina de 22
kDa (C3); esta fragdo possuia propriedades similares as da gama-zeina e representavam
apenas 15% do total de coixina. A fragdo beta-zeina era composta de uma proteina de
banda maior de 17 kDa, enquanto que a beta-coixina consistia de uma mistura de alfa e
gama-coixina. Os anti-soros contra gama-coixina mostraram forte reagdo cruzada com a
gama-zeina de milho. A homologia entre as coixinas e zeinas foram mais tarde investigadas
usando anadlise de "Southern blot". DNA gendmico de milho e Coix foram digeridos com
varias enzimas e hibridados com os clones de cDNA que representavam as fracdes de 19 e
22 kDa, bem como as de 28 e 16 kDa das zeinas; deste modo, o genoma de Coix mostrou
seqliéncias complexas de hibridagdo cruzada com o cDNA de alfa-zeina, enquanto com os
clones de 19 kDa nenhuma hibridagdo cruzada foi observada.

Leite et al. (1992) clonaram e caracterizaram um cDNA que codificava uma coixina
rica em enxofre, usando biblioteca de cDNA construida a partir de mRNA polissomal
preparado de endosperma imaturo de Coix. As seqliéncias deduzidas de aminodacidos do
clone de cDNA se tratava de um polipeptideo de 194 residuos, os quais apresentavam 64%
de homologia com a beta-zeina de 17 kDa. A proteina madura continha uma composigédo de
prolaminas semelhantes e um alto contetdo de metionina sulforada (cerca de 11,6%) e
5,2% de cisteina.

O gene opaco-2 de milho que exerce fungdo sobre os genes do endosperma de milho
e Coix foi estudado por Cord-Neto et al. (1995), de maneira que os autores mostraram que
o opaco-2 regula em nivel de transcricdo a estrutura e o desenvolvimento de diferentes
classes das beta-prolaminas de milho e Coix. Um novo “02-binding box” foi identificado nos
genes destas proteinas, que junto com as regides previamente identificadas em outros
endospermas expressam genes, formando uma colegdo de elementos O2-cis, fazendo com
que haja implicagbes regulatorias sobre o papel do mutante O2 no mecanismo que controla

a expressao coordenada dos genes no desenvolvimento do endosperma.
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Vettore et al. (1998) isolaram e caracterizaram cDNA e clones gendmicos que
codificam homélogos de opaco-2. A regido que codifica o gene opaco-2 de Coix é
interrompida por cinco introns e codifica um polipeptideo de 408 aminodcidos. Comparacdes
desta seqliéncia de aminoacidos com duas diferentes seqliéncias da proteina 02 de milho,
mostraram que as mesmas sdo semelhantes. A proteina do mutante 02 de Coix tem
especificidade de ligagdo e padrdo de expressao similares.

Souza Filho et al. (1999) identificaram um fator de ligagdo ao DNA que reconhece um
promotor da proteina alfa-coixina de Coix e que interage com a proteina do mutante Opaco-
2 de Coix. Foram utilizados expressao "transiente" e ensaio de mobilidade eletroforética para
investigar os elementos cis e proteinas ligadas ao DNA envolvidas na regulagdo e expressdo
da gene para a alfa coixina. Um conjunto de delegdes unidirecionais foi gerado em um
fragmento de 926 pb do promotor da alfa-coixina, que foi previamente fusionado com o
gene reporter GUS. A construgdo foi ensaiada pela expressdo transiente no endosperma
imaturo de milho. Deste modo ndo houve decréscimo expressivo na atividade do gene GUS
com as delecdes progressivas de -1084 a -238. Entretanto, delegbes de -238 até 158,
afetaram parcialmente o gene “opaco-2 box”, resultando num decréscimo acentuado da
atividade do gene GUS, enfatizando assim, a importancia de O2 box na expressao

quantitativa do gene.
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3. APRESENTACAO DOS TRABALHOS E OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente de forma parcial
algumas enzimas que estdo envolvidas na via metabdlica do acido aspartico de Coix,
como também analisar os mecanismos de regulacdo destas enzimas em milho e arroz,
tendo como meta esclarecer de maneira mais ampla possivel a regulacdo da
biossintese dos aminoacidos que dela fazem parte.

Do resultado destes estudos foram gerados trés trabalhos. O primeiro deles
envolve de uma maneira geral a caracterizagdo bioquimica em sementes de Coix em
desenvolvimento, uma vez que enzimas AK, HSDH, LOR e SDH ainda nao tinham sido
estudadas em Coix.

O segundo trabalho trata dos mecanismos de regula¢do envolvendo mutantes
em linhagens de mitho e analise dos genétipos dos mutantes que mostram resisténcia
a inibigdo causada por lisina e treonina, com a determinagdo da atividade da enzima
aspartato quinase durante o desenvolvimento do endosperma. Primeiramente, a
enzima foi parcialmente purificada e a retroinibigdo por lisina e treonina analisada em
plantula, antera e endosperma da linhagem selvagem e mutantes.

O dltimo trabalho esta relacionado com os efeitos causados por alguns
compostos na regulagdo da atividade de duas isoenzimas de aspartato quinase de
arroz, uma sensivel a treonina e a outra a lisina. As enzimas foram também
parcialmente purificadas em sementes de arroz em desenvolvimento, e as atividades
analisadas na presenca de aminodacidos e seus analogos, calcio e inibidores de

calmodulina e em diferentes concentragoes de KCl.

3.1. Artigo 1: Enzymes of lysine metabolism from Coix /lacryma-jobi seeds
J. Lugli; A. Campbell; S. A. Gaziola; R. J. Smith; P. J. Lea and R.
A. Azevedo. Submetido a revista Plant Phjsiology and Bjochimistry

3.2. Artigo 2: Aspartate kinase in the maize mutants ASK1LT19 and Opaque-2
K. Brennecke; A. 3. Souza Neto; J. Lugli; P. J. Lea and R. A.
Azevedo. Phytochemestry. 1995, 41(3): 707-712.

3.3. Artigo 3: Effects of calcium, S-adenosylmethionine, S-(2-aminoethyl)-L-
cysteine, methionine, valine and salt concentration on rice
aspartate kinase isoenzymes
J. Lugli; S. A. Gaziola and R. A. Azevedo. Plant Science. 2000,
150:51-58.
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ABSTRACT

Lysine, threonine, methionine and isoleucine are synthesized through the aspartate
metabolic pathway. The concentrations of soluble lysine and threonine in cereal seeds are
very low. Coix lacryma-jobi (Coix) is a maize-related grass and the enzymological aspects of
the aspartate metabolic pathway are completely unknown. In order to obtain information on
lysine metabolism in this plant species, two enzymes involved in the biosynthesis of these
amino acids (aspartate kinase and homoserine dehydrogenase) and two enzymes involved in
lysine degradation (lysine 2-oxoglutarate reductase and saccharopine dehydrogenase) were
isolated and partially characterized in Coix seeds. Aspartate kinase activity was inhibited by
threonine and lysine separately, suggesting the presence of two isoenzymes, one sensitive to
lysine and the other sensitive to threonine, with the latter corresponding to around 60% of the
total aspartate kinase activity. In contrast to previous results from other plant species, the
threonine-sensitive aspartate kinase eluted from an ion exchange chromatography column
after the lysine-sensitive form. The homoserine dehydrogenase activity extracted from the
seeds was partially inhibited by threonine, indicating the presence of threonine-sensitive and
threonine-resistant isoenzymes. Lysine 2-oxoglutarate reductase and saccharopine
dehydrogenase were shown to be specific to the endosperm tissue and co-purified on an anion
exchange chromatography column, suggesting that the two activities are linked on a single
bifunctional polypeptide as observed for other plant species. One single SDH activity band was
observed on non-denaturing PAGE gels. The K, for saccharopine of SDH was determined as
0.143 mM and the K., for NAD as 0.531 mM. Although saccharopine dehydrogenase activity
was shown to be stable, LOR, AK and HSDH were extremely unstable under all buffer systems
tested.

INTRODUCTION

Coix lacryma-jobi (common name Coix) is a maize-related grass (tribe Andropogoneae)
mainly grown and cultivated in Asia. Molecular analysis based on nucleotide sequence
homology studies, have shown over 95% homology to maize probes’. The potential of Coix as
a cereal seed, having a similar chemical composition to other graminaceous species, has been
examined, suggesting a role as a foodstock for poultry®. It has also been shown that Coix
seeds possess an antitumor activity, due to an acidic fraction composed of palmitic, stearic,
oleic and linoleic fatty acids®. Antibiotic compounds with activity against bacteria, have also

been isolated from extracts of etiolated seedlings of Coix*.
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Essential amino acids like lysine and threonine are particularly important in cereal
crops due to the low concentrations in the seeds’®. These amino acids, plus methionine and
isoleucine have a common precursor, aspartate®. The aspartate metabolic pathway in plants is
strongly feedback regulated at key regulatory steps’. Several enzymes of the aspartate
pathway have been shown to be important for the control of the fluxes of carbon and nitrogen
through the pathway, leading to the synthesis of these amino acids’. Among them, aspartate
kinase (AK, EC 2.7.2.4), homoserine dehydrogenase (HSDH, EC 1.1.1.3), dihydrodipicolinate
synthase (DHDPS, EC 4.1.2.52) and threonine synthase (TS, EC 4.2.99.2) have been
characterized in a number of plants species with some of them containing different isoenzymic

715 In the case of AK and HSDH, the isoenzymes sensitive to threonine feedback

forms
inhibition have been shown to be part of a single bifunctional polypeptide!**®8, The genes
encoding these enzymes have also been cloned in some plant species’® ®22, Distinct
regulatory aspects such as the effects of amino acids, S-adenosylmethionine (SAM), S-2-
aminoethyl-L-cysteine, calcium and light, among others, have also been investigated and
characterized for some of the enzymes**%°,

Although a considerable amount of information is available concerning the biochemical
and molecular regulation of lysine biosynthesis, much less is known about the degradation of
lysine in cereal seeds®’. Two enzymes, lysine 2-oxoglutarate reductase, also known as lysine
a-ketoglutarate reductase (LOR, EC 1.5.1.8) and saccharopine dehydrogenase (SDH, EC
1.5.1.9), control the catabolism of lysine via saccharopine in seeds®”3°. These two enzymes
have been isolated, purified and characterized in a limited number of plant species and shown

31-34 although a monofunctional SDH has also been

to exist as a single bifunctional polypeptide
observed?3. In general, the activity of LOR has been shown to be modulated by calcium, ionic
strength, phosphorylation, whereas SDH does not appear to be regulated>-3,

The synthesis and assembly of the Coix storage proteins in the protein bodies in seeds,
have been investigated and grouped into two classes, gamma- and alpha-coixins®®. Coix,
maize and sorghum storage proteins are coded by homologous genes, which are co-ordinately
expressed in the endosperm in a temporal-specific manner®, The opaque-2 mutation of maize
is known to have numerous pleiotropic effects. This gene encodes a basic bZIP protein, which
is a transcription activator of alpha-and beta-prolamin genes*'. Furthermore, the opaque-2

K** and also enzymes of the lysine

gene has been shown to influence the expression of A
degradation pathway in the maize endosperm®°38, suggesting a fundamental role of the
opaque-2 protein in the overall control of lysine metabolism in maize. Coix cDNA and genomic
clones encoding an opaque-2 maize homologue have been isolated and characterized, with the

Coix opaque-2 protein exhibiting the same binding specificity and expression patterns of the
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maize opaque-2*°. Although a DHDPS Coix gene has been cloned and shown not to be under
the control of the opaque-2 gene*’, no other genes or enzymes of the aspartic acid metabolic
pathway have so far been isolated from Coix.

In this paper we report on the isolation and characterization of the enzymes involved in
lysine metabolism, AK, HSDH, LOR and SDH, from Coix seeds. Some regulatory aspects have
also been investigated and a comparison with other cereal crops enzymes is presented.

EXPERIMENTAL

Material

Coix lacryma-jobi seeds (cv. Adlay) were used for the extraction of the enzymes.
Seeds were harvested at five distinct stages of development based on the colour of the seed
capsule as described previously by Targon et al.*. Plants were grown in the field station of the
Genetics Department, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz in the summer season of
1997-1998 and 1998-1999, and developing seeds were harvested into liquid nitrogen and
stored frozen at -80 °C, until used for enzyme extraction. Seeds of Coix were sown in a
commercial potting medium and the seedlings grown in a glass house maintained at 25-30°C
and a 16 h photoperiod at 300 umol m? s for 15 days, when leaves and roots were

harvested and kept frozen at -80°C until used for enzyme extraction.

Extraction of the enzymes

All procedures were carried out at 4 °C unless stated otherwise. After the removal of
the seed capsule, endosperms were used for enzyme extraction.

AK and HSDH were extracted in a common buffer essentially as described by Teixeira
et al.**. LOR and SDH were extracted in a common buffer exactly as described by Gaziola et
al.?2, Coix immature endosperm were extracted in 5 volumes of the respective buffers for each
enzyme. The extracts were filtered through several layers of gauze and centrifuged at 15000

g for 30 min to remove completely the cell debris.

Ammonium sulphate precipitation

The supernatant was divided in two fraction and precipitated by slowly adding solid
ammonium sulphate and gently stirring for 30 min to give precipitation sequences of 0-20 %,
20-40 %, 40-60 %, 60-80 % and 0-30 %, 30-50 %, 50-70 % ammonium sulphate saturation.
After each step, the suspension was centrifuged at 15000 g for 30 min and the precipitated
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protein dissolved in a small volume of buffer A, (25 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM DTT, 0.1 mM
L-lysing, 0.1 mM L-threonine and 10 % (v/v) glycerol) for AK-HSDH or buffer B, (100 mM
Tris-HCI. PH 7.4, 1 mM DTT, 1 mM EDTA and 10 % (v/v) glycerol) for LOR-SDH. The dissolved
pellets were then loaded onto Sephadex G25 columns (10 mL total volume) equilibrated in
buffers A (for AK and HSDH) and B (for LOR and SDH) and run under gravity. The desalted
samples were assayed for the respective enzymes.

Enzymes partial purification

The enzymes were extracted as described above and partially purified with ammonium
sulphate (30-60 % saturation for AK-HSDH and 30-55 % saturation for LOR-SDH). After
desalting the resuspended protein pellets on Sephadex G25 columns as described above, the
extracts were used in all experiments.

An anion exchange chromatography step was also performed for the enzymes. In the
case of AK-HSDH extracts, both step-wise and linear gradient types of elution were tested.
The desalted samples were applied to a FFQ-Sepharose column (2.5 x 6 cm; flow rate 1
mL/min) equilibrated in buffer A. The column was washed with buffer A (unbound fraction -
stored at -20 °C for further analysis) and a step-wise elution (0-100, 100-200, 200-300, 300-
400, 400-500 mM KCI) was carried out. A final wash with 1 M KCl was also performed and the
fractions stored for further analysis of enzyme activity. Similarly, another sample was eluted
using 0-500 mM KCl, from the same column and same running conditions). For LOR-SDH, the
desalted enzyme samples were applied to a DEAE-Sephacel column (2.5 x 7 cm; flow rate 1
mL/min) equilibrated in buffer B. The column was washed with buffer B (unbound fraction -
stored at -20 °C for further analysis) and a linear gradient (0-500 mM KCl) was carried out. A
final wash with 1 M KCl was also performed and the fractions stored for further analysis of

enzyme activity.

Enzyme assays
Enzyme activities were assayed in all experiments exactly as described previously by
Brennecke et al.*® for AK, Teixeira et al.* for HSDH and Gaziola et a/.3? for LOR and SDH.

SDH activity staining

SDH activity staining was also performed using non-denaturing PAGE gels as described
by Gaziola et al.>’. Maize and rice SDH enzyme samples, partially purified as described by
Gaziola et al.’’, were also applied to the gels and used as controls of SDH activity and for

enzyme comparison.
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Protein determination
The protein concentration of all samples was determined by the method of Bradford*®

using bovine serum albumin as a standard.

Kinetics analysis

The partiailly purified SDH enzyme was used for kinetic studies. Activities were
monitored continuously in order to obtain initial velocity data. The K, values for saccharopine
and NAD were determined graphically from the double-reciprocal plots of activity against the
variable substrate concentration, maintaining the remaining substrates fixed at the routine
assay concentrations. The K., determined here is therefore a close approximation to that
defined by Dalziel*’, where K., is the concentration that gives half the true maximum rate in

the presence of infinitely large concentrations of the other substrates.
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RESULTS AND DISCUSSION

Enzymes, which have been previously shown in other plant species to play an
important role in lysine metabolism, have been isolated from Coix. AK, HSDH, LOR and SDH
activities were initially measured in Coix leaves and roots obtained from 15 day old seedlings
and from developing seeds (stage 2). AK and HSDH activities were detected in all tissues, with
the seeds exhibiting a much higher specific activity when compared to leaves and roots (Table
I). On the other hand, LOR and SDH activities could only be recovered from developing seeds
(Table I). It has been shown previously for other plant species, that seeds exhibit a higher
specific activity of AK and HSDH'**3*4%, The result for LOR and SDH confirms previous data
obtained for cereal seeds like maize®! and rice3, in which the activities of both enzymes were
only detected in the endosperm tissue. However, it has been shown recently in Phaseolus
vulgaris that LOR and SDH activities could also be observed in other tissues*®. The data thus
present further confirmation that the activities of LOR and SDH, involved in the degradation of
lysine, are limited to the seeds of cereal crops. These enzymes are able to catalyse a high rate
of lysine catabolism and thus prevent accumulation of lysine in the soluble form, even
following the introduction of the genes encoding AK and DHDPS*. Furthermore, it has been
shown that LOR and SDH activities in cereal seeds are normally much higher when compared
to the activities in the seeds of other plant species®’. For instance, in the opaque-2 maize
mutant, which contains a much higher concentration of lysine in the seeds, the activities of
LOR and SDH are drastically reduced®**8, In addition, rice seeds, which normally accumulate
the highest concentration of lysine among cereal crops, have also been shown to contain
reduced activities of LOR and SDH3%%7,

The inhibition patterns observed for AK in relation to the amino acids lysine and
threonine, clearly showed that threonine inhibited AK activity more effectively than lysine
(Table I and II). This result is novel, since lysine has been widely shown to be the main
inhibitor of AK activity in higher plants’. This result was further confirmed when AK was
partially purified (see later). Another strong indication that the threonine-sensitive isoenzyme
of AK may play a major role in Coix seeds, was the detection of a high HSDH activity, that was
also inhibited by threonine (Table II). These data suggest that there are also two HSDH
isoenzymes present in Coix, one threonine-sensitive, which in plants is part of a bifunctional
polypeptide with the threonine-sensitive AK!®'7, and the other resistant to threonine
inhibition.

The activities of all enzymes were also determined in the developing Coix endosperm,
which was harvested at five distinct stages as originally described by Targon et al.*°. Stage 2
exhibited the highest levels of specific activities for all four enzymes (Table II) and was used
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for partial purification and characterization, while stages 4 and 5 did not exhibit activity of any
of the enzymes analysed.

Partial purification of the enzymes was limited to an anion exchange chromatography
step since the enzymes, with the exception of SDH, were shown to be extremely unstable
after ammonium sulphate precipitation, even after several types of variation to the buffer
system had been tested. It appears that this may be a characteristic of Coix, since these
enzymes have been highly purified from seeds of other plants species’.

AK was initially submitted to a preliminary step-wise elution from the anion exchange
chromatography column and was eluted between 200-300 mM KClI (Fig. 1[a]). When the same
sample was eluted with a 0-500 mM KClI linear gradient, two overlapping peaks of AK activity
were eluted in the same 200-300 KCI mM range. When AK activity was determined in the
presence of lysine and threonine separately, there was a clear indication that the peaks
corresponded to two AK isoenzymes, one sensitive to threonine and the other sensitive to
lysine (Fig. 1[b]). In general, threonine inhibited AK activity to a greater extent, again
indicating that in this plant species, the threonine-sensitive isoenzyme of AK is predominant.
Further confirmation of these results was obtained from the partial purification of HSDH from
the same column (Fig. 2). One single peak of HSDH activity was eluted from the anion
exchange column in the same KCl concentration range as that of the AK isoenzymes (Fig.
2[a]). However, when threonine was tested on each fraction containing HSDH activity, the
first group of fractions in elution order were not inhibited, whereas the second group,
corresponding to the majority of HSDH activity, was strongly inhibited by threonine, indicating
the existence of two overlapping peaks of HSDH activity. Similar results in terms of the
separation of AK isoenzymes from an ion exchange column have been observed previously,
but not in this elution order'>¢. In previous experiments the threonine-sensitive AK
isoenzyme, has been shown to be eluted first from anion exchange chromatography
columns!®!4, Moreover, in all plant species tested the lysine-sensitive AK was shown to be
predominant’, but this is not the case for Coix.

Although it has been shown in the literature that the threonine-sensitive AK and HSDH
are one single polypeptide’!”?%, our data for Coix still does not allow us to conclude the same
for this plant species. It is however, very likely, but further purification of both, AK and HSDH
activities and the molecular cloning of the relevant genes is still necessary.

As discussed above, LOR and SDH activities were shown to be restricted to the
endosperm tissue (Table II). The activity of LOR was shown to be very unstable and most of
the experiments resulted in almost complete loss of LOR activity after the ammonium sulphate
stage. However, we were able to perform some experiments in which both enzymes were
further purified on a DEAE-Sephacel column (Fig. 3). One single peak of LOR activity was
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observed, which co-eluted exactly with the peak of SDH activity. Contrary to that which has
been observed in other plant species (e.g. maize®), when LOR activity was markedly higher
than SDH activity, in Coix SDH activity was in general higher (Table II and Fig. 3). Such a
result may be due to the high losses of LOR activity during extraction and purification. The co-
purification observed for both enzymes on the anion exchange chromatography column and
during the ammonium sulphate fractionation (data not shown), suggest that in Coix, LOR and
SDH are also probably present as a bifunctional polypetide, as has been observed for these
enzymes in all other plant species studied so farS. Although a monofunctional SDH has been
reported previously®®, in this study no evidence was found for the presence of such a
monofunctional SDH enzyme protein. However, as for AK and HSDH, further purification and
molecular cloning of the genes are necessary to confirm the existence of the bifunctional
polypeptide LOR-SDH.

Since SDH activity was highly stable during manipulation, an anion exchange partially
purified Coix SDH sample was applied to a non-denaturing acrylamide gel, which was then
stained for SDH activity. One band dependent upon saccharopine was normally observed (Fig.
4), however two other very weak bands appeared in gels when high amounts of protein was
loaded. In this case, the least electronegative band (the predominant one) always accounted
for over 98% of the total SDH activity. Further analysis of the SDH bands of activity was
carried out by running the Coix SDH sample with two partially purified SDH samples isolated
from the developing seeds of maize and rice and the band patterns of all three plant species
was compared (Fig. 5). As observed in Fig. 4, the Coix sample analysed exhibited one band of
SDH activity (Fig. 5[c]), whereas the rice sample exhibited 4-5 bands of SDH activity (Fig. 5
[b]), confirming the presence of muitimeric forms of SDH in rice’’. Based on the relative
mobility of the bands of activity, the two weak SDH bands of Coix ran to about the same
position as the most electronegative band of rice SDH band (Fig. 5[b]). Although maize
exhibited one major band, in a similar manner to Coix (Fig. 5[a]), the Coix band did not run to
same position as that of maize, nor to the same position of any of the rice SDH bands.
Unfortunately, LOR activity was strongly reduced in the Coix samples used, otherwise the gels
could have also been stained for LOR activity and the presence of monofunctional and
bifunctional isoenzymes of SDH, could have been confirmed.

Kinetics analysis was also carried out on the SDH sample used for activity staining. The
K, for saccharopine of SDH was determined as 0.143 mM, whereas the K, for NAD was 0.531
mM. These results are similar to those observed for SDH purified from rice®? and maize3..
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CONCLUSIONS

Coix is a plant species which is gaining importance as a crop in some countries, and
although it is a gramineae related to maize, some aspects related to the enzymes of lysine
metabolism have been shown to be different for this plant species. Particularly important is
the clear and unique data suggesting that the threonine-sensitive AK isoenzyme is
predominant in the seed, exhibiting different chromatographic properties from those shown
for other cereals. The implication of such a result may be related to the relative flux of carbon
through the pathway leading to the synthesis of either threonine or lysine. It appears that the
catabolism of lysine in Coix is very similar to that of other cereal crops. Further investigation
involving the quantification of both soluble and protein lysine and threonine in the Coix seeds,
may help to improve our understanding of the regulatory aspects of the pathway in this plant

species.
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Table I Activity of AK, HSDH, LOR and SDH in different tissues of Coix. The effect of the
amino acids lysine (Lys) and threonine (Thr) were tested separately and in combination (LT)

on AK activity, whereas threonine was tested on HSDH activity.

Table II Activity of AK, HSDH, LOR and SDH in Coix developing endosperms. The effect of
the amino acids lysine (Lys) and threonine (Thr) were tested separately and in combination

(LT) on AK activity, whereas threonine was tested on HSDH activity.

Figure 1 AK elution profiles from a FFQ-Sepharose column. In (a), AK activity (O) was
eluted with a KCi step-wise sequence (0-100, 100-200, 200-300, 300-400 and 400-500
mM). In (b), AK activity (O) was eluted with a KCl linear gradient (0-500 mM). Each fraction
of activity was tested in the presence of 5 mM L-threonine (W), 5 mM L-lysine () and 5 mM
L-lysine plus 5 mM I-threonine (A). Activity expressed in nmol. mg™

protein.

Figure 2 HSDH elution profiles from a FFQ-Sepharose column. In (a), HSDH activity (O) was
eluted with a KCl step-wise sequence (0-100, 100-200, 200-300, 300-400 and 400-500
mM). In (b), HSDH activity (O) was eluted with a KCI linear gradient (0-500 mM). Each
fraction of activity was also tested in the presence of 5 mM L-threonine (m). Activity

expressed in nmol. mg !protein.

Figure 3 LOR and SDH elution profiles from a DEAE-Sephacel column. LOR (O) and SDH (m)
activities were eluted with a KCI linear gradient (0-500 mM). LOR and SDH activities were

-1

expressed in nmol NADPH min'. mgprotein and nmol NAD min! . mg?! protein,

respectively.
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Figure 4 Activity staining of SDH. Partially purified SDH from the anion exchange
chromatography step was applied to non-denaturing 7% gels and stained for SDH activity.
Lane a, SDH activity staining in which the substrate, saccharopine, was excluded from the

reaction mixture. Lane b, stained for SDH activity.

Figure 5 SDH activity staining in non-denaturing PAGE. SDH activity containg extracts

partially purified from maize (lane a), rice (lane b) and Coix (lane c) were applied to non-

denaturing 7% gels and stained for SDH activity.
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Abstract—The Ask/-LT19 mutant of maize, which contains a lysine insensitive aspartate kinase was repeatedly
backerossed to the mutant opague-2 and its wild type counterpart, the inbred line Cat100-1. Aspartate kinase was
partially purified and characterized from seedlings, anthers and 20- to 25-day old endosperm tissue isolated from the
wild type and Ask/-LT19 mutant. In addition, aspartate kinase was also characterized from 20- to 25-day old
endosperms isolated from the opague-2 mutant and the double mutant Askl-LT19/opague-2. No major variation was
detected in the sensitivity of aspartate kinase to feedback inhibition by threonine in the three tissues of all the
genotypes tested. On the other hand, there was clear evidence of a reduction in sensitivity of aspartate kinase to
inhibition by lysine, when the wild type was compared with the A4sk7-LT19 mutant. The reductions in lysine
sensitivity in the Ask7-LT19 seedlings, anthers and endosperm were 37, 41 and 25%, respectively. When the opague-2
mutant was compared with the double mutant AskI-LT19/opague-2, there was a 54% reduction in the sensitivity of
the double mutant endosperm aspartate kinase to lysine. The data suggest that the gene encoding the lysine-sensitive

aspartate kinase (4sk1) may be regulated by the opaque-2 mutation in maize.

INTRODUCTION

The seeds of cereals are nutritionally deficient in certain
amino acids. The goal of improving the nutritive value of
cereals and elucidating the molecular mechanisms that
regulate the synthesis of these amino acids has led to an
examination of a range of genotypes and mutants for
altered regulatory mechanisms. Aspartic acid serves as
a common precursor of several nutritionally essential
amino acids, including lysine, threonine, methionine and
isoleucine, with most of the enzymes required for their
synthesis being localized in the chloroplasts of higher
plants [1]. Multiple forms of the enzymes that catalyse
identical chemical reactions have been identified, purified
and characterized in many organisms {2-7]. These isoen-
zymes, which exhibit differences in their regulatory or
catalytic properties, are of particular interest due to their
potential involvement in the regulation of specific path-
ways. Aspartate kinase (EC 2.7.2.4) is the first enzyme of
the aspartic acid metabolic pathway. Different isoen-
zymic forms of the enzyme showing inhibition by lysine,
threonine and lysine plus S-adenosylmethionine have
been identified in higher plants {4, 6-9]. In maize cell
cultures, the threonine-sensitive aspartate kinase isoen-

tAuthor to whom correspondence should be addressed.

zyme and the threonine-sensitive homoserine dehydro-
genase (EC 1.1.1.3) co-purified {107, and a bifunctional
protein showing both aspartate kinase and homoserine
dehydrogenase activities, have been observed in carrot
[11], soybean [12], Arabidopsis thaliana [13] and maize
[14].

The growth of cell cultures and seedlings of many
plants can be inhibited by the combined action of amino
acid end products, or their analogues, due to feedback
inhibition at one or more steps in the aspartic acid
metabolic pathway [15, 16]. Mutants showing resistance
to the inhibition caused by lysine and threonine have
been shown to accumulate high concentrations of soluble
threonine [17], whereas mutants resistant to S-2-
aminoethyl-L-cysteine do not always lead to the over-
production of lysine [16, 18). In barley, lysine plus
threonine resistant mutants, contained altered forms of
aspartate kinase isoenzymes, that were less sensitive to
lysine feedback inhibition [19, 20]. In Nicotiana sylves-
tris, one lysine plus threonine-resistant mutant exhibited
overproduction of soluble threonine in leaves and seeds
associated with an aspartate kinase less sensitive to feed-
back inhibition by lysine {21]. In maize mutants resistant
to lysine plus threonine inhibition {17, 22], iscenzymes of
aspartate kinase extracted from ears and cell cultures
have been shown to be altered in their sensitivity to lysine
{23]. The maize mutant used in this study was originally
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designated as Ler*7 [15, 17]. It has since been renamed
as AskI-LT19 and has been shown to contain a lysine-
insensitive aspartate kinase due to a mutation in the Ask/
gene [23]. The Ask] gene, which is the structural gene for
one of the aspartate kinase isoenzymes sensitive to lysine
in maize, has been mapped on the short arm of chromo-
some 7 at 10.6 centimorgans from the opaque-2 gene and
shown to be reguiated by the opagque-2 gene, when sol-
uble and total amino acids were analysed [24]. Further-
more, it was observed that the Ask/-LT19 mutation
intensified the effects of the opaque-2 mutation on storage
protein synthesis in maize endosperm [24].

The opaque-2 mutation is regulated by a well charac-
terized endosperm gene, which in its recessive form
(0202) reduced the zein content of the endosperm by up
to 70% [25, 26]. The reduction of zein synthesis in the
opaque-2 endosperm caused an accumulation of the sol-
uble protein fraction including albumins, giobulins, glu-
telins and soluble amino acids, which led to an increase in
the total level of lysine {27, 28]. Furthermore, the activity
of lysine-ketoglutarate reductase, the first enzyme in the
catabolism of lysine, was greatly reduced in activity in the
endosperm tissue of opague-2 [29, 30] and may have
been under the control of the opaque-2 gene. Therefore,
we have used the opaque-2 mutant to examine the effect
of combination with the Ask/-LT19 mutant on the regu-
lation of aspartate kinase activity.

In the present paper, we have determined the distribu-
tion of aspartate kinase activity during endosperm devel-
opment. The enzyme has been partially purified and the
feedback regulation by lysine and threonine examined
in seedlings, anthers and endosperms of wild type
(Ask1Ask1/0202), Askl-LT19 (ASK1ASK1/0202),
opaque-2 (AsklAsk1/0202) single mutants and the double
mutant Ask!-LT19/opaque-2 (ASK1ASK1/0202).

RESULTS

Aspartate kinase was extracted from developing seeds,
and a peak of maximum activity was detected ca 20-25
days after pollination for the inbred line Cat100-1. Both
threonine and lysine alone, or in combination, inhibited
the activity of the enzyme, with lysine showing the high-
est inhibitory action (Fig. 1). Developing seeds, 22 days
after pollination, were selected for aspartate kinase ex-
traction for the genotypes tested, since the activity was at
the highest level. Aspartate kinase activity was also deter-
mined in endosperm and scutellum separately, where the
activity detected in the scutellum was 90% higher than
that observed in endosperm (Table 1). The levels of inhi-
bition of aspartate kinase activity caused by threonine
and lysine were slightly different for each tissue. The
inhibition by threonine was higher in the scutellum
(32%), than in endosperm (21 %), while lysine inhibition
was higher in the endosperm (53%) than in the scutellum
@7%).

The extraction of soluble amino acids from anther
spikelets and their identification by TLC, confirmed the
presence of the Ask!-LT19 mutation in the homozygous
dominant form (ASK/ASK!I, which accumulates
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Fig. 1. Distribution of aspartate kinase activity during the de-
velopment of maize endosperm. Asparate kinase activity (O),
aspartate kinase activity in the presence of 5mM lysine (0),
S mM threonine (@) and 5 mM lysine plus 5 mM threonine (A).

threonine and contains a lysine-insensitive aspartate
kinase), and recessive form (AsklAsk/, which does not
accumulate threonine and contains a lysine-sensitive
aspartate kinase). The single mutant AskI-LT19
(ASK1ASK1/0202) accumulates threonine and has
a normal endosperm. The wild type (Ask/Ask1/0202)
does not accumulate threonine and has a normal endo-
sperm. The double mutant Askl-LT19/opaque-2
(ASK1ASK1/0202) accumulates threonine and has an
opaque-2 endosperm. The single mutant opaque-2
(AsklAsk1/0202) does not accumulate threonine and has
an opaque-2 endosperm.

Table 2 shows the results obtained in seedlings when
aspartate kinase activity was determined in the wild type
and in the Ask/-LT19 mutant. The activity of aspartate
kinase was only slightly higher in the single mutant than
in the wild type seedlings, but variation in the inhibition
caused by lysine was observed. Lysine (5 mM) caused
a 65% inhibition of aspartate kinase activity in the wild
type, while the same concentration of lysine only inhib-
ited aspartate kinase activity by 41% in the AskZ-LT19
mutant. Threonine, on the other hand, did not show any
variation, causing identical levels of inhibition of aspar-
tate kinase activity in the two genotypes tested. The
combined action of lysine and threonine showed a clear
additive effect of inhibition on aspartate kinase activity.
In the Ask/-LT19 mutant, the addition of lysine and
threonine together did not produce as strong an inhibi-
tion of aspartate kinase activity as observed for the wild
type.

The results obtained for aspartate kinase isolated from
anthers (Table 3) were very similar to those obtained for
aspartate kinase extracted from seedlings. However, the
specific activity of aspartate kinase was lower in anthers
than in seedlings. Aspartate kinase extracted from endo-
sperm tissue showed different pattern of inbibition by
lysine and threonine (Table 4). In the endosperm tissue,
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Table 1. The effect of lysine and threonine on aspartate kinase activity extracted from
wild type maize (Cat100-1)

Tissue
Endosperm Scutelium

Treatment Activity*  Inhibition (%) Activity* Inbibition (%)
Control 0.028 - 0.053 —

+ 5 mM threonine  0.022 21 0.036 32

+ 5 mM lysine 0013 53 0.028 47

+ 5 mM lysine

+ 5 mM threonine  0.009 86 0.010 81

*nkatmg~® protein.

Table 2. The effect of lysine and threonine on aspartate kinase activity isolated from
seedlings of wild type maize (Cat100-1) and the Ask/-LT19 mutant

Genotypes
Wild type Ask1-LTI19
AskilAsk1/0202 ASK1ASK1/0202

Treatment Activity*  Inhibition (%) Activity* Inhibition (%)
Control 0.0141 —_ 0.0153 -—

+ 5 mM threonine  0.0097 31 0.0109 29

+ 5 mM lysine 0.0047 65 0.0090 41

+ 5 mM lysine

+ S mM threonine 0.0015 89 0.0067 56

*nkatmg~* protein.

Table 3. The effect of lysine and threonine on aspartate kinase activity isolated from
anthers of wild type maize (Cat100-1) and the Ask/-LT19 mutant

Genotypes
Wild type Askl-LT19
AsklAsk1/0202 ASK1ASK1/0202
Treatment Activity*  Inhibition (%) Activity* Inhibition (%)
Control 0.0111 — 0.0124 —
+ 5mM threonine 0.0074 33 0.0087 30
+ 5 mM lysine 0.0038 66 0.0075 39
+ 5 mM lysine
+ 5mM threonine  0.0010 91 0.0050 60
*nkatmg~! protein.
threonine inhibition was reduced to ca 20%, which was DISCUSSION

lower than the inhibition observed in seedlings and an-
thers.

The inhibition by lysine, on the other hand, was re-
duced by 25% in the endosperm of the single mutant
Aski-LT19 in relation to the wild type and by 54% in the
endosperm of the double mutant in relation to the single
opaque-2 mutant.

The extraction of high concentrations of soluble
threonine from anther spikelets, identified by TLC separa-
tion, has proved to be a reliable indicator of the presence
of the Ask/-LT19 mutation, since the overproduction of
soluble threonine is the main effect of the altered aspar-
tate kinase on amino acid metabolism [24].
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Table 4. The effect of lysine and threonine on aspartate kinase activity isolated from the endosperm of wild type maize (Cat100-1), the Ask/-LT19 mutant, the opaque-2

mutant and the double mutant

Genotypes

Double mutant
ASKI1ASKI[0o202

Opaque-2
AsklAskifo202

AskI-LT19
ASK1ASK1/0202

Wild type

Askl1Ask1/0202

Inhibition (%) Activity* Inhibition (%) Activity* Inhibition (%) Activity* Inhibition (%)

Activity*

Treatment

0.0305
0.0237
0.0220

0.0265
0.0239
0.0106

0
22
34

0.0331
0.0257
0.0219

0
21

00312

Control

22
28

10

0.0247
0.0171

+ 5 mM threonine
+ 5mM lysine

45

48

0.0158

72

0.0074

56

0.0146

n

+ 5mM lysine

0.0091

+ 5 mM threonine

K. BRENNECKE et al.

*nkatmg ™" protein.
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The results obtained in seedlings, anthers and endo-
sperms showed that lysine was the major inhibitor of
aspartate kinase activity and confirmed the results re-
ported previously by Dotson et al. [23], who analysed
the effect of two mutations, in the Askl and Ask2 genes,
on aspartate kinase isolated and purified from immature
maize ears. Dotson et al. [23] analysed the Ask/-LT19
and Ask2-LT20 mutations in the heterozygous form,
which made analysis difficult, since lysine-sensitive and
insensitive forms of aspartate kinase were present. More-
over, the genetic background and the tissue used were
different, which might have altered the effect of the end
product amino acids on enzyme activity. The reduced
inhibitory effect of lysine on aspartate kinase activity
confirmed that the Ask/ gene encodes one of the isoen-
zymes of lysine-sensitive aspartate kinase in maize. Al-
though Dotson et al. [23] were not able to identify
a threonine-sensitive aspartate kinase, the data presented
in this paper indicate that the inhibition caused by
threonine was not altered in all tissues tested and was
thus independent of the presence of a mutation in the
Ask! gene. Other genes must, therefore, be responsible
for the threonine-sensitive aspartate kinase in maize.

The additive effect on the inhibition of aspartate kinase
by lysine and threonine confirmed the results obtained in
previous reports for maize aspartate kinase [7, 10]. The
reduced inhibition by lysine and threonine observed in
the mutant Ask/-LT19 was due to a reduced sensitivity
of the lysine-sensitive aspartate kinase. Of particular in-
terest is the extent of the reduced inhibitory effect of
lysine in the double mutant (4SKIASK1/0202). This
result indicates that the lysine-sensitive aspartate kinase
isoenzyme coded by the Ask! gene may be regulated by
the opaque-2 gene. This suggestion is also supported by
the effect of lysine on aspartate kinase from the endo-
sperm of the single mutant Ask/-LT19 (ASKIASK!/
0202), in which the reduction of lysine inhibition with
the introduction of the mutated Askl gene was not as
strong (Table 4). These results support, at the enzyme
level, the interaction between the Ask! and opaque-2
genes that was previously proposed, based on the regula-
tory effect of the AskI-LT19 mutation by the opaque-2
mutation, when amino acids (soluble threonine and total
soluble amino acids) and storage protein were analysed
[24]. Moreover, the Ask/ gene was mapped on chromo-
some 7 linked to the opaque-2 gene and possibly linked to
zein polypeptides, which are regulated by the opaque-2
gene [24].

EXPERIMENTAL

Plant material. The maize inbred line Cat100-1 of the
maize collection of the Departamento de Genética,
Universidade Estadual de Campinas and the opague-2
mutant were donated by Dr P. Arruda. The Ask/-LT19
mutant (previously designated Ltr*]) introduced in the
inbred line Cat100-1 was kindly donated by Dr K. A,
Hibberd.

Identification of aspartate kinase activity during seed
development Cat100-1 maize plants were self-pollinated
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and maize ears collected every 5 days and used for
aspartate kinase extraction. Endosperm and scutelium
tissues were sepd and both used for aspartate kinase
extraction.

Identification of the Askl gene. The AskI-LT19 mutant
was backcrossed to near isogenic condition to the maize
mutant opaque-2 of the inbred line Cat100-1 and its wild
type counterpart. Single and double mutants were se-
lected on the basis of endosperm phenotype and accumu-
lation of soluble threonine as detected by TLC. Seeds
from maize ears containing the two single mutations, the
double mutant and the wild type were planted and grown
to maturity. Prior to pollination, the presence of the
Askl-LT19 mutation was detected by the overproduc-
tion of soluble threonine in anther spikelets.

Soluble threonine extraction and TLC. Anther spikelets

were collected from each plant before anthesis and used
for threonine extraction. One anther spikelet from each
plant was homogenized with 30 ul distilled—deionized
H,O in 0.5 ml microfuge tubes using a glass rod. The
homogenates were centrifuged in a microcentrifuge at
16000 rpm and the supernatant used for amino acid
analysis. Aliquots of 5 ul were applied to cellulose TLC
plates. The chromatograms were developed in n-
BuOH-Me,CO-NH,OH (33%, w/v}-H,0 (5:5:2.5:1)
for 90 min. After sepn of the amino acids, the plates were
dried for 3 days at room temp. and sprayed with 0.2%
(w/v) ninhydrin in Me,CO. Threonine (1%, w/v) soln in
H,O was used as a standard to identify the amino acid.
Anthers and immature endosperms (30 days after polli-
nation) for each genotype were harvested and kept at
— 80° for further analysis. Mature seeds were planted
and grown at 24° in a 16:8 hr light:dark period for 10
days and watered at 48 hr intervals. At the end of this
period (seeds normally showing 5 leaves), leaves were
harvested and fr. wt recorded. The leaf samples were
immediately frozen in liquid N, and used for aspartate
kinase extraction.

Enzyme extraction. All procedures were carried out at
4° unless state otherwise. Aspartate kinase was extracted
and partially purified from 10 g tissue for seedlings, ap-
thers, immature endosperms and scutellum. Samples
were ground with liquid N, in an ice-cold pestie and
mortar with 5:1 (v/w) extraction buffer [S0mM
Tris-HCI1 (pH 7.4) with 50 mM KCl, 2 mM lysine, 2 mM
threonine, ImM DTT, 0.1 mM PMSF, 15% (v/v) glycer-
ol and 5% (v/w) insoluble PVP]. The extract was filtered
through several layers of miracloth (Calbiochem) and the
filtrate was centrifuged at 10000 rpm for 30 min. (NH,),
SO, (35-60% satn) was added to the supernatant and the
protein pellet collected by centrifugation at 16000 rpm
for 30 min. Pellets were resuspended and desalted on
Sephadex G25 columns (1.8 x 10 cm) equilibrated with
S0mM Tris-HC1 buffer (pH 7.4) containing 50 mM
KCl, 0.1 mM lysine, 0.1 mM threonine and 10% (v/v)
glycerol.

Aspartate kinase assay. The hydroxamate assay de-
scribed in ref. [31] was used with some modifications.
The assay was performed in 1.5 ml microfuge tubes and
the assay mixt. comprised: 100 ul 250 mM aspartic acid

PHYTO 41-3-E

(pH 7.4); 100 x1 100 mM Tris—HCI (pH 7.4) containing
1mM DTT and 20% (v/v) glycerol; 50 ul 125 mM
MgSO,; 50 ul 200mM ATP (pH 74); 50 ul 4 M hy-
droxylamine (pH 7.4), and 50 pul H,O. The assay was
started by the addition of 100 ul enzyme, incubated at 35°
for 1 hr and terminated by addition of 500 ui of 0.67
M FeCl, containing 0.37 M HCI1 and 20% (w/v) TCA.

The microfuge tubes were centrifuged for 5 min at
16000 rpm to remove pptd protein and the A of the
supernatant read at 505 nm. The extinction coefficient
for DL-aspartic acid hydroxamate at 505nm was
750cm™!M~!. The assay solns were read against
a blank containing all the components minus the substra-
te. Lysine (10 mM) and threonine (10 mM) were added
substituting the H,O component of the assay.

Protein determination. Protein was estimated by the
dye-binding method of ref. [32] supplied as a kit by
Bio-Rad. BSA was used as standard.
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Abstract

The activities of two aspartate kinase (EC 2.7.2.4) isoenzymes that have been partially purified from developing rice seeds, were
studied in the presence of calcium, calmodulin inhibitors, S-adenosylmethionine, S-(2-aminoetyl)-L-cysteine, methionine, valine
and increased salt concentrations. None of the compounds tested was able to produce any significant alteration in threonine-sen-
sitive aspartate kinase activity. On the other hand, the activity of the lysine-sensitive aspartate kinase was slightly increased by
calcium. The increase in activity was not observed when EGTA was added in combination with calcium. S-adenosylmethionine
alone inhibited the activity by 12% and intensified the inhibition caused by lysine. S-(2-aminoethyl)-L-cysteine also inhibited the
activity of aspartate kinase, but not to the same extent of lysine. Methionine and valine stimulated slight increases in activity,
whereas KCI up to 500 mM did not cause any change in aspartate kinase activity. These results with rice aspartate kinase indicate
that lysine-sensitive aspartate kinase is also synergistically inhibited by S-adenosylmethionine, as observed for other plants species.
Although some increase in aspartate kinase activity was observed in the presence of calcium, the magnitude of the alterations was
not sufficient to indicate a regulatory role of calcium on aspartate kinase. © 2000 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Aspartate kinase; Calcium; Lysine; Oriza sativa L.; S-adenosylmethionine; S-(2-aminoethyl)-L-cysteine

1. Introduction

Aspartate kinase (AK), the first enzyme of the
aspartic acid metabolic pathway, which leads to
the synthesis of lysine, threonine, methionine and
isoleucine, has been studied in several plant species
[1]. The purification of AK has shown that at least
two isoenzymes can be separated by ion exchange
chromatography [2]. The predominant AK is the
lysine feedback inhibited isoenzyme (AK-Lys) [1],
whereas a threonine-sensitive isoenzyme (AK-Thr)
represents the major isoform in a smaller number

Abbreviations: AEC, S-(2-aminoethyl)-L-cysteine; AK, aspartate
kinase; SAM, S-adenosylmethionine.

* Corresponding author. Fax: + 55-19-433-6706.

E-mail address: raazeved@carpa.ciagri.usp.br (R.A. Azevedo)

of plant species [3—5]. Both AK isoenzymes have
been characterized in detail in a range of plants
[6—10]. The AK-Thr isoenzyme was shown to be
part of a bifunctional protein with homoserine
dehydrogenase (HSDH; EC 1.1.1.3) in maize [11-
13], carrot [14] and rice [10]. In addition, the
enzymes lysine 2-oxoglutarate reductase (LOR;
EC 1.5.1.8) and saccharopine dehydrogenase
(SDH; EC 1.5.1.9), which are involved in the
metabolism of lysine, have also been shown to be
bifunctional polypeptides [15,16].

Certain aspects of AK regulation by intermedi-
ates of the aspartate pathway as well as other
compounds, have been studied in some plant spe-
cies. The synergistic feedback inhibition of AK-
Lys by S-adenosylmethionine (SAM) has been

0168-9452/00/$ - see front matter © 2000 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
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reported in plants [6,17). The opaque-2 maize
gene has been shown to influence the expression
of AK-Lys in maize endosperm [18-20]. A regu-
latory role for calcium and calmodulin on AK
activity isolated from spinach leaves has also
been proposed [21], however such a mechanism
was not observed in other plants species such as
carrot [22] and maize [23].

In this paper we have tested two AK isoen-
zymes, AK-Lys and AK-Thr, isolated and
purified from developing rice seeds [10], in the
presence of calcium, EGTA, calmodulin in-
hibitors,  S-(2-aminoethyl)-L-cysteine (AEC),
SAM, methionine, valine and KCl.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

The IAC-165 upland rice variety (Oriza sativa
L.) donated by Dr Akihiko Ando (Departamento
de Genética, Escola Superior de Agricultura
‘Luiz de Queiroz’, Universidade de Sdo Paulo)
was used for the purification of AK isoenzymes.

2.2. Partial purification of AK

Rice plants were grown in the field of the De-
partamento de Genética, Escola Superior de
Agricultura ‘Luiz de Queiroz’, Universidade de
Sdo Paulo, during the 1997-1998 summer sea-
son. Immature rice seeds (milky stage) were har-
vested directly into liquid nitrogen and used for
enzyme extraction at 4°C. AK was extracted in 3
volumes of 50 mM Tris—HCl (pH 7.4) buffer
containing 200 mM KCl, 0.1 mM PMSF, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, 2 mM L-lysine, 2 mM L-
threonine, 10% (v/v) glycerol and 5% (w/v) PVPP
(buffer A). The homogenate was filtered through
gauze, centrifuged at 15000 x g for 30 min to
remove cell debris from the extract and the su-
pernatant adjusted to 20% ammonium sulphate
saturation by gently stirring for 30 min. The sus-
pension was centrifuged at 15000 x g for 30 min
and the supernatant brought to 50% ammonium
sulphate saturation by gently stirring for 30 min.
Precipitated protein recovered by centrifugation
at 15000 x g for 30 min, was dissolved in a small
volume of 25 mM Tris—HCl (pH 7.4) buffer con-
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taining 1 mM DTT, 0.1 mM L-lysine, 0.1 mM
L-threonine and 10% (v/v) glycerol (buffer B),
and loaded to a Sephadex G25 column (2.6 x 30
cm) equilibrated in buffer B and run under grav-
ity. The desalted sample was applied at a flow
rate of 1 ml/min to a Fast Flow Q Sepharose
column (2.6 x 15 cm) equilibrated in buffer B
containing 100 mM KCl. A linear gradient from
100-350 mM (300 ml total volume; flow rate 1
ml/min) was applied and 4 ml samples collected
and used for the determination of AK activity in
the presence of 5 mM L-lysine, 5 mM L-
threonine and control (without lysine or
threonine). Two AK peaks that partially over-
lapped, as described by Teixeira et al. [10], were
eluted and two fractions of AK activity (not in
the overlapping area), one from the AK-Thr
peak (first peak in the elution order) and the
other from the AK-Lys peak (second peak in the
elution order) were used for the analyses.

2.3. AK assay

The hydroxamate assay for AK activity was
used, exactly as described by Teixeira et al. [10].

2.4. Effect of calcium, calmodulin inhibitors and
KCl concentration on AK activity

AK-Lys and AK-Thr activities were deter-
mined in the presence of 1.6 mM calcium
(CaCl), 1.6 mM EGTA, 1.6 mM calcium plus
1.6 mM EGTA, 2 puM calmidazolium and 50
pg/ml compound 48/80. Varying concentrations
of KCl (0, 100, 200, 300, 400 and 500 mM,
adjusted to final concentration in the assay) were
also tested on AK activity. Blanks with and with-
out the compounds being tested were included. A
negative control lacking the substrate (aspartic
acid) was also assayed on each occasion.

2.5. Effect of methionine, valine, AEC and SAM
on AK activity

AK-Thr activity was determined in the pres-
ence of 1-5 mM L-methionine, 1-5 mM L-va-
line, 1-5 mM AEC, 0.2-1 mM SAM and 1 mM
SAM plus 5 mM L-threonine, while AK-Lys ac-
tivity was determined in the presence of 1-5 mM
L-methionine, 1-5 mM L-valine, 1-5 mM AEC,
0.2-1 mM SAM and 1 mM SAM plus 5 mM
L-lysine.
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2.6. Protein assay

The determination of protein concentration was
carried out by the method of Bradford [24]. BSA
was used as the standard.
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Fig. 1. Properties of rice seed AK separated by chromatogra-
phy on Fast Flow Q-Sepharose. Two fractions, representing
AK-Thr (A) and AK-Lys (B) were selected and tested sepa-
rately in the presence of 1, 2 and 5 mM of lysine (O),
threonine (), lysine plus threonine (A), AEC (V), methion-
ine (O) and valine (). AK specific activity is expressed in
nkat/mg protein.
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3. Results

Two peaks of rice AK activity were eluted from
an anion exchange chromatography column and
tested in the presence of lysine and threonine. The
first peak in the elution order was strongly inhib-
ited by threonine, while the second peak was
inhibited by lysine. The fraction of AK-Thr (peak
1) selected was inhibited by 73, 95 and 96% by 1,
2 and 5 mM threonine, respectively, and 4% by 5
mM lysine (Fig. 1A), while the fraction of AK-Lys
(peak 2) selected was inhibited by 80, 90 and 88%
by 1, 2 and 5 mM lysine, respectively, and acti-
vated by 3.5% by 5 mM threonine (Fig. 1B).

The addition of AEC from 1 to 5 mM did not
affect AK-Thr (Fig. 1A), but on the other hand
was able to inhibit AK-Lys activity by 65.4% (5
mM AEC), although to a lesser extent than lysine
at the same concentration (88%) (Fig. 1B).

Methionine and valine had a similar effect on
both isoenzymes of AK. Small increases in AK-
Thr activity were obtained with methionine and
valine at all concentrations tested (3.2 and 2.7% at
5 mM, respectively) (Fig. 1A), while higher levels
of AK-Lys activity were observed in response to
the addition of increasing concentrations of me-
thionine and valine (10 and 16.7% at 5 mM,
respectively) (Fig. 1B).

The addition of SAM to the AK assay did not
alter AK-Thr activity or produce any synergistic
or additive effect when added in combination with
5 mM threonine (Fig. 2A). However, SAM alone
produced an inhibition of the AK-Lys isoenzyme
by around 12% at all concentrations tested (0.2,
0.5 and 1 mM), whereas when added to the assay
mixture at 1 mM in combination with 5 mM lysine
the inhibition of the AK-Lys isoenzyme was inten-
sified (94.7%) (Fig. 2B), when compared to the
inhibition caused by lysine alone at 5 mM (88%)
(Fig. 1B).

Salt concentration has been shown to stimulate
LOR activity in maize endosperm [16]. The effect
of salt concentration on AK activity was also
tested. Increasing concentrations of KCl in the
assay mixture did not affect either isoenzyme of
AK (Fig. 3).

When AK isoenzymes were assayed in the pres-
ence of 1.6 mM EGTA, the AK-Thr activity was
unaffected (Fig. 4A), while AK-Lys activity was
slightly reduced (2.3%) (Fig. 4B). The addition of
1.6 mM calcium and 1.6 mM EGTA together did
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Fig. 2. Properties of rice seed AK separated by chromatogra-
phy on Fast Flow Q-Sepharose. Two fractions, representing
AK-Thr (A) and AK-Lys (B) were selected and tested sepa-
rately in the presence of 0.2, 0.5 and 1 mM of SAM (0O), 1
mM SAM plus 5 mM threonine (M) in (A), and 1 mM SAM
plus 5 mM lysine (A) in (B). AK specific activity is expressed
in nkat/mg protein.

08 1,0

not produce any significant variation in AK-Thr
activity (Fig. 4A), while an inhibition of 3.8% of
AK-Lys was observed (Fig. 4B). The addition of
1.6 mM calcium alone led to an increase of 2.3%
on the AK-Thr activity (Fig. 4A), however, the
same concentration of calcium produced a greater
increase in AK-Lys activity (8.2%) (Fig. 4B). The
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addition of two calmodulin inhibitors, calmida-
zolium and compound 48/50 did not result in any
significant alteration in the activity of either AK

isoenzyme (Fig. 4).

4. Discussion

In rice two AK isoenzymes have been recently
isolated, partially purified and some regulatory
properties studied [10]. These two isoenzymes have
been characterized as sensitive to threonine (AK-
Thr) and sensitive to lysine inhibition (AK-Lys).
The effect produced by several different com-
pounds of the aspartic acid metabolic pathway, as
well as many others not directly involved in the
pathway, have been investigated [1]. In the case of
rice AK, very little is known.

Amino acids and their analogues have been used
as selective agents to select regulatory mutants of
the aspartate pathway [25-34]. AEC, which can
be incorporated into proteins in place of lysine
[25], has been used to select mutants with altered
AK and/or dihydrodipicolinate  synthase
(DHDPS, EC 4.2.1.52), however most of the mu-
tants have been poorly characterized in relation to
the regulatory propertiess of AK or DHDPS
[27,29-31]. The fractions taken from the two AK
peaks eluted from a Fast Flow Q-Sepharose
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Fig. 3. Effect of KCl on the activity of rice seed AK. AK-Thr
(®) and AK-Lys (O) separated by Fast Flow Q-Sepharose
chromatography.
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Fig. 4. The effect of calcium antagonists on rice seed AK
separated by chromatography on Fast Flow Q-Sepharose.
Two fractions, representing AK-Thr (A) and AK-Lys (B)
were selected and tested separately. Control (1), control minus
aspartic acid (2), plus 1.6 mM calcium (3), plus 1.6 mM
EGTA (4), plus 1.6 mM EGTA plus calcium (5), plus 2 pM
calmidazolium (6), plus 50 pg/ml compound 48/80 (7).

column were characterized as AK-Thr and AK-
Lys, based on the inhibitory effects of threonine
and lysine (Fig. 1). The results clearly showed that
the AK-Thr was not affected by AEC, whereas the
AK-Lys isoenzyme was inhibited by AEC, but not
to the same extent as obtained with any concentra-
tion of lysine tested. This result is interesting, since
AEC can inhibit growth, but at much lower con-
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centrations than that needed for lysine [27]. AEC
can inhibit DHDPS activity [34], a process that
requires higher concentrations of lysine, and can
substitute to a limited extent for lysine as a sub-
strate for rice lysine 2-oxoglutarate reductase
(LOR, EC 1.5.1.8) (unpublished results).

Methionine, another amino acid derived from
aspartic acid, did not exhibit any effect on rice
AK-Thr activity, with the same result also ob-
served for valine, both being amino acids tested at
various concentrations (Fig. 1A). The stimulation
of AK-Lys activity by methionine and valine (Fig.
1B) is difficult to explain. The effect of methionine
on AK activity has been studied in some plants [1],
however the results varied considerably. Henke
and Wahnbaeck [35] observed that methionine did
not inhibit AK activity from maize endosperm,
confirming the results observed previously by
Bryan et al. [36] for the enzyme extracted from
maize seedlings. In barley, Shewry and Miflin [37]
first proposed a concerted inhibition of AK by
lysine and methionine, whereas in pea an inhibi-
tion of 10% of AK activity was observed [38].
Yamada et al. [39] reported that AK isolated from
carrot cell cultures was not inhibited by methion-
ine alone or in combination with lysine. It appears
that the effect of methionine on AK activity is
dependent upon plant species and plant tissue, and
the present data does not establish a pattern. The
increase in activity caused by valine (Fig. 1) confi-
rms the previous report by Bryan et al. [36], who
observed a stimulation of maize AK activity. The
significance of these results are also difficult to
envisage, since valine is not directly involved in the
metabolism of the aspartic acid pathway.

The role of SAM in regulating aspartic acid
pathway enzymes has been investigated in some
plant species [6,17,40,41]. Rognes et al. [17] re-
ported that SAM exhibited a synergistic effect on
lysine inhibition of AK activity from barley and
also when tested alone. In maize Azevedo et al. [6]
observed that SAM alone could slightly inhibit
AK-Lys and in a synergistic way with lysine. In
Arabidopsis the inhibition of AK activity by lysine
was enhanced by low concentrations of SAM, and
although SAM did not exhibit any effect on AK
activity alone at low concentrations, at concentra-
tions higher than 0.4 mM, SAM stimulated AK
activity [41]. Previously the stimulatory effect of
SAM on the activity of an enzyme of the aspartic
acid metabolic pathway has only been observed
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for threonine synthase (TS; EC 4.2.99.2) [40,42].
However, the synergistic inhibitory effect of SAM
with lysine on AK activity has been a common
feature in plants [6,17,26,43]. The results observed
for rice AK isoenzymes (Fig. 2) are consistent with
the previous data obtained for maize [6], suggest-
ing a high similarity between maize and rice AK
isoenzymes.

The modulation of AK activity by calcium and
calmodulin inhibitors have been previously investi-
gated in spinach [21], carrot [22], maize [23], barley
[44] and chickpea [45]. Sane et al. [21] suggested
that calcium and calmodulin could modulate AK
activity from spinach leaves. In another report,
Kochhar et al. [46] proposed that calmodulin was
a subunit of the AK-Lys of spinach leaves. Re-
cently, Kochhar et al. [47] reported that AK-Lys
from spinach leaves exhibited an apparent molecu-
lar mass of 280 kDa, with 4 large (53 kDa) and 4
small (17 kDa) subunits. The large subunit activity
could be stimulated more than 2-fold by the addi-
tion of the small subunit, which was characterized
as identical to calmodulin [47]. These results ob-
served in spinach do not agree with those from
highly purified carrot [22] and maize [23] AK
isoenzymes, in which no evidence was obtained to
support a regulatory role for calmodulin or cal-
cium in relation to AK activity. Kemper et al. [16]
demonstrated that maize LOR, an enzyme in-
volved in lysine catabolism, is modulated by cal-
cium. LOR from tobacco has also been shown to
be modulated by calcium and protein phosphory-
lation [48]. The results for rice AK isoenzymes
clearly show that the isoenzyme AK-Thr is not
regulated by calcium (Fig. 4). The rice AK-Lys
showed a slight increase in activity in the presence
of 1.6 mM calcium, which was lost by the addition
of EGTA to the assay mixture. It is difficult to
support a regulatory role for calcium on rice AK-
Lys, when compared to the results reported for
spinach AK, in which more than 2-fold stimula-
tion was determined [47]. In maize, LOR activity
was not altered by the addition of calcium alone,
but the addition of EGTA led to a 3-fold reduc-
tion in enzyme activity [16]. LOR activity was
completely restored when calcium was added to
the assay medium, clearly demonstrating the im-
portance of calcium [16]. Furthermore, the use of
calmodulin inhibitors, prevented the calcium en-
hancement of LOR. For rice AK isoenzymes the
use of calmodulin inhibitors did not produce any
changes in activity (Fig. 4).
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Kemper et al. [16] also demonstrated that LOR
activity in maize seeds is activated by high salt
concentrations. During the purification procedure
of the rice AK isoenzymes an anion exchange
chromatography column was used in which the
concentration of KCl was increased considerably.
This could, if one of the AK isoenzymes was
activated by high ionic strength, lead to misinter-
pretation of the individual properties of the rice
enzymes. In rice, AK isoenzymes did not exhibit
alterations in activity (Fig. 3) indicating that they
are not activated by salt concentration.
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4. DISCUSSAO

A via do acido aspartico resulta na sintese de aminodcidos importantes para a dieta
humana e dos animais. Desses, destacam-se a lisina, a treonina e a metionina. Estudos vém
sendo conduzidos com o objetivo de melhorar a quantidade desses aminoacidos nas
sementes dos cereais. Deste modo, as enzimas da via do aspartato sdo fatores chave na
manipulacdo de vérias espécies de plantas, com a finalidade de aumentar o contelido

nutricional dos principais cereais como: milho, arroz, Coix, cevada, entre outros.

Vérias enzimas fazem parte do metabolismo e do catabolismo da via metabdlica do
acido aspartico, entre elas, as principais s@o: Aspartato quinase (AK), Homoserina
desidrogenase (HSDH), Lisina oxoglutarato redutase (LOR) e Sacaropina desidrogenase
(SDH).

Nosso trabalho inicialmente foi realizado com o cereal Coix. Tal escolha se deve ao fato
deste cereal ser muito semelhante ao milho, facilitando assim os estudos que envolve as
principais enzimas da via do acido aspartico.

Foram utilizados trés tecidos para definir em qual deles a recuperagédo da atividade das
enzimas era mais intensa. Os experimentos foram conduzidos com tecidos de folha, raiz e
semente. Inicialmente trabalhou-se com as enzimas AK e HSDH cuja a atividade detectada
nas sementes (endosperma) foi a que exibiu maior atividade especifica, 66% maior do que
nas folhas e 86% maior em relagdo & atividade recuperada em raizes, resultados
semelhantes a outros cereais como arroz (Teixeira et al., 1998) e mitho (Azevedo et al.,
1992).

De todos os tecidos analisados, a semente demonstrou ser o melhor material bioldgico
para recuperagdo e purificagdo das enzimas, fato jé esperado uma vez que a semente é a
fonte de armazenamento de nutrientes da planta.

O isolamento das enzimas foi feito em diferentes estagios de desenvolvimento da
semente com a finalidade de se verificar em qual deles a recuperagdo das enzimas era
maior. O resultado do experimento mostrou que atividade especifica da AK pbode ser
detectada em 3 dos 5 estagios analisados. Apenas os dois Ultimos estagios, 4 e 5, ndo
apresentaram nenhuma atividade, sendo o estdgio 2 o de maior atividade para todas as
enzimas (Tab. II, pag. 42). Deste modo, este estagio foi usado para purificacdo e
caracterizagao de todas as enzimas.

Os experimentos realizados para verificar a atividade da enzima HSDH, mostraram

também que esta enzima pdde ser detectada em 3 dos 5 estagios analisados, sendo que, os
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Os experimentos realizados para verificar a atividade da enzima HSDH, mostraram
também que esta enzima pOde ser detectada em 3 dos 5 estdgios analisados, sendo que,
os estagios 1 e 2 apresentaram maior atividade (Tab. II pag. 42). Em termos percentuais
esses dois estagios apresentaram maior atividade que os estagios 3 e 4, ja que o efeito
inibitério do aminoacido treonina (5mM) foi praticamente o mesmo nos dois estagios com
baixa inibicdo. Os resultados apresentados nesses experimentos sugerem que a presenga
das enzimas AK e HSDH foi detectada no inicio do desenvolvimento da maturacdo da
semente.

Essa variacdo na distribuicdo das enzimas depende do tecido e do estdgio de
crescimento da planta, onde as enzimas sdao predominantes em tecidos de crescimento
rapido como o caso do endosperma (Lea et al., 1979; Bryan, 1990). Por outro lado
poderiamos esperar que a atividade nas folhas fosse também maior, uma vez que é
conhecida a localizagdo das duas enzimas nos cloroplastos das plantas (Bryan et al.,
1977). A baixa atividade encontrada nos dois tecidos de folha e raiz pode ser atribuida a
alta taxa de oxidagdo ocorrida no processo de extragdo, levando em consideragdo a baixa
atividade que normalmente ocorre nestes tecidos.

Para as enzimas LOR e SDH, as atividades foram recuperadas em sementes, ou
seja, no endosperma. Isto tem sido demonstrado em publicagdes anteriores, onde a
enzima LOR é muito ativa em endosperma de milho em desenvolvimento (Arruda et al.,
1983; Gongalves-Butruille et al., 1996) e em arroz (Gaziola et al., 1997). Por outro lado,
Lima (1999) verificou atividade das enzimas LOR/SDH em outros tecidos de feijdo
(Phaseolus vulgaris).

Estudos relacionados com a enzima AK envolvendo linhagens mutantes de milho
opaco-2, culminou na distribuicdo da atividade da enzima AK durante o desenvolvimento
do endosperma da semente. A enzima foi parcialmente purificada e a regulagdo por
retroinibicdo por lisina e treonina analisada em plantulas, anteras e endosperma do tipo
selvagem e no mutante simples e duplo. (Tépico discutido mais adiante).

A atividade maxima da enzima AK nas sementes de milho foi atingida apés 25 dias
da polinizacdo. Um alto efeito inibitério foi observado mediante tratamento com lisina nos
trés tecidos analisados, (plantula, anteras e endosperma) comparados com treonina ou
em combinagdo.

A concentracgdo de lisina no mutante opaco-2 é alta, como conseqiiéncia da baixa
atividade, ou a reduzida quantidade das enzimas LOR/SDH (Kemper et al., 1999). Um

aspecto interessante ocorre em arroz onde o acimulo de lisina normalmente € maior do
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Assim, distintas isoenzimas mostraram retroinibigdo por lisina, treonina ou sinergisticamente
por lisina e seus analogos.

Os tratamentos feitos com lisina e treonina indicaram a presenca de duas isoenzimas
reguladas de maneira independente por cada um desses aminoacidos, nas sementes e
folhas. O padrdo de inibicdo da atividade da AK com relagdo aos aminoécidos lisina e
treonina mostra normalmente uma inibi¢do por lisina em plantas. Em Coix isto, entretanto,
isto ndo ocorreu, o aminodcido treonina inibiu a atividade da AK mais efetivamente do que a
lisina (Tab. I e II, pag. 41 e 42). Em geral, a isoenzima sensivel a lisina corresponde a 80%
do total da atividade de AK em todas as plantas testadas até o momento (Azevedo et al.,
1997). No nosso caso, esse resultado foi surpreendente sendo confirmado quando foi feito a
purificagdo parcial das isoenzimas demonstrando que AK sensivel a treonina, teve uma aita
atividade de HSDH, que também era sensivel a treonina (Tab. II pag. 42). Estes dados
sugerem que pode haver duas isoenzimas de HSDH presentes em Coix, uma sensivel a
treonina, e a outra resistente a inibigdo por treonina, que fazem parte de um polipeptideo
bifuncional. A grande maioria das plantas estudadas apresenta duas isoformas de HSDH,
uma sensivel e a outra resistente a inibigdo por treonina. Em arroz, o padrdo de inibigdo
obtido indica a existéncia de uma isoenzima sensivel a inibigdo por treonina, que é capaz de
inibir cerca de 40 a 60% da atividade especifica. O restante da atividade ndo inibida por
treonina foi atribuido a uma isoforma resistente (Teixeira et al., 1998). Em milho a isoforma
resistente representa cerca de 20% da atividade total da HSDH, e o restante fica por conta
da isoforma sensivel a treonina (Di Camelli e Bryan, 1975). E sabido que a maior parte da
atividade de HSDH encontrada em plantas pode ser atribuida a isoforma sensivel a treonina.

A precipitacdo de proteinas através de fracionamento com sais basicos ainda é o
método mais comumente utilizado. A proteina precipitada, usualmente mantém suas
caracteristicas e sua atividade especifica recuperada quando o “pellet” do precipitado é
redissolvido. Além disso, esses sais podem estabilizar as proteinas contra desnaturagdo por
agentes proteoliticos como também evitar contaminagdo bacteriana. O mais empregado para
este fim é o sulfato de amonio sendo usado como primeiro passo de purificagdo e também
para concentrar as proteinas durante esse processo. O fracionamento foi feito a partir do
extrato bruto, inicialmente com duas seqiiéncias de concentragbes de sulfato de aménio
para determinar a concentragdo tima. Sendo assim, para Coix as enzimas AK/HSDH
puderam ser melhor recuperadas do “pellet” precipitado na concentragdo que variou entre
40-60% de saturacdo, isto representou 87,8% da atividade total da enzima. A faixa de
saturacdo que correspondeu ao fracionamento de 40-60% com suifato de aménio foi usada
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nos experimentos de purificagdo. Resuitados semelhantes foram encontrados em cenoura
(Relton et al., 1988) e em milho (Azevedo et al., 1992a).

A purificagao parcial das enzimas ficou limitada ao processo de cromatografia de troca-
idbnica, com excegdo da enzima LOR, a qual se mostrou bastante instdvel ao processo de
precipitagdo com sulfato de amoénio, mesmo apds mudangas nos sistemas de tampbes. Isto
parece ser caracteristico de Coix, uma vez que estas enzimas sdo bem purificadas em outras
espécies de plantas (Azevedo et al., 1997).

Os experimentos com cromatografia de troca i6nica utilizando o processo de "step-
wise" revelaram que toda a atividade da AK foi eluida da coluna na concentragdo de 200-300
mM de KC|, e nenhuma atividade foi encontrada nas demais concentracbes. A coluna foi
lavada com 1 M de KCI, de maneira que toda a proteina remanescente foi retirada e as
fracOes testadas, ndo se encontrando nenhuma atividade da AK, confirmando que todas as
unidades da enzima foram retiradas na eluicdo com 300 mM de KCI.

As amostras também foram eluidas em um gradiente linear de 0-500 mM KCI| e dois
picos sobrepostos de atividade de AK foram obtidos na mesma concentragéo de 200-300 mM
de KCI. Na presenca de lisina e treonina separadamente houve uma nitida indicagdo de que
os dois picos corresponderiam a duas isoenzimas, uma sensivel a treonina e a outra sensivel
a lisina (Fig. 1b pag. 43).

As fracGes que correspondiam ao pico da concentragdo de 300 mM de KCI foram
inibidas por lisina e treonina. Estes resultados indicam a presenga de duas formas de enzimas
em Coix, uma sensivel a inibicdo por treonina, a qual correspondeu a 50% do total da
atividade sendo o principal componente, e a outra sensivel a lisina, correspondendo
aproximadamente 30% do total da atividade. Estes resultados diferem dos encontrados em
outras plantas, onde a maioria das isoenzimas sdo sensiveis a lisina, representando assim o
componente que ocorre em maior quantidade. Em outras plantas a atividade de AK foi eluida
em torno de 200 mM de KCI (Azevedo et al., 1992a).

Em outras espécies de plantas a atividade de AK inibida por lisina em geral é
predominante, porém no caso de Coix a atividade de AK inibida por treonina foi expressiva
indicando que nesta espécie de planta, a isoenzima de AK sensivel a treonina é
predominante. A confirmacdo destes resultados foi obtida apds purificacdo parcial de HSDH
da mesma coluna (Fig. 2a, pag. 44). A amostra do Unico pico de atividade de HSDH foi
eluida de coluna de troca idnica na mesma concentragdo da isoenzima de AK (Fig. 2b, pag.
44), contudo quando cada fragdo foi analisada individualmente para a atividade de HSDH, as
primeiras fragdes ndo foram inibidas, enquanto que as demais em ordem de eluigdo,

apresentaram uma aita atividade da enzima HSDH, expressivamente inibida por treonina,
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confirmando deste modo, a existéncia de dois picos sobrepostos de atividade de HSDH. Em
se tratando de separagdo das isoenzimas, resultados semelhantes foram observados em
milho (Azevedo et al., 1992b) e arroz (Teixeira et al., 1998).

As enzimas LOR/SDH est&o envolvidas na degradagao de lisina. Os passos que seguem
na degradagdo oxidativa deste aminoacido foram estudados primeiramente em mamiferos
pela lisina 2-oxoglutarato redutase (LOR) e sacaropina desidrogenase (SDH). A LOR
condensa lisina e 2-oxoglutarato em sacaropina na presenca de NADPH, enquanto que a
SDH hidrolisa sacaropina em a-aminoadipico-semialdeido e glutamato na presenca de NAD
ou NADP, deste modo a maioria dos achados é de que a atividade destas enzimas esta
limitada somente ao endosperma das sementes, e que devido ao catabolismo, evitam o
acumulo deste aminoéacido na forma sollvel nas sementes.

A compreensdo da biossintese e degradagdo de lisina em plantas tem uma enorme
importancia devido a concentragdo limitada dos aminoacidos essenciais nas sementes, fato
bastante discutido em publicagdes anteriores. InformagGes valiosas vém sendo adquiridas ao
longo dos anos no sentido de desvendar as propriedades das enzimas envolvidas na
biossintese e catabolismo de lisina, dentre elas destacam-se o uso de mutantes no qual a
atividade das enzimas LOR/SDH sdo alteradas de algum modo de maneira a reduzir o
catabolismo da lisina no endosperma das sementes, fazendo com que mutantes com alto
teor de lisina sejam produzidos.

Tais mutantes sdo alvos de muitos estudos como é o caso do mutante denominado
opaco-2 (Mertz et al., 1964), com modificagdo no metabolismo da proteina de estocagem,
zeina, no endosperma de milho. O gene responsavel (gene opaco-2) esta localizado no brago
curto do cromossoma 7 e seu maior efeito estda na redugdo da quantidade zeina, que é em
torno de 70%. Este gene faz parte de um complexo de polipeptideos codificado por uma
familia muitigénica (Soave et al., 1978). O mutante opaco-2 também afeta o catabolismo de
lisina, experimentos com lisina marcada demonstraram que o aminoacido € menos
degradado no endosperma mutante do que no da linhagem selvagem (Sodek e Wilson,
1970).

As atividades de LOR/SDH em Coix, ficaram restritas apenas ao endosperma, pois em
folhas e raizes nenhuma atividade foi observada (Tab. II, pag. 42). A maioria dos
experimentos feitos utilizando sulfato de amoénio para recuperagdo da atividade de LOR,
resultaram na perda da atividade da enzima. Entretanto, em alguns, onde a purificagdo em
coluna de “DEAE-Sephacel” ocorreu, um Unico pico de atividade de LOR foi observado, o
qual eluiu na mesma posigdo do pico da SDH, e sua atividade foi bem menor do que a de

SDH, diferentemente do que tem-se verificado em outras espécies de plantas, por exemplo
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em milho (Gongalves-Butruille et al., 1996), quando atividade de LOR foi bem mais alta do
que a de SDH. De qualquer maneira, a atividade de SDH em Coix foi em geral alta (Tab. II
pag. 42 e Fig. 3 pag. 45), enquanto que a baixa atividade de LOR pode ser atribuida a perda
durante a extragdo e purificagdo da enzima.

A co-purificagdo observada para as duas enzimas em coluna de troca i6nica e durante
o procedimento com sulfato de aménio, sugere que as enzimas LOR/SDH de Coix estdo
presentes possivelmente como um polipeptideo bifuncional, como observado em outras
espécies de plantas estudadas até agora.

Extrato de proteinas de SDH foi aplicado em gel ndo-desnaturante de poliacrilamida, o
qual foi corado para atividade de SDH, observando-se uma banda dependente de sacaropina
(Fig. 4, pag. 46). Alem disso, duas outras bandas muito fracas apareceram quando altas
quantidades de proteina foram carregadas. A banda predominante mostrou 98% de
atividade total de SDH. Comparacdes das bandas da enzima SDH de Coix (Fig. 5¢) foram
feitas com amostras padrdo isoladas de sementes de milho e arroz. A amostra padrao de
arroz exibiu 4 a 5 bandas de atividade de SDH (Fig. 5b, pag. 46) sugerindo a confirmagao da
presenca de formas multiméricas da enzima em arroz (Gaziola et a/., 2000). Baseado na
mobilidade relativa das bandas de atividade, as duas bandas fracas da enzima SDH de Coix
migraram na mesma posi¢cdo da maioria das bandas eletro-negativas da banda da SDH de
arroz. A banda da SDH de Coix ndo migrou na mesma posicdo da banda de milho, nem
mesmo na mesma posicdo da banda da SDH de arroz. Infelizmente, como a atividade
enzimatica de LOR foi bastante reduzida nas amostras de Coix, os géis ndo puderam ser
corados para atividade de LOR, assim a presenga de uma isoenzima de SDH mono ou
bifuncional ndo pode ser confirmada.

Andlise da cinética da SDH em Coix foi conduzida, o K, da sacaropina da SDH foi
determinada como sendo 0,143 mM, enquanto que o K, para NAD foi de 0,531 mM. Tais
resultados sdo semelhantes aqueles observados para SDH purificado de arroz e milho por
Gaziola et al. (1997) e Gongalves-Butruille et al. (1996), respectivamente.

A andlise da distribuicdo da atividade da AK em plantula, antera e endosperma em
desenvolvimento mostrou que lisina foi 0 maior inibidor da atividade da enzima, confirmando
os resultados obtidos por Dotson et a/. (1990), os quais analisaram os efeitos de duas
mutagdes nos genes Askl e Ask2 de AK isoladas e purificadas de espigas de milho imaturo.

A inibicdo por lisina na atividade da enzima AK em milho, confirma que o gene Askl
codifica uma das isoenzimas de AK sensivel a lisina. Ademais, nossos dados indicam que a
inibigdo causada por treonina ndo foi alterada em todos os tecidos analisados, comportando-
se de maneira independente do gene Askl, sugerindo que outros genes devem estar
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envolvidos na sensibilidade da enzima AK de milho. J& o efeito aditivo sobre a inibicdo
causada por lisina e treonina na atividade de AK, vem confirmar também trabalhos
anteriores (Azevedo et al., 1992a, 1992b).

No mutante Ask1-LT19, uma inibicdo maior por lisina e treonina foi observada e
atribuiu-se a uma redugdo na sensibilidade da enzima AK sensivel a inibicdo por lisina. O
efeito inibitério por lisina no duplo mutante (ASK1 ASK1/0202) mostra que a isoenzima AK
sensivel a lisina codificada pelo gene Askl pode ser regulada pelo gene opaco-2. Esta
sugestdo € também corroborada pelo efeito da lisina sobre AK do endosperma do mutante
simples Ask1-LT19 (ASK1 ASK1/0202), cuja redugdo da inibigdo da lisina com a introducdo
do mutante do gene Askl nao foi significativa.

O efeito inibitério causado por certos aminodcidos e seus andlogos sobre algumas
enzimas da via do &cido aspartico, € um grande desafio para explicar os mecanismos de
regulagdo desta via. Estes mecanismos envolvem outros processos como obtencdo de
mutantes que alteram a atividade da enzimas da via.

Isoenzimas de AK tém sido retroinibidas por seus produtos finais, e seus andlogos
(Azevedo et al., 1997). Estas isoenzimas tém mostrado serem inibidas por lisina e/ou
treonina sozinhos, ou de forma sinergistica por lisina e aminoetilcisteina (AEC). Além disso
outros compostos, como caicio e calmodulina, foram propostos como estimuladores de AK
em espinafre (Sane et al.,, 1984) sendo a primeira demonstragdo da modulagdo por
calmodulina em AK de plantas. Evidenciou-se que a calmodulina € uma das duas
subunidades da enzima AK (Kochhar et al., 1998).

Duas isoenzimas de AK de arroz foram isoladas e parcialmente purificadas e
caracterizadas como sendo uma sensivel a treonina (AK-tre) e outra sensivel a lisina (AK-
lis). Dois picos de atividade foram obtidos em coluna de troca idnica (FFQ-Sepharose). A
atividade da AK observada, do primeiro pico, foi fortemente inibida por treonina, sendo
identificadas como AK-tre e para o segundo pico a atividade foi inibida por lisina, designado
entdo como AK-lis. A fracdo que correspondeu a AK-tre foi inibida em 73, 95 e 96% com
concentragao de 1, 2 e 5 mM de treonina respectivamente e apenas 4% por 5 mM de lisina,
enquanto que a fragdo AK-lis (2° pico) as porcentagens de inibigdo por lisina foram
respectvamente, de 80, 90 e 88% nas mesmas concentragdes de lisina (1, 2 € 5 mM) e
apenas 3,5% com 5 mM de treonina.

Com adicdo de 1 a 5 mM de AEC na fra¢do que continha atividade de AK-tre ndo houve
inibicdo, mas festa substéncia foi capaz de inibir a atividade da fragdo AK-lis em 65,4% (5
mM). Estes resultados mostraram que AK-tre ndo foi afetada por AEC, enquanto que AK-lis
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AK-lis, com a mesma concentragdo (5mM), porém em menor intensidade.

Azevedo e Arruda (1995) utilizaram cultura de tecidos em milho para selecionar
plantas resistentes a AEC. Um gradiente de concentragdo de AEC foi utilizado, resultando em
uma inibigdo de 80% com apenas 0,12 mM de AEC, enquanto que em calos em crescimento
a inibigdo foi drastica com concentracdo de 0,25 mM. AEC também inibe outras enzimas
importantes da via do acido aspartico, como por exemplo a DHDPS, sendo necessarias
concentragdes menores de AEC do que de lisina, para que se verifique 0 mesmo efeito

A andlise dos aminodacidos metionina e valina ndo demonstrou qualquer efeito inibitério
significativo sobre as duas isoenzimas em arroz. Ao contrario, houve um leve aumento de
atividade quando presentes em concentragdes de 5 mM. Um pequeno aumento de 3,2% na
atividade de AK-tre foi obtido com metionina, e de 2,7% com valina. Um aumento maior na
atividade de AK-lis de 10 a 16,7%, nas mesmas concentragdes, para metionina e valina
respectivamente. O aumento na atividade da AK-lis causado por valina (Fig.1, pag. 55)
confirma os resultados obtidos anteriormente por Bryan et al. (1970), Aarnes e Rognes
(1974).

O efeito de ativagdo na isoenzima de AK-lis por valina ainda permanece por ser
explicado para este caso, Possivelmente faltaria um sitio catalitico especifico para esse
aminodcido, de maneira que seriam necessarias concentragoes maiores de valina para que o
efeito de ativagdo fosse atingido (Teixeira, 1997). Ja o efeito do aminoacido metionina sobre
a atividade da AK vem sendo estudado em algumas plantas (Azevedo et al., 1997), contudo
os resultados tém sido contraditorios.

A regulacdo da AK pela SAM tem sido investigada em muitas espécies de plantas
(Madison e Thompson, 1976; Rognes et al., 1980; Azevedo et al., 1992a). SAM é um
importante regulador da atividade em plantas superiores de AK sensivel a baixas
concentracdes de lisina, sendo este mecanismo de regulagdo considerado altamente
conservado. Além disso, existe uma expressiva interacdo sinergistica entre os dois
aminodcidos lisina e metionina, de maneira que a propria sintese é inibida no primeiro passo
requlatério da via (Rognes et a/., 1980).

Dois picos de atividade foram eluidos em colunas de troca idnica, sendo que ambos
mostraram inibicdo por lisina e uma leve inibigdo por treonina, sendo que um deles foi
sensivel a SAM. N&o foi observado um efeito sinergistico com a SAM mais lisina, e atribui-se
este fato ao uso de alta concentragdo de lisina. De qualquer modo, com a adigdo da SAM,
dois efeitos foram observados, no primeiro pico, a atividade foi similar ou até maior do que o
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controle e com a adicdo da SAM mais lisina houve uma contribuicdo parcial da lisina no
efeito de inibigdo (Azevedo et al., 1992a).

No nosso estudo, em arroz a adicdo da SAM ao ensaio ndo alterou a atividade da AK-
tre nem sequer produziu algum efeito aditivo ou sinergistico quando adicionado em
combinagdo com 5 mM de treonina. Entretanto, com a adicdo da SAM sozinha (1 mM)
ocorreu uma inibicdo da isoenzima AK-lis em torno de 12% em todas as concentracdes
testadas, e quando em combinagdo com 5 mM de lisina, a inibigdo foi intensificada em quase
95% (Fig. 2b pag. 56). O efeito sinergistico da SAM com lisina parece ser uma caracteristica
comum em outras espécies de plantas (Azevedo et al., 1992a; Rognes et al., 1980), bem
como a estimulagdo da atividade da SAM a AK (Heremans e Jacobs, 1995) assim como de
outra enzima, treonina sintase envolvida na sintese do acido aspartico (Madison e
Thompson, 1976)

A agdo moduladora da atividade da isoenzima AK por calcio e inibidores de calmodulina
vem sendo estudada em varias espécies de plantas como cenoura, milho, espinafre e aveia
(Bonner et al., 1986, Azevedo et al., 1992c, Sane et al., 1984; Rao et al., 1999),
respectivamente.

Os resultados encontrados para as isoenzimas AK de arroz mostram claramente que a
isoenzima AK-tre ndo foi regulada por célcio (Fig. 4, pag. 57). A enzima AK-lis mostrou um
leve aumento na atividade em presenga de 1,6 mM de calcio, que foi perdido pela adigdo de
EGTA (quelante de célcio) na mistura do ensaio. Assim é dificil estimar neste caso, um papel
regulatdrio do calcio sobre a AK-lis de arroz ao comparar os resultados descritos em AK de
espinafre, com peso molecular de 280 kDa, com 8 subunidades, 4 grandes e 4 pequenas. As
atividades das subunidades maiores puderam ser estimuladas em mais de duas vezes com
a adicdo das sub-unidades menores, as quais foram caracterizadas como sendo idénticas a
calmodulina (Kochhar et a/., 1998). Estes resultados observados em espinafre ndo estdo de
acordo com os observado com as isoenzimas de AK de cenoura (Bonner et al., 1986) e de
milho (Azevedo et al., 1992c), onde nenhuma evidéncia foi obtida para assegurar um papel
regulatério para calmodulina ou célcio em relagdo a atividade de AK.

A adicdo de inibidores de calmodulina ndo afetou a atividade de ambas isoenzimas
(AK-Tre e AK-lis). Esses resultados divergentes, embora tenham sido demonstrados em
LOR, foram diferentes dos encontrados por Kemper et a/. (1998), onde houve inibicdo da
atividade de LOR por antagonistas da calmodulina.

Tem-se demonstrado que a concentracdo de KC| estimula outra enzima bifuncional
(LOR/SDH) envolvida na degradagao de lisina, em endosperma de milho, mais precisamente
o dominio LOR (Kemper et al., 1998), onde a ativagdo ocorreu por altas concentracées de
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KCl. Em arroz, ndo houve alteragdo na atividade da isoenzima de AK (Fig. 3, pag. 56),
indicando que essas isoenzimas ndo sdo ativadas pela modificagéo na concentragdo de sais
de KCI.

Os trabalhos apresentados aqui tiveram como base a avaliagdo de uma série de
processos, como purificagdo e caracterizagdo de enzimas, andlise de mutantes e efeitos de
compostos inibidores das enzimas que fazem parte da via de biossintese dos aminodcidos
essenciais do acido aspartico. O objetivo final destes estudos é a compreensdo do
mecanismos de regulagdo com a intengdo de melhorar o valor nutricional de alguns cereais.
Assim, uma pequena parcela de contribuicdo foi dada, e muitos estudos ainda serdo
necessdrios para elucidar a complexidade da via metabélica do acido aspartico.
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5. CONCLUSAO

Coix:
1. Em endosperma de Coix a atividade de AK foi inibida por treonina e lisina, sugerindo a
presenga de duas isoenzimas sendo uma sensivel a treonina e a outra sensivel a lisina.

2. A isoenzima de AK, que é sensivel a treonina, correspondeu aproximadamente 60% do
total da atividade da AK em Coix, sugerindo que nesta espécie de planta a forma sensivel

a treonina é predominante.

3. As enzimas AK, HSDH e LOR/SDH tiveram suas atividades recuperadas em maior nivel
na semente (endosperma) de Coix. Deste modo assim como em outros cereais, estas

enzimas possuem atividade maxima no endosperma.

4. A detecgdo da uma alta atividade de HSDH, que também ¢é inibida por treonina, sugere a
presenca duas isoenzimas de HSDH em Coix, uma sensivel a treonina e a outra

resistente a inibicdo por treonina.

Milho:

5. A inibigdo causada por treonina ndo apresentou alteracdo em todos os tecidos testados,
e desta forma caracterizou-se como independente da presenca da mutacdo do gene
Askl1. Portanto, em milho, outros genes devem ser responsaveis pela AK sensivel a

treonina.
6. AK sensivel a lisina, codificada pelo gene Askl, pode ser regulada pelo gene opaco-2.
Arroz:
7. Dos compostos testados, aminoetilcisteina e S-adenosilmetionina ndo produziram
qualquer alteragdo significativa sobre a atividade de AK-tre, sugerindo que em Coix estes

compostos ndo influenciaram na atividade da enzima AK-tre.

8. O aumento da atividade de AK observado na presenga de calcio ndo é suficiente para

sugerir que calcio tenha um papel regulatério sobre a enzima AK.
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9. Em arroz a atividade de AK-lis é também inibida por SAM como em outras espécies de
plantas.
10. As isoenzimas de AK de arroz mostraram claramente que a AK-tre ndo é regulada por

célcio.
11. Os resultados observados para a isoenzima AK de arroz sdo consistentes com os dados

preliminares obtidos em milho, sugerindo assim, uma alta similaridade entre as

isoenzimas AK de arroz e de milho.
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